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PROGRAMA FFGIONAL DE BIOTECNOLOGIA PARA
AMERICA IATINA Y EL CARIBE
PNUD/UNESCO/ONUDI
RLA/83/003

Contrato No. 89/66

Proyecto: Produccién masiva de anticuerpos monoclonales:
un esfuerzo compartido en Latinoamérica

ler. Ano de Actividades

Pais: Chile

Sequdo Informe Técnico (Final)
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS
VETERINARIAS Y PECUARIAS
DEPARTAMENTO DE MEDICINA
PREVENTIVA ANIMAL.
Casilla 2. Correo 15.
Santiago — Chile.
FAX: 56-2-5585179.

56-2-2338336.

Santiago, Chile. 21 de Agosto de 1990.

Dr. Rodolfo Quintero R.

Coordinador Técnico ONUDI

Programa Regional de Biotecnologia PNUD/UNESCO/ONUDI
para América Latina y el Caribe (RLA/83/003)
Presidente Masaryk 29. 10< Piso

Col. Chapultepec Morales.

México 11570, D.F. MEXICO.

FAX 254-31-57.

Estimado Dr. Quintero:

Segun lo acordado en la Reunién Técnica efectuada en La
Habana entre el 4 y el 5 de Agosto del presente afio, hago llegar
a Ud. el Informe Final correspondiente al 1=~ afio de ejecucién
del Proyecto: " Produccién Masiva de Anticuerpos Monoclonales: Un
Esfuerzo Compartido en Latinoamérica”

1. Aspectos administrativos :

En Marzo de 1989, ful nominado por CONYCIT Coordinador en
Chile de este Proyecto. Un afio Yy medio antes, luego de una
prolongada estadfa (13 afios) en la Universidad de Nueva York.
regresé a mi pals, recontratade por la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile. En Junio de 1989, por motivos ya
conocidos por Ud., trasladé mi Laboratorio a la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de esta misma Universidad. Si
bien es cierto, este cambio no afectd mi participacién desde un
punto de vista administrativo, implicé la construccién e imple-
mentaciéon de un nuevo Laboratorio de Anticuerpos Monoclonales.
Esto s6lo fué posible gracias al financiamiento otorgado por
PNUD/ONUDI y por otros Proyectos en los cuales soy el Investiga-
dor Responsable. Evidentemente, esta situacién ocasioné un ligero
retraso en nuestra actividad experimental.
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2. Inieie:

1= de Enero de 1990, de acuerdo a recalendarizacién de
actividades propuesta. y comunicada a nuestro pais el 010990 (FAX
a Dr.Jorge Garrido, CONICYT-Chile).

3. FYondos recibidos a la fecha: ( Recepcién. por parte de PNUD
local; acusada en Noviembre de 1989).

Durante este primer afio, ONUDI autorizé a su Representacioén
Residente los pagos siguientes ( mantenidos en la cuenta del
PNUD local):

1. Noviembre de 1989 : U.5.3$5.000.

2. Mayo de 1990 : U.S5.$4.450.
(Previa recepcién
y aprobacién de
primer Informe)

Total : U.S5.%$9.450.

4. Gastos a la fecha:

1. Entrenamiento de 1 persona en el Instituto Butantan. Sao
Paulo, Brasil:

Pasaje : U.S.$ 738.
Estadfa(3 meses) U.S.$1262.

2. Equipos: (Con otros recursos se ha construido un Labora-
t~rio para la generacién vy expansién de hibridomas y se ha
adquirido: Microscopio Invertido, Bafio Termoregulado con agita-
cién. Estufa con CO. para cultivo e tejidos, Refrigerador y
Fungibles. Pronto se comprard Sistema Spinner para la produccién
scmi-masiva de anticuerpos monoclonales por encapsulamiento en

perlas de alginato):
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Campana Flujo Laminar * : U.5.$5.894.
Tambor Criogénico * : U.s.s 875.
* Ordenados a través de PNUD
local.
""" Total de Gastos - U.5.$8.769.

5. Saldo a la fecha:

Total dinero recibido : U.5.$9.450.
Total de Gastos - : U.5.$8.769.
Saldo a la fecha : U.5.¢ 681.

6. Entrenamiento de Personal:

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). en el
Centro de Biotecnologia del Instituto Butantan, Sao Paulo,
Brasil. Se adjunta copia de su Informe Técnico.

