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PROGRAMA REGIONAL DE BIOTECNOLOGIA PARA AMERICA
LATINA Y EL CARIBE DP/RLA/B3/003

PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES:
UN ESFUERZO COMPARTIDO EN AMERICA LATINA

INFORME TECNICO FINAL

CONTRATO No. 91/086 G
Instituto de Biomedicina
Caracas, Venezuela




PROYECTC: PRODUCCION MASIVA DTS ANTICUERPCS ~ONQCLONALES,
ESFUERZO COMPARTIDO EN AMERICA LATINA.
DP/RLA/83/003.

PROGRAMA REGIONAL DE BIOTECNILIGIA
PNUD/UNESCG/0ONUDI PARA AMERICA LATINA Y EL CARIBE

INFORME: INFORME FINAL DEL FRIYECTC CORRESPGNDIENTE A

CONTRATOS N°¢ B89/62, 91/086G. <:rmadcs en Caracas. Venezuela

el 15-8-88 y el 9-5-8! respectivamenie.
COORD INADOR TECNICO POR VENEZUZ_-~:

Dr. Gustavo Ortega, M.5c., M.D.
Coordinador Laboraztorio de Hibrizomss
Instituto de Biomedicins

Caracas, Venezuela.
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El presente informe correspecrze a3l  informe final de las

actividades desarrciladas durante 1la ejecucidan cel Proyecto
DP/RLA/837003 1iniciado en ei mes de Agosto de 1989 bajo
contrato firmado en Vienna ej 21-7-8% y en Caracas, el 15-8-
89.

La informacion relacionada :-on 1la <caracterizaciéon de
anticuerpos monoclonales previszente existentes en el
Laboratorio de Hibridomas del Instituto de Biomedicina, ha
sido enviada en informe anterior con fecha abrii 1991. En
resumen, se describen en dicho informe la produccidén vy
caracterizacién de anticuerpcs monoclonales contra
Mycobacterium }leprae y Leishmania sexicana.

Han sido generzdios durante €i presente ano anticuerpos
monoclonales contra el Paracoccicicoides brasiliensis . La
seleccién del inmurogeno se hizo en base a resul tados
obtenidos del estudio de la respuesta inmunolégica humoral de
pacientes con Paracoccidioidomicosis del Laboratorio de
Micologia del Instituto de Bicmedicina. Los anticuerpos
reconocen la Gp 43, glicoproteina especifica para el
diagnéstico. Actualmente se trabajz en funcioéon de purificar la
glicoproteina para iniciar estudios de respuesta inmunolégica
en personas que habitan n Zonas enzimicas de
Paracoccidioidomicosis en Venezue.x. Se anexa pagina frontal
de trabajo publicado en Acta Cieniifica Venezolars y resumen
de wun segundo trabajo enviado cara publicacién actualmente
sometido a arbitraje en la misma revista.

El presente proyecto ha permi:ido el reforzamiento de 1Ia
capacidad del Laboratorio de H:ibridomas del Instituto de
Biomedicina, la adquisicién de sl!gunos equipos v reactivos;
el adiestramiento de investigadores, y el financiamiento de la
tesis doctoral de 1la Lic. Maria Correnti del gcstgrado de
Biologia Celular de la Facu!tad de Ciencias

Como coordinador técnico de. proyectc debo cestacar, que
se ha cumplido con todas las resronsabilidadess contraidas vy
sefialadas en los contratos,

[T}

Atentaoente,

Dr. Gustavo Ortega
Coord:inador.
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Cursos de Adiestramiento realizados durante el desarrollo del
Froyecto:

1.- Curso tedérico practico resiizado en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia. La Habana, Cuba. Octubre
a Diciembre 1990. Participante Lic. Nunciada Salma.
Adiestramiento en: Aspectos Genrerales relacionados al cuitivo
de hibridomas, produccion de anticuerpos monoclonales in vitro
y métodos de purificacion.

2.- Curso teérico practico realizado en el Centro de
Biotecnologia, Instituto Butantan, Sac Paulo, Brasil. Febrero
a Marzo 1991. Participante Lic. Nunciada Saima.

Adiestramientto en: Expansién de hibridomas y estudic de
parametros metabélicos de crecimiento. Cultivo masivo a
mediana escala en fibra hueca Vitafiber (Amicén!}.

3.- Produccién Masiva en biorreactores del anticuerpo
monoclonal B2-Cii4 y anti He-A con especificidad contra el
antigeno A de eritrocitos humancs, y OKT3. Julio a Septiembre
1991. Participante Lic, Nunciada Salima.
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CARACTERIZACION DE ANTIGENOS
Paracoccidioides brasiliensis
INMUNODIAGNOSTICO SEROLOGICO MEDIANTE
WESTERN BLOTTING

Gustavo Ortega, Elio Villanueva, José Pereira, Nunciada Salma y Maria B. de Albornoz.
1.- Iastituto de Biomedicina. Apartado Postal 4043, Caracas 1010-A, Venezuela.

