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"FRODUCCION MASIVA DE ANTICUERFOS MONOCLONALES
UN ESFUERZDO COMPARTIDO EN AMERICA LATINA"

Segundo Informe

Agosto 29/%0
De: Dr. Luis Enrique Flaca Vele:z

Fara: Rogulfo Quintero, coordinador generszl ORULI

Aﬁgécedentes.

Fundamentslmente este informe zbarca dos aspectos comc es la  de
que =1 equipoc de trabajo nuestro desarrollé con avuda. hibridomacs
para producar anticuverpos monoclonales y también dar 2 conocer
los aspectos adaministrativos decsarrollados.

En concordancia con los  términce de referencia d= nueztro
contrateo el literal L hace refererncie a: Esteds deo
cisticerccesi=s en Ecuador y que forma parte cel primsr intorme,
mientras gque ahora se reporte lo efectuado hastia el ernsavo de los
hibridos obteridos.

Con estos antecedentes e! informe prevee los siguientez acpectos:

A) Cultivo celular - pruebac en cicsticercosics.

I.—- Recolezcsor €2 muestras x = ein o retads oz

Z.- Reswalecoaidr o CONSEy Jarllalr, L cueros - Tiguico:
cefalorzuuidecs

me= Deeerrellc de pruebae:

A L,- PRl LEilLlcs y manteinanltlents e Mitorase.

o Frodbiee de Yoo biiber idodzs .

E) Compra de equipos € insumos.
C) Selecciébn de candidato para entrenamiento en Cuba.

D) Conclusiones.




Cultivo celular de pruebas en cisticercosis.

Este trabejc ha sido elaborado por el grupc de
y téeunicc: gue trabajlan bado ax refatura en el
inmunopsiclcglis del Hospital Regione: ded l1ESS

rs
Francice

eons ['*=. WRKRosz Barba. Dr. T
Hidalgo. Guam. Cerlos Garcia. Lic. Eiol.
Med. fAoeiina Flaezs v Aux. lec. Cesa=r Yali:z

~liamirano,
Honika Merino,
. El trabiaic se he

profesionales
laboratorio de
en Guavaguil

Dr. Carloé

Tec.

decarroilado entre 1982-1%70 con el apcvoe del centro de
Irnmuincleais v Hocspatal de Cancereoloais ¢z Bogotd vy con s
azesorie del Dr. UGscer Qrozcoc. £ meisrial biologice fue
recolectadc en nueztro pais v transportacc adecuadamente.  gd
Lrabsajie oo bxsqueds de antigenws . cvitivc y puriticecion  lx
efe.tud mmezstro per=onal enn Bogotd dade gue no contabamos
cor GECICE propres instalados v o le UAF recren apruebs l1a
ayucs no resnopdisable pars el provesto, las pruebas finales
ce han efectusco e nuesire laboratoric en bSuevagull con
suercs e pscientes ecuastcrianos.

e enperaenhicix téonics e encuentrs e €l anexo sefalado como
namerc < todz wvez que el primerc e 1z csiltuacidn de 1a
1

paie del pricer sntcrae.

Se hs recepltade S.00 dolares por parcz de  Onuda Que  h=
ceervigon pare conpleter lose equapos Gue resuerimos,
e Ge e 1 00100 &8l R VED LV ER o S i
adgra Lo mE g R S A - SRR L
£ Lo Uosen SRS 4 s . . Tk e £ 1% LéEhic e
el TR B R PR T A SR STy TR A b Ereto Lt Se gt osT2on
TR TR S S W BN A L HELE S i Tiine =& hiA
[ 0 B s r Tax Ltelds it . oL SERE B B ?4&‘.’.“
1, )
C.— Seleccion de candidato para entrenamientc en Cuba.
gy N NI e Mirolaiv s Ny Lol Ao s due ze Bntrencs 38
Turbeer 0F AL UET UL L0 3@ el oaedin €0 wé Yl 207 oaer Y Mabtior: ae
4 &l B i OTEh o, Cuvd currioeioar T ereptedo Q2T =18
Coarriedor o Jarge Gavaloncin,.,  Se ennic s gue  ella pueos
COPt AL S & g wedanée face £ o0 roume ety
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D. - Concluciones

D.1.- El equipc de trabalic en Guavaguil estd en capatidcad de
producir hibridomaz acsi como purificar y probar 1e
sencibiilidad ¥ espe-crficidad de anticueroos
monoc lenales.