El segundo periodo de entrenamiento ser& de Octubre a
Diciembre en el Centro d: Ingenieria Genética y Biotecnologia, La
Habana. Cuba. En este caso, los Representantes Técnicos, reunidos
en La Habana. ccnsideraron conveniente que nuevamente participara
el Dr. Ramos, ya que el entrenamiento obtenido en su estadia en
el Instituto Butantan no fué completo. debido fundamentalmente al
retraso en la llegada de dineros y equipamiento a este Centro de
Referencaia.

FEl rinanciamiento de este segundo periodo de entrenamiento,
implica la disponibilidad de dinero para los siguientes gastos:

Pasaje : U.5.%$1.600.

Estadia : U.S5.%$1.200.

Total : U.5.$2.800.




Considerando nuestro saldo en PNUD (U.S5.8681)., tenemos un
déficit de U.S5.$2.119.00. Por lo tanto. si este Informe es
aprobado, rogamos a Ud. autorizar a la brevedad posible. el
ultimo pago programado para el primer afio (U.5.%$2,700.00) .

Debo hacer notar que, de acuerdo a los Términos de Referen-
cia que hemos suscrito, Y considerando la recalendarizacién,
ruestro Laboratorio deberia estar comenzando pronto la validacion
de hibridomas existentes en el pais. Pensamcs gque nuestra
infraestructura estar& completa en las préoximas semaras, lo que
nos permitird cumplir con este compromiso dentro de los plazos
establecidos. Planeamos, adéhds, generar nuevos hibridomas que
por el momento tienen gran interés académico (anti-TNF alfa,
anti-IFN gamma, anti-Pili K99 de E. coli, anti-Tc45 de T. cruzi).
Creemos que, en el contexto de los objetivos de este Proyecto, es
posible que alguno de estos hibridomas cumpla con las condiciones
para ser expandido semi masivamente en nuestro pais en el Gltimo
afio de ejecucién de este Proyecto.

Sin otro particular saluda a Ud.

S—Ax —

Arturo Ferreira, DVM, PhD.
Coordinador Técnico para Chile.




INFORME TECNICO

PROYECTO DI INVESTIGACION: PRODUCCION MASTVA PE ANTICURRPOS MONO-

CLONALES: UN ESFUERZO COMPARTIDNO EN LATINOAMERICA.

PASTICIPANTE: Rodrige Rores M.

PERIODRO T'E ENTRENAMIENTO: ]/4[90 - 30/6/°0.
CENTRO DE REFERENCIA: Laboratorio de Anticucrpos Monoclonaies
Centro de Riotecnologia - Instituto Rutantdn-

Sao Paulo - Brasil.
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ACTIVIDADES DESARROLLADAS:

1. TECRICAS

Durante el transcurso de este entrcenamiento, abordamos
on sesjvnes de seminario, aspectos tedricos rclacionadbs con la tec-
rologia de hibridéras. Los temas, presentados por los integrantes
del grupc de trabajo, fueron los siguientes:

1. Sisteras de produccion masiva de anticuerpos mono-
. clonales(AcMo).

2. Aspectos generalcs en la obtencion de AcMo.
3. AcMo quiméricos y biespecificos.
4, AcMo humanos. '

S. Purificacion de Ac)Mo.

6. Control de calidad en 1a produccion de AcMo.
11. PRACTICAS

1.GENERALES:

1.1. Desconselamiento de linca celular OKT3; hikri-
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1.2. Prenaracién y csterdlizacion de medios de
cultivo NDME y RPMI-1640.

1.3. Mantencion de OKT3 y B2/€114 (hibridoma que
reconoce antigeno carcinoembrionario CEA y antigeno de¢ grupo
sanguince A humane) en cultive e<taciorario, usandoe redic de
cultivo DVE enriauccido con 10% de sucro fetal bovino(SFR).

1.4. FEstudic metahdlico de OKT3 en NME-104SFR y
en RPMI-1640-10%SFT: midiendo diariarcnte por 8 dias densidad
celular, consuro de glucos:c, produccion de lactato y pil. Es-
tableciricnto de las condiciones optimas de crecimiento y pro-
duccion de este hibridoma.

1.5. Bisqueda de comtaminacion por micoplasra en
OKT3 y B2/Cl14; ambos hibridomas en DME-103SFB. Resultado ne-
gaiivo en ambos ;as6s.

