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un esfuerzo compa~ido en Latinoamerica 

ler. Afto de Actividades 

Pais: Chile 

Segudo Informe Tecnico (Final) 



• 

• 

.. 
.... . -- . MotJoC~,.._.,r., t-e·s 

CHI LIF 

UNIVERSIDAD DE CHILE 
FACULTAD DE CIENCIAS 
VETERIN,RIAS Y PECUARIAS 
DEPARTAMENTO DE MEDICINA 
PREVENTIVA ANIMAL. 
Casilla 2. Correo 15. 
s~ntiago - Chile. 
FAX: 56-2-5585179. 
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56-2-2338336. 
Santiago. Chile. 21 de Agosto de 1990 . 

Dr. Rodolfo Quintero R. 
Coordinador Tecnico ONUDI 
Programa Regional de Biotecnologia PNUD/UNESCO/ONUDI 
para America Latina y el Caribe CRLA/83/003) 
Presidente Masaryk 29. 100 Piso 
Col. Chapultepec Morales. 
Mexico 11570. D.F. MEXICO. 
FAX 254-31-57. 

Estimado Dr. Quintero: 

Segun lo acordado en la Reuni6n Tecnica 
Habana entre el 4 y el 5 de Agosto del presente 
a Ud.. e 1 Informe Fina 1 correspondiente a 1 1 ••· 
del Proyecto: " Producci6n Masiva de Anticuerpos 
Esfuerzo Compartido en Latinoamerica" 

1. Aepectoe administrativoe 

efectuada en La 
ano. hago llegar 
ano de ejecuci6n 
Monoclonales: Un 

En Marzo de 1989. fui nominado por CONYCIT Coordinador en 
Chile de este Proyecto. Un ano y medio antes. luego de una 
prolongada estadia <13 anos) en la Universidad de Nueva York. 
regres~ a mi pais. recontratado por la Facultad de Medicina 
de la Universidad de Chile. En Junio de 1989, por motivos ya 
conocidos por Ud .• traslade mi Laboratorio a la Facultad de 
C1encias Veterinarias y Pecuarias de esta misma Universidad. Si 
biP.n es cierto. este caDJ)io no afect6 mi participaci6n desde un 
punto de vista administrativo. implic6 la construcci6n e imple
mentaci6n de un nuevo Laboratorio de Anticuerpos Monoclonales. 
Esto s6lo fue posible gracias al f inanciamiento otorgado por 
PNUD/ONUDI y por otros Proyectos en los cuales soy el lnvestiga
dor Responsable. Evidentemente. esta situaci6n ocasion6 un ligero 
retraso en nuestra actividad experimental. 
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1° de Enero de 1990. de acuerdo a recalendarizaci6n de 
actividades propuesta. y comunicada a nuestro pais el 010990 <FAX 
a Dr.Jorge Garrido. CONICYT-Chile}. 

3. Fondos recibidos a la fecha: ( Recepci6n. por parte de PNUD 
local; acusada en Noviembre de 1989). 

Durante este primer afto. ONUDI autoriz6 a su Representaci6n 
Residente los pagos siguientes C mantenidos en la cuenta del 
PNUD local): 

1. Noviembre de 1989 

2. Mayo de 1990 
CPrevia recepci6n 
y aprobaci6n de 
primer Informel 

U.S.:55.000. 

U.S.$4.450. 

-- - ·-- - --------------------------------------------
Total U.S.$9.450 . 

4. Gastos a la fecha: 

1. Entrenam1ento de 1 persona en el Instituto Butantan. Sao 
Paulo. Brasil: 

Pasaje 
Estadia(3 meses) 

U.S.$ 738. 
U.S.$1262. 

2. Equipos: (Con otros recursos se ha construido un Labora
t~rio para la generaci6n y ~xpansi6n de hibridomas y se ha 
adquirido: Microscopio Invertido. Bano Tennoregulado con agita
ci6n. Estufa con CO.., para cultivo •4e tejidos. Refrigerador y 
Fungibles. Pronto se comprar6 Sistema Spinner para la producci6n 
scmi-masiva de anticuerpos monoclonales por encapsulamiento en 
perlas de alqina~o}: 

...... _,.,,, . .,.___. 
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Campana Flujo Laminar * 

Tambor Criogenico * 

* Ordenados a traves de PNUD 
local. 

U.S.$5.894. 

U.S.$ 875. 

-----------------------------------------------------
Total de Gastos 

~. S&ldo a la fecha: 

Total dinero recibido 

Total de Gastos · 

U.S.$8.769. 

U.S.$9.450. 

U.S.$8.769. 
-----------------------------------------------------

Saldo a la fecha u. s. s 681. 