Recibido: 26/03/92; Revisedo: 19/06/92; Aceptado: 03/11/92

RESUMEN: La caractenizacién de antigenos de Paracoccodioides brasiliensis cepas 2511 y 6688 mediante electroforesis
en geles SDS-PAGE, y e uso adicional de immunoblotting ha permitido en el preseate trabajo identificar la$ frac-
ciones antigémicas inmusogénicas, seasibles y especilicas para el diagndstico de Paracoccidicidomicosis. Las prepara-
Goses antigénicas mostraron diferencas de acuerdo a la fase motfolégica del hongo y al método stilizado. La respuesta
iamunolégica humoral fué ketcognea en los pacientes estudiados, y el estudio secuendal de sweros obtenidos en difer-
eates estadios de la esfermedad, permitié establecer inidices de actividad del proceso. La alta seasibilidad del método,
o hace wtill como técaica adicional para el inmunodiagaéstico serolégico de Panmoudnondomms Palabras clave:
Paracoccidioides brasiliensis, micosts, diagnéstico.

CHARACTERIZATION OF Parucoccidioides brasiliensis ANTIGENS.
SEROLOGIC IMMUNODIAGNOSIS BY WESTERN BLOTTING

ABSTRACT: The dectrophoretic characterization on SDS-PAGE gels of Parscoccidioides brasiliensis antigens straias
2511 and 6688; and the additional use of immunoblotting has permited in this stady to identify the immunogesic, seasitive
and specific antigen fractioas for the diagnosis of Paracoccidicidomycosis. The antigenic preparations showed differences -
depending on the morphologic form of the fungus and the method utilized. The procedure revealed heterogeneity in the
humoral immune respoase of the patiess studied and permitted us to stablish indices of activity of Paracoccidioidomycosis
by the sequeatial an:lysis of sera oblained during different stages of the dsease. The high sensitivity of this method
makes it useful as an additional technique for the serologic immunodiagnosis of Puu:ooadwdonycons Key words:

Paracoceidioides brasiliensis, mycosis, diagnosis.

INTRODUCCION

La Paracoccidioidomicosis (PCM), micosis prevalente
en América Latina, es una enfermedad granulomatosa cau-
sada por el hongo dimérfico Psrscsccidioides bresilicn-
sis. Multiples 6rganos pueden ser alectados y diversas
formas clinicas han sido descritas, desde lesiones asin-
tomiticas e infecciones subdinicas hasta formas sistémicas,
encontrindose un espectro clinico parecido al observado
en otras entidades grarulomatosas donde existe correlacién
con la respuesta inmunologica dej hospedador.

Han sido descritas formas benignas, localizadas o regre-
sivas con un titulo bajo de anticuerpos y reaccion cutinea
positiva a la paracoccidiodina, y formas genralizadas con
hiperganmaglobulinemia y disminucién de la respuesta in-
munolégica mediada por células.”.

Debido a que en muchos cascs 1a demostracion del hongo
es dificil, 1a orientacion diagnostica es realizada por procedi-
mientos serologicos. El ballazgo de precipitinas especificas
por diversos métodos ¢s considerado como evidencia de
diagnéstico presuntivo de PCM.

Un antigeno de importancia en el diagndstico descrito en
Ia literatura ha sido denominado preapitina A'3, antigeno

de inmunodifusion 1’4, banda de precipitacién E2'8!? y
mas reciente gp 43 (glicoproteina de 43.000 daltons)'!,
antigeno de migracion catddica con heterogeneidad mole-
cular que ha sido precipitado por anticuerpos especificos y
su alta especificidad lo califica de antigeno de eleccion para
eximenes de inmunoprecipitacion.

Si bien la gp 43 del P. brusiliensis es inmunogénica,
otros determinantes en mezclas antigénicas de antigenos
metabdlicos de la fase levaduriforme o micelial exocelu-
lar y antigeno citoplasmico han sido descritos® capaces de
generar anticuerpos.

‘La técnica Western Blotting o immunoblotting'?!3,
provee una maneta de analizar la respuesta inmunoligica
humoral contra mezclas complejas de antigenos y consti-
tuye un procedimients adicional o complementario para el
diagndstico y evolucion serldgica.

El objetivo del presente trabajo fué caracterizar
antigenos de P. brusiliensis exocelular y citoplismico y me-
diante el uso de immunoblotiing utilizando sueros de pa-
cientes con PCM y olras micosis, identificar antigenos es-
pecificos de utilidad para diagndstico.




PRCDUZCION

MONTCLONALE

(0]
0
(&}
s
-
)]
f
1y
4
i

0w

RAS:LIiENS!S.

»

Gustavo Ortegs. Nuntisds Zsima., =

ig Vilianue~ws -

Institcto de BiomsZitina. Agsrisdc Tostal 47-3%.

A. Venezuels.
RESUMEN:
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En ensayos inmunocizoquimicos, los AcMs fverc-
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