1.6. Evaluacion de la influencia de distintos lo-
tes de suero. y diluciones de los mismos en el crecimiento de
células OKT3. Este experimento consistio bisicamcﬁte en culti-
var en placa de 96 pocillos 10 células por pocillo en DME.'mas
distintas concentraciones de suerc(0,2.5, S, 10%) de los lotes
a probar, ademas de presencia o auscncia de suplemento Insuli-
na, Transferrina,Sclenato de Sodio(ITS). Cuando se uso fue en
dilucidn 1:100. Despuesde 12 d{as de mantener este cultivo de-
tectamos viabilidad celular mediante coloracioén con (3-(4,5 di-
metiltiazol-2-1)-bromuro de 2.5-difeniltctrazolio) (MTT) .y pos-
terior medicion en lector de FLISAcon filtro de 570nm. Conclui-
mos que el mecjor crecimiento dc OKT3 se obtuvo con el lote de sue-

ro 1070 (Cutilab,Brasil) al St mis ITS.




2. ESPECIFICAS:

2.). INMUNOFNSAYOS PARA FVALUAR LA PRODUCCION DE

AcMo A PARTIR DL SOBRENADANTE DF OKT3 ¥ P2/Cl114.

A: OXT3 ANTES TE PURIFICAR

-—— e m m e EE . Ee -, ————wa-e - -

' A.1. CITOTCXCICIPAD: serbrames en placas de¢ Terasaki distintas

diluciones do sobrenadante de cultivo. Usamos muestras ohte-
nidas dec los cultivos utilizados para la confeccion dc la
curva metabdlica de OKT3 (dia 0 a dia 8).Incubamos con lin-
focitos humanos y suero normal de conejo como fuente de com-

plerento evaluando mediante, coloracion con azul de tripan.

B: OKT3_ANTES_Y DESPUES DE_PUPIFICAR

P - Y - e R R e R e

B.i. ELISA: en un primer cxperimento sensibilizamos placas con

C.

1.

IgG de concjo anti IpG de ratém, incubanduv luego con dis-
tintas diluciones de sobrenadante de OKT3 o fracciones elui-
das de la purificacion y revelando con IgG de conejo anti
IgG de raton purificado y acoplado a peroxidasa, seguido

de ortofcnilendiamina(OPD) como sustrato y posterior cuan-
tificacidn en lcctor de LELISA. Esta experiencia nos permitio
confirnar que habia IgC de raton en el sobrenadante da OKT3.
Para estudiar la espccificidad de este AcMo sensibilizamos
placas con una linea cclular portadora de CD3 sigriendo lue-

go ¢l mismo esquera de la experiencia anterior.

DIRECTO EN PORTACRJETOS: usando gpota de sangre humana gru-
po sanguineo A mis gota dc sobrenadante o {raccidn elui-

da dec R2/C114.
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C.2. TITULACION: en placa de 96 pocillos con eritrocitos hu-

manos grupo A.

2.2. PURIFICACION PE AcMo A PARTIR DE SOPREXA-
DPANTE DPE OKT3 Y B2/C114.

A. CROMATOGRAFIA D AFINIDAD: realizada para ambos hibridomras.
ysaros columna de proteina A-Sefarosa(500mg) acoplada a mo-
nitor U.V. e irpresora.Como desconociaros la concentracion de
Aclo pasamos 50 ml de sobrenadante con un flujo de 0.3 ml.
por min. Para cluir utilizamgg'tamponcs que cubrieron un
rango de pt de 8.6 a 2.3. Con OKT3 obtuvimos el cromatogra-
ra esperado con un pico de absorvancia a pi! 4.3; dondec espera-
baros que eluyera el AcMo ya que sahiamos era IgG 2a. Solo
esta fraccion colectada, derostro actividad significativa en
ELISA..En el caso de BR2/C114 el cromatograma solo mostro el
pico dz absorvancia de proteina total(pH 8.6).Al probar todas
las fracciones colectadas,por titulacion en placa encontramos
actividad significativa en todas ellas. Como usamos la mis-
ma columna que habiamos montado previamente psva OKT3, no pu-
dimos dejar incubando toda la noche el sobrenadante con la pré-
teina A Sefarosa para una mcjor jnteraccion ; lo .que si acon-
tecié con OKT3. Probablementc esto ultimo influyo para qua el
AcMo producido por BZ/C1i4 no se pegara adccuadamente & la

columna y eluycra sin discriminacitn alguna de pH.