6. Entreno.miento de Personal: 

3 

El Dr. Rodrigo Ramos M. fue seleccionado para concurrir al 
primer entrenamiento contemplado para nuestro pais. El Dr. Ramos 
realiz6 una estadia de 3 meses (1° Abril al 31 de Junio). en el 
Centro de Biotecnologia del lnstituto Butantan. Sao Paulo. 
Brasil. Se adjunta copia de su Informe Tecnico. 

El segundo periodo de entrenamiento sera de Octubre a 
Diciembre en el Centro d? Ingenieria Genetica y Biotecnologia. La 
Habana. Cuba. En este caso. los Representantes Tecnicos. reunidos 
en La Habana. ccnsideraron conveniente que nuevamente participara 
el Dr. Ramos, ya que el entrenamiento obten1do en su estadia en 
el Instituto Butantan no fue completo. debido fundamentalmente al 
retraso en la llegada de dineros y equipamiento a este Centro de 
Referenc1a. 

El tinanciamiento de este segundo periodo de entrenamiento, 
implica la disponibilidad de dinero para los siguientes gastos: 

Pasaje 

Estadia 

U.S.$1.600. 

U.S.$1.200. 
-----------------------------------------------------

Total U.S.$2.800. 
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Considerando nuestro saldo en PNUD CU.S.$681). tenemos un 
d~ficit de U.S.$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 afto <U.S.$2.700.00). 

_Debo hacer notar que. de acuerdo a los T~rminos de Referen
cia que hemos suscrito. y considerando la recalendarizaci6n. 
nuestro Laboratorio deberia estar comenzando pronto la validaci6n 
de hibridomas existentes en el pais. Pensamos que nueslra 
infraestructura estar6 completa en las pr6ximas semanas, lo que 
nos permitira cumplir con este compromiso dentro de los plazos 
establecidos. P!aneamos. adehi6s. generar nuevos hibridomas que 
por el momento tienen gran inter~s acad~mico (anti-TNF alfa. 
anti-IFN ga.nma. anti-Pili K99 de E. coli. anti-Tc45 de T. cruzi). 
Creemos ~ue. en el contexto de los objetivos de este Proyecto. es 
posihle que alguno de estos hibridomas cumpla con las condiciones 
para ser expandido semi masivamente en nuestro pais en el ultimo 
afto de ejecuci6n de este Proyecto. 

Sin otro particular saluda a Ud. 

Arturo Ferreira. DVM. PhD. 
Coordinador T~cnico para Chile. 
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PROYECTO nr I~\"l'.STIGACIO:\: J'ROl'UCCIO~ l'tASJ\'A PE /\NTTCUF.RPOS f.1(\t\0-

CLO:\J\l.ES: t:~ F.Srt1rRZO r.r:.~rJ\RTlf\O f:~ LATINOM-'t:RlCA. 

prr.I<'N' rr: J:~TPf!\/\~'Tf~TC': 1/4f.90 - 30/ft/CJ(I. 

CE~TRO PE REFERf~CJ .I\: J.ahoratorio de Ant icu<'rros t-•onoc lona1 es 

Centro de ~iotecnolori~ - Jn~tituto ~utantnn-

Sao Paulo - Rrasil • 

• .. -· ! . 

ACTIVIDAnES DESARROLLADAS: 

I. TEORICAS 

Durante cl transcurso de este entrcnamicnto, abordamos 

en scsiunes de scminario. aspectos teori~os rclacionados con la tec

nologia de hihridO~as. Los temas, prcsentndos por los integrantes 

dcl ~rupc de tr&hajo. fueron los siguientes: 

1. Sistcras de produccion ~asiva de anticuerpos mono-

• cl ona les (.J.ct-!o) • 

2. Aspcctos l!eneralcs en la obtcncion de Act-!o. 

3. Act~ qui~iricos y biespecffico~. 

4. Ad'o hrn:1:mos. 

S. Purificacion de Ad'o. 

6. Control de C3liJad en la produccion de Ac~o. 

JI. PUACTJC.AS 

J .C.fNERAt.FS: 

1.1. nc~con~~l~~icnto de line~ c~lutar OKT3; hihri-

" -- - . 
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J.2. Pr~paraci&n f C'Stcr!lizaci~n de ~cdios de 

cultivo D)~ y RPMI-1640. 

1. 3. t.t:m tc-ncion de OKT3 y R2/fll 4 (hi bridoma que 

rcconocc ant l rC'nO Cet rcinocrr.hri Cln:trio CEA y an ti r.eno de J!TUPO 

culti\·o n~:r: cnriquccido con 10~ d<' sucro fetal hovino(SFB). 