D.Z.- Se ha progucicc Azt contra cistacerco Ge a3
reactividad s ]QE hibridomas prodacidos luegos  de
heberese probeooe o zch aptos  pare presentar cooac
cacidato & un B=Ce& ]e iento.

b.5.—- E1 etectio de couperacidér paralela ha re=ulTadc
beneficiceo . =& espera adgulrir  la experlieniia
suiiciente e las fases nuevas de entrenamiento & &

que 1niciaremos de acuerco al preoarame a deszrrcilsr en

Cube.
D.4.- Se¢ aspire recetir ls& esperiencia de obtencion e Al
zonn alouns  varisnte estretégice pare el caso de 1oz

clsticercos.
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ANEXD =.

A. CULTIVD CELU_SR-FRUEBARZ EN

REFURTE TECKNICO

CISTICERCOSIS

For  zer ia Ffrivincie del Chamborazo uvna de las  oe msvor
incidencis de Zisticercosis humans v porcina. =e e=cogld  como
arez bacse para 13 recoleccibn de ocuestracs.

La reccoclecczds:
Frigoriiicoe de

Durante <
& continua

iz caivdad de Riobsmbe, & peritir de loz miscul
cerdos intfectsdos

23]
de

'll

ge Lulctes ce efertud prancipalasnte en el Cam
s

mepe oe trabaio se procedid & rezlizar e qgue &
e cehfiala:

1- RECOLECCION DE MUESTRAS DE QUISTES DE CISTICERCOS EN MATADERGS

llend ura fac

wn
1d

e de ddentificecion pars cads cerdo (Ficha 1) vy

A—- Se li1s:va los cisztlicercos o tods carne  pericapsular,
tratanoc que no se rompan los quistes.

B- Lavadc er

C- Coroels=

FBE3S fric por tresz cambios.

Caittr zin FED (5810 guiszstes).

Z7- DESARROLLO DE

Con loe quactesz

a- Cortes por Concelacaorn, loz maicm
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Se revisarcn los e:xpedientes clinicos de pacientes atencidcz en
el servicio de Neuroloaqia del Hospital del Segurc Sociar de
Riobamba v e tomd comc grupe de eswudio a agquelles pacientes gue
registraron €l diagnéstice presuntivo de Cisticerceosies cerelry &l
ademas de &aquellos pacientes que mostraron cuadro cilm:co con

sintomas v <=ci1qros  sugestivos pero que ne se habkisz  1leasdo
& diagndstico. Luego de la elaboracibn de la fichs de d=tos. se
visito a los pacientes en sus domicilios pare icarsr  1a
recocleccion de una muecstre de sangre. Faralelamenile o Limai
muestras v revisan cascs del Hospital del I1ESS ds Geavauvel.

De acuerdc con lo estzablecido en el protoccic, dess rolleds
conjuntamente en Bocota, se aprecit que la estruciura preielcs de
lcs quaistes de casticercoz es muy compleja, por 1o que la

fraccicnes antigénicas responsables de la respuestsa inmune  eon

numerocsas.

U extracto crude del quiste se obtuvo lvege de la diesecciorn del
materiel infectado que se homogenizs, sonicé v cerntrifugo.

En la separacidn de las proteinas de esta mezcla, cse uviriizé
electrofores:z en gel de poliacrilamida &1 15l (SDS5-FROE?  con
patrones de pesce moisculzr y se obtuve bandes proteacaz que
fluctuan entre 145 2 4% mi1iil Daitons de peso molecular, en numero
de 14 a 30 en las distintas preparaciones, siendo i4 lss bandas
concstantes en todacs.
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4.- FUSION CELULAR Y MANTENIMIENTO DE HIBRIDOS

4.1.- Seleccién de la linea de Mieloma
"Los hibridos derivadosz de bLinfocitoz: inmunes
Miielom=s que producen cadenas livianaz v p
liviansz producen laz ceadenmaz inmuncolobul
parentsles. Estze czdenze pueden encszmbjiarse
combinzcicne=s « €l anticuerpe hibrico resn
plerds 0o 6 los dos sitics de wvnion al snti

0

. 1e cusl decidimos selectionar unz  linea de Mielome no
productora de enticuerpos o cadenas livianes, pare ellic =
realizaron les técnicas de Inmunodott e Inmunoslectroforecic
con  tres linese de Mieloma: F3IV, "ZndE fAgs vy N&U: los
resultedos nos revelzron cus la linea de Merloma F2IV era la

M&s GEtima. (1Y-0%-8%1
4.2.- Seleccion de la linea de Mieloma P3IV con 8 Azaquanina vy
medio HAT

4.3.- Seleccioén del ratébn para la fusiébn.