R. CRITERIO DE PUREZA: dado los resultacos de la purificacion,
esta ctapa fu¢ cumplida solo para las fracciones colectadas

en ldpurificacion de sobrenadante de OKT3. Realizamos geles de




poliacrilamida a distintas concentraciones en condicio-
nes nativas v denaturantes, tifiiendo cén plata y coomassic.
les resultades fucron los csreracos ¢¢ acuerdoe al croratc-

grara cbterido en 1a purificacion.

2.3. PRODMICCION MASIVA DE AcMo.

2.3.1.CULTIVO DE HIBRIFONA QKT3 EN FIRPA HIIUFCA: realizamos 3 ex-

perimentos con este cistepa usando el Vitafiber II de Ami-
con compuesto por el cartucho de fibras huecas, frasco
spinner conteniendo ¢l medios dc cultivo circulénte PME-10%
SFB, bomba peristaitica ; conectados estos clementos con
mangueras de silicona.

A. EXPERIMENTO 1: inoculamos 7x107 celulas(80% viabi-
lidad ) ¢ hicimos seguimicnto del cultivo mediantc 1la me-
dicidn diaria de los parametros metabolicos. Al cabo de 6
éfas tuviros que desechar csta cxperiencia pues cl espacio
extracapilar aparecio corpletamente ocupado con una bdrbu-
ja de aire. Pcnsamos aue esto se dcbié a que intentamos dar
f]ujo.dc medio en arbtos sentidos(convencional y reverso) a

un cartucho que no .viene disefiado para ello.

B. EYXPERIMENTO 2: usamos el wismo sistema anterior previo.

* riguroso lavado. Inoculamos 9x107 células (80% viabilidad)

y la circulacion de medio de cultivo fué¢ solo en sentido
convencional. DNesafortunadamente: después de 1 semana ¢n que
no hubo las variaciones esperadas en los parametro mctabo-
licos y tampoco una mantencion de la viabilidad celular,
desechamos este experimento porque ademis probablemente los
mismos ditritos cclulares cjercicron una gran presion tapo-

nandose el filtro conectado cn linca con 1a manpuera a tra-
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poliacrilamida a distintas concentraciones cn condicio-
npes nativas v denaturantes, tifiiendo cén plata y coomassic.
l.es resultades fuerer los cesreracdos de acuerdoe al crormato-

grara cbterido en la purificacion.

2.3. PROPUCCION MASIVA DE AclMo.

2.3.1.CULTIVO DE HIPRIPOMA OKT3 EN FIRRA NUECA: realizamos 3 ex-

perirentos con este sistera usando el Vitafiber II de Ami-
con compuesto por el cartucho de fibras huecas, frasco
spinner contcniendo ¢l mcdio'éé cultivo circulénte DME-10%
SFB, bomba peristaltica ; concctados estos clementos con
mangucras de silicona.

A. EXPERIMENTO 1: inoculamos 7x107 celulas(80% viabi-
lidad ) ¢ hicimos seguimiento del cultivo mediantc la me-
dicion diaria de los paramctros metabolicos. Al cabo de 6
&fas tuviros que desechar esta cxperiencia pues ¢l 2spnacio
extracapilar aparccio corpletamente ocupado con una burbu-
ja de cire. Pcnsamos que esto se debio a que intel.cumds dar
flujo dec medio en artos sentidos(convencional y reverso) a

un cartucho que no .viene disefiado para ello.

B. EXPERIMENTO 2: usamos el mismo sistema anterior previo.

* riguroso lavado. Inoculamos 9x107 ce¢lulas (80% viabilidad)

y 1a circulacién de medio de cultivo fu¢ solo en sentido
convencional. Desafortunadamente después de i semana cn que
no hubo las variaciones esperadas en los parametro mctabo-
licos y tampoco una mantencién de la viabilidad celular,
descchamos estec experimento porque ademas probablemente los
mismos ditritos celulares cjercicron una gran presion tapo-
nandose el filtro conectado cn linca con la manguera a tra-
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poliacrilamida a distintas concentraciones cn condicio-
nes nativas v denaturantces, tifiiendo cén plata y .coomassic.
les resultados fucron los cesrerados de acuerde al cromato-

prara chterido en la purificacién.