1.4. f:studic ll!Ctaholico de OJ:T3 en m'E-10\SFR y 

en RP .. il-1640-lO!Sff.; ~idiendo diariau-cnte por 8 dins densidad 

cclul ar. consm::o de r.Iucos:i. produce ion de 1 act ~to y pll. E~

tablcci~icnto dC' las condicioncs optimas de crecimiento y pro-

duccion <le cste hibri<lo~a . 

LS. Busqucc!a de corrtaminacion por micoplasrra en 

OKT3 y B2/Cl 14; arnbos hibridomas en mtE-10\SFR. Resul tado ne-

gativo en ambos casos. 

1.6. Evaluacion de la influcncia de distintos lo-

tes de suero: y diluciones de l~s misrnos·en el cre;imiento de 

celulas OKT3. Este experimento consistio basicamente en culti

var en placa de 96 pocil los l 0 celulas por pocil lo en DME. 111as 

distintas ~oncentraciones de suer~(0,2.5, S, 10\) de- los lotes 

a probar, adernas de prescncia o auscncia de suplcmento Insuli-

• na, Transferrin;i ,Selena to d<' Sodio(ITS). Cuando se uso fuc en 

dilucion 1:100. Dcspuespe 12 dias de mantcner este cultivo de

tectamos viahilidad celular mediante coloracion con (l-(4,S di-

rnetilt4azo1~2~1)-bromuro de 2.s~difeniltctrazolio)(MTT) .y,pos

tcrior meclici5n en lector de fLISAcon filtro de S70nm. Concluf-

mos que el mcj6r crecimicnto de OKT3 se obtuvo con el lotc de sue

ro 1070 (Cutilab,Rrasil) al S\ mis ITS. 

-2-
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2. ESPECJ Fi fAS: 

2. 1. J~~tll~nr:~SAYOS PARA fVAI.t'AR I.A rnonurr.ION f)f. 

Ad~o A PARTIR ))f ~nnRENJ\f)/\t\Tf: Df OKT3 y P-2/Cl14. 

,• A. l. CITOTCXCICIDAfl: sen:brarncs ·en placas de Tcrasaki distintas 

dilucionc:>s rl~ sobrenadantc de cultivo. ttsamos reuestras ohte

nidas de los cultivos utilizados pnra la confecci6n de la 

curva m~tah5lica de OKT3 (dfa 0 a dfa 8).Jncubamos con Jin-

focitos humanos y suero normal de conejo como fuente de com-

• pl cr.:cn to cv:i h::mclo med inn t~ .. coloraci6n con azul de tri pan. 

:B. i. ELI SA: en un prir.ier cxperiwento s_ens ibil i zamos placas con 

IgG de conc:>jo anti IgG de raton, incuband~ lu~yo con dis

tintas diluciones de sobrenadante de OKT3 o fracciones eluf-

das de la purificacion y revelando con JgG de conejo anti 

IgG de raton purificado y acoplado a pcroxidasa, seguido 

de ortofenilencli aJnina (OPn) COJJIO SUStrato y posterior cuan

ti ficacion en lcctor de ELISA. Esta cxpericncia nos permitio 

confirnar quc habfa IgG de raton en el sohrcnadante da OKT3. 

Para cstudiar la cspccificidad de estc AcMo sensi1>iliza~os 

placas con una lin~a cclular portadora de Cn3 si~viendo luc

go cl ~ismo csque~~ de la experiencia anterior. 

C.1. DIRF.CTO f:~ PORTA0f.JF.TOS: usando rota ~e sanr.re human3 r.ru

po sanr.uinc:>o /\ r.ias rota de sobrennclantc o fraccion elui'-

da de f.2/f.114. 
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C.2. TITlJJ.AC.10~: c-n plac:i de 96 pocillos con cntrocitos hu-

manos rrupo A. 

2.2. PllRIFICACIO~ PE Ac~fo A PARTIR DE S0P.P.P!A

l'At\11· PE OKT3 Y R2/Cll4. 

A. CRm.tATOGR/\flA l'E Afl~If\An: realizacta para arnbos hibridoJl"aS. 

Usar:os colur:ina <le- protcfna A-~efarosa(SOOrng) :icoplarla a mo

nitor U.V. e irprC'sor:i.Como <lcsconocfa~os la conccntraci6n de 

Ad~o pasamos SO ml <le sohrenadante con un fl ujo de 0. 3 ml.. 