Lose raztones que se i~muwniizaron fueroin de le ceps Ealr.co
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Resul tados:

Ratér: caja hio. S:

Fre—inoculacién: HNzgative hasta 175,000
»
Ffost—inoculacidén: 1/50 +++++
17200 ++++
17900 +4++
++
++

e

fnatones Cala Moe. 2% 0D vy CGl, =z obtuviercn 1
_para ambos ratonecs:

miemose titulow

C
"

1/50) - ++++
17200 - +++
1/500 - ++

173,000 -
172,008 -~
Basandonecs &n ecstos resultados decidimos escoger el raton Moo

-t e

4.4.- Crecimiento en fase logaritmica de las células de Mieloma
en el momento de la fusion. (IX-16-89) - (09-26-89)

Fara ellc fué
multiclicacaicons, &1}

_— S e -
[ tig o =
L_.l: f.
= -
Dot o= fuopmger e e Qe BT Talid gL
c

M o= NOomerec de céluizxz 1nxclales.

T = Treap enitra c:2: uvne de ectoe cotes.
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Ottuvimoe aue (2 tiempo de multiplicacion era de 1% ,000
horas.

‘are  sabor en pue tiewmpo tendriswcs 1ax cantided oOptina  de
s are la fuelidn decpelizmos de 1z formule ho ssviend

que N deleria ==y sprolimadamente de Z0 & LD 00D 000 O

.

o

id

S preprrarot. les medros HST. HY v medico de lavedos siguiendo
€l procesementc del menusls el msdic HaT e puzo & pruens
cor, hibraigs: ye zztablez v conn las celulas de Mreloms FIV,

4.5.~- "Dado que la fucitn de blastos de células plasmaticas en
division para las células de Mieloma es muy probable las
que van a generar hibridomas productoras de anticuerpos, es
necesaric inmunizar el ratdn via intraperitorneal con el
antigeno soluble, 3 y 4 dias antes de la fusidn."”.

El 1»-Zz-€% =

e rmocpld €] raton de 1a caze No. S oCioe ez )
del antigenc en solucion salins., A1 dia srguiente ¢2 bazo do
mismo (Z3-1x-25;.

4,7.- Fusibn
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HNota: Cis 1 bajd lé reacztividazsd
i es wnespecifico,

Caie
el noT o
kala.
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e obeerva po:

or lo tante ee decxos

X—1o-8% - Ce hace clonere de Cis & vy Las 7

Se prueban clonios (++4), alguneoz de (++)

provenientes de caja
celulias &1 microscopic:

antigenc

- VI-d1-85
- &Eomacado YVil-8F
- Sobrenadante V111-3

- Cerebro.

BORUR N SR

Con el antigeno VI-89:

V1-8% +++: (e o
++: " bt

++ 2 ! i
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Cerebro: Negativos.

¥=15-8% Lez c€lulat aue presentan ls macsss reactivadad (+++3
€ dols ee deciden conaelaer T balas une = T arados
L tiygracos v oelra en tanove de natrogeno:
-

S B 121 A BG4 S0, ST 81 VT JTELET

0 heibricos en s Ge 4§ o
POIGE pore
| detee: Cas 103 v 87 noe g8 ciguieromn rorqgue las
celilacs ce encoartraban en inzl &e Cis ) RO
percin reactzvaidad.
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FPRIMER INMUNODOTT

Tabla No. 1
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Continuaciotn Tabla No.
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Continuacibtn Taﬁla No. 1
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Tabla No.