2.3. PRODICCION MASIVA DE AcMo.

2.3.1.CULTIVO DE HIRRIDOMA OKT3 EX FIRRA NUECA: realizamos 3 ex-

perirentos con este sistema usando el Vitafiber I de Ami-
con compuesto por el cartucho de fibras huecas, frasco
spinner contenicndo cl mcdiduéé cultivo circulénte DME-10%
SFB, bomha peristaltica ; conectados estos elementos con
mangueras de silicona.

A. EXPERIMEXNTO 1: inoculamos 7x107 ceélulas (80% viabi-
1idad ) ¢ hicimos seguimiento del cultivo mediante 1la me-
dicién diaria de los pararctros metabolicos. Al cabo de 6
éfas tuvirmos que desechar esta cxperiencia pues cl espacio
extracapilar aparecio corpletamente ocupado con una bﬁrbu-
ja de asire. Pcnsamos que esto se debio a que intentamos dar
flujo de medio en armbos sentidos(convencional y reverso) a

un cartucho que no .viene disefiade para ello.

B. EXPERIMENTO 2: usamos e] rismo sistema anterior previo. -

* riguroso lavado. Inoculamos 9x107 células (80% viabilidad)

y la circulacion de medio de cultivo fuc solo en sentido
convencional. Pesafortunadamente después de i semana ¢n que
no hubo las variaciones esperadas en los parametro metabo-
licos y tamrpoco una mantencion de 1la viabilidad celular, .
desechamos este experimento porque ademas probablemente los
mismos ditritos cclulares cjercicron una gran presion tapo-

nandose el filtro conectado en linca con la manpuera a tra=
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C. EXPTRIMENTO 3: con este caso usamos un cartucho dise-
fiado para flujo cn ambos -sentidos. Como en los dos anterio
res hablaros inoculado OKT3 sinlos resultados especrados,
decidiros intentar ahora con R2/C114. Desgraciadarente
esto no fuc posiltle ya que despues de 3 dias ern que solo
habiamos hecho circular medio de cultivo el sistema apa-

recio contaminado.

2.3.2.CULTIVC DE OKT3 INMOTILIZADO EN PERLAS DE ALGINATO DE
CALCIO:

A. EXPERIMENTO 1: 9.9x107

t€lulas OKT3 en DMF-101SFR
fueron enqapsu]adas con solucion de alginato 1.6% . lLa
formacion de perlas conteniendo las ccélulas en su inie-
rior se produc§ al dejar caer la solucion de alginato mis
las células cn una solucion 50mM CaCl, /100mM NaCl. Du-
rante 10 dias scpguimes este cultivo midiendo 1a actividad
metabolica observando ademas viabilidad celular(inicialmen
te 75%) y contco celular por disolucion de perlas en solu-
cion de EDTA SOmM. lLas variaciones metabolicas fueron mu.-

. cho mas lentas de lo esperado; aun asi, por-ELiSA detec-
tamos produccion de anticuerpo.
R. FXPERIMENTO 2: en esta experiencia intentamos mejorar
las condiciones de cultivo disminuyendo la concentracion
de alginato a 0.8%. Ain asi el comportamiento del sistcma

fu¢ similar al anterior.

2.3.3.CULTIVO DPE PIRRIDOMA PROMICTOR DE AcMo ANTI DPIGOXINA EN
FIRRA HUECA ACUSYST-JR DG ENDOTRONICS: (PEMOSTRATIVO) .
Chservaros 1a inoculacion de este hihridoma e hicimos seg .

guimiento ridiendo actividad metalolica.




CONCLUSIONTS

Creo que ri estadia cn este Centro de Referencia fué al-
tarente provechosa ya que ¢l plarn de trabajo trazado de
atuerdo a los objctivos prepuestos en el preyecto fué
curplido. Si bien es cierto, los resultados experimenta-
les no fueron los esperados, ss logro lo fundamental:; es-
to cs, adquirir aprendi;aje en la tecnologia involucrada
en la produccion masiva de AcMo, de tal modo de poder ser
implerentada en mi pais.

Es ind&éable tambicn, que la inte-
raccion con investigadores de otros paises ha sido muy pro-
ductiva,ya que ha permxtxdo conocer nucstras respectivas

realldades en 1nvestlpac1on cientifica y buscar caminos a

seguir para una futura colaboracién mutua.

/

odrigo Ramos M. CHILE.

Junio,30,1990.