por min. Para clufr utilizarno~ tamponcs quc cuhricron un 

ranr.o de pl! <le 8.6 a 2.3. Con OKT3 obtuvimos el cromatogra-

11"a esperado con un pico de absorvancia a pl! 4.3; dondc cspera

ba~os que eluyera el AcMo ya quc sahfamos era ll!G 2a. Solo 

esta fraccion colcc~ada, dewostro actividad significativa en 

ELISA.~En el caso de ~2/Cl14 el cromatograma solo mostro el 

pico de absorvancia de protefna total(pH 8.6).Al probar todas 

las fraccioncs col~ctadas,por titulacion en placa encontramos 

actividad significativa en todas ellas. Como usamos la mis

rna columna que habfamos montado prcviamcnte p~Ta OKT3, no pu-

dinos dejar incubando toda la noche cl sobrcnadactc con la pr'

tefnn A Scfarosa para una mc-jor intcraccioa ; lo .que ~r aeon-

tecio con OKT3. Probablcmentc csto ~ltimo influy5 para q~~ cl 

AcMo producido por R2/Cll4 no se pe~ara adc~uadamentc ~ la 

columna y eluycra sin discriminacif,n alr.una de pH. 

1\. CRITf.RIO J1E PtJREZA: dado los resul ta~os de la puri ficacion, 

cstn ctarn fu~ cumplida solo rara las frnccionrs colcctad~s 

en ldpurificnci5n <le sobrcnadantc de OKT3. Rcalizamn~ ~~l~s de 



poli~~ril~mi<l~ ~ distintas conc~ntracioncs en condicio-

n~s nativas y rlcn~turantcs. tifiicnrlo cin plata y coom~ssic. 

2. 3. PROiilfCCIC'N ~~AS J\'A DE Ad!o. 

2.3.J.rt'J.Tl\'O nr llIRRIPO?-~A C'KT3 f?\ Fll\RA lltrFC:A: realizmnos 3 ex-

rerirrcntos con est~ sistc~a usando el Vitafiber II de A~i-

con cornpuesto por el cartucho ~e fihras huccas, frasco 

spinner contcnicndo cl mcdi~ ~~ cultivo circulante DMf:-10\ 

SfB, bomha pcristaitica ; concctados estos clcmentos con 

man~ucras de silicona. 
7 

A. EXP[Rl~E~TO 1: inoculamos 7xl0 c~lulas(80\ viabi-

lidad ) c hicimos se~ui~icnto dcl cultivo mcdiantc la mc

dici6n <lidri~ de los para~ctros metaholicos. Al cabo de 6 

elf as tuviwos que desechar csta cxpericncia pucs cl cspacio 

extracarilar aparccio cor.plctamentc ocupado con una burbu

ja ~e nirc. Pcnsamos que esto se dchi& a que intcntamo~ dar 

flujo_dc ~cdio en a~bos sentidos(convencional y reverso) a 

m1 cartucho quc no .. vi.enc di se11ado para cl lo. 

n. EXPfRIME~TO 2: usamos el mismo sistema anterior previo. 

• ri~uroso lavado. lnoculamos 9xl07 c~lulas ·cso\ viahilidad) 

y la circulacion de medio de cultivo fuc solo en ~cntido 

convencional. nesafortunadamente· despues de 1 semana en que 

no hubo los vnriaciones espcradas en los paramctro rnctabo

lico~ y towpoco una mantcnci&n de la viahilida~ celulor, . 

des~chamos cstc expcrimento porque ademis probohlemcnte los 

~ismo~ clitritos cclulnrcs cjcrcicron una ~ran prcsion tapo

nandos~ cl filtro concctado en linen con la mnnrucra o tra-
~ .. _,_ -
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poliacril~mid:t a distint~s concC'ntracioncs en condicio-

ncs n:iti\':ts y t1C'n:itur:mtcs, tifiiC'nrlo cin plata y coomassi<'. 

2. 3. PROT't!CCI0!\ ~~AS J\'A DE Ad!o. 

2. 3.1.c.t'J.TI\'O nr llIP.RIP.rn'A f\l\T3 F.?\ FIIH~A tmrr.A: reali zamos 3 ex-

rerirrcntos con estr sistcma usando el Vitafiber II de A~i-

con compuesto por el cartucho de fihras huccas. frasco 

spinner contcnicndo cl mc<lio clc cultivo circulante n~ffi-10\ 

SFB, bomha pcristaltica ; concctados estos clcmentos con 

man~ucras de silicona. 
7 

A. F.XPf.RH'.f:'.'\TO 1: inoculamos 7x10 celulas(80\ viabi-

lidad ) c hicimos sr~uiwicnto dcl cultivo mcdiantc la mc

dicion <liaria <le los para~ctros metaholicos. Al caho de 6 

dfas tuviF-os que desechar csta cxpericncia pucs cl .!Sp"cio 

extracarilar aparccio cor.plctamentc ocupado con una burbu

ja ce uirc. Pcnsarnos que esto se dcbio a que intcLCJP?~ dar 

flujo de ~cdio en a~bos sentidos(convencional y reverso) a 

un cartucho quc no .. viene ciscfiado par.l cllo. 

B. EXPFRIME~TO 