SEGUNDO INMUNODOTT
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TERCER INMUNODOTTY

Tabla No. 3

1 1 I
I ART ICUERFOS 1 SHTIGENO: DE CISTICERLG 1
1 I i
1 1 H i 1 }
I I V1-82 1 ~Ill-&- I vIiii-3= 1 CERERRL 1
1 1 1 H 1 Lo - 1
I i i 1 . | R
1 I 3 i 1 ]
I 1 i 1 i I
1 Cie 1% 1 - 1 + 1 +++ 1 - 1
1 "& I +++ I -+ I +— 1 - I
1 L I +++ 1 - i ++ I - i
I " 8 1 ++ H +- I - i - i
1 " 1= I +- 1 - I + 1 - 1
I v 14 1 + I ++ 1 - i - I
I » 17 I + I ++ i + 1 - 1
H *I3D i + H + H ++ I - I
i ' 5 I ++ i + 4+ i 4+ n + 1
i * 37 1 ++ I + b +r 1 - i
1 " 41 1 ++4+ 1 + I - 1 - 1
I " 43 I +++ i - I - I - I
1 "SD I + H + ] + i - 1
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S.— Pruebas de los Hibridomas
Se descongelaron varies vael

cultivaron.

Btilizando el antigenc crudz
con €l obieto de apreciar t
w0e  csobrenadartes que presen
Cis 3, 3, 14, 35, 35, 41,
Se clocnan Cis 14, 30Dy S22
efectuar las pruebacs por dott
i4.3 v 14.10 - Ty 3G.T -
itos ceobrenadantes vy clonos &
1nmunotblotting., utilizandce ¢
cisticerco, cerebro y miasculc

=,
ol .

30.3,

Como resultado de ecste praek
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For estz= rarzonec se concluyd que lcs clonos poLsitivos por ezte

screeninag con productos de anticuverpos  ecspe_itacer conira
albumina y no para antigeno especifico del cisticercoc: de le
misma forma. el «clonc negativo reconoce algurn epitope en el

wtractc crudo.‘o- cisticerco pero no €l msmo epitope gue
reconcce el sue > del paciente, por 1o que noc e:xiste dz2
inhibicién. Eetos resultados obligan a nuevoe ensaves y por 1o
tanto no tenemos un kibridoma con caracterizticas acepiable: pare
el escalinamiento.
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CERDO

CANTIDAD: . g ml.
LUGAR DE RECOLECCION: PROVINCIA: CANTON LUGAR
PROCEDENCIA:
LUGAR ANATOMICO DE LA MUESTRA:
GRADO DE INFESTACION MACROSCOPICA:
CERDO
CANTIDAD: 8. ml.
LUGAR DE RECOLECCION: PROVINCIA: CANTON LUGAR

PROCEDENCIA:
LUGAR ANATOMICO DE LA MUESTRA:

GRADO DE INFESTACION MACROSCOPICA:
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Suero/LCR Muestra enviada por

N
APELLIDOS Y NOMBRES:

SEXO0: | F EDAD:

PROCEDENCIA: PROVINCIA CANTON

LUGAR

LUGAR y FECHA DE NACIMIENTO:

LUGAR DONDE RESIDIO LOS CINCO ULTIMOS AROS:

HABITOS ALIMENTICIOS:

DATOS CLINICOS:
1. SIGNOS y SINTOMAS NEUROLOGICOS

a. Ceguera

b. Epilepsia

c. Cefaleas

d. Hipertensidon intracraneal
e. Disturbios mentales

f£. Disturbios visuales o auditivos
g ~ Meningitis cronica

h. Paresia

i. Parapleg#a

h henorragia cerebral

k. Hematoma cerebral

1. Trombosis cerebral

2. ENFERMEDADES PARASITARIAS

a. Echinococosis

b. Hidatidosis

c. Strongiloidiasis

d. Trichinosis

e. Filariasis

f. Larvas viscerales migratorias
8- Criptocococis

h. Otros
3.  CONFIRMADAS POR:
a. Cirugfa
b. Autopsia
c. Biopsia

d. Tomograffa axial computarizada: -Hidrocéfalo

-Infgenes quisticas

-Calcificaciones intraparenquimatosas

~Tumores
-0Otros
e. Diagndstico Clinico

4. IMPRESICN DIAGNOSTICA:

DIAGNOSTICO DEFINITIVO:
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CIAFGSITIVAS

Carne de cerdo infeztade con quictee ge Lictaicterco.

Deteccard:s de mAntic de (uacter de
Cistacerce. Se he o1t
SERSr&C 1D de aileies e

eLtrofcresice.

Cicticercos en gel

Obtencitn de pesocs molecviares de los difersentes cosmponentes
zntigenicos presentie: e waletes de  tastacercos coaparados

CECf: &3 2Ly Ll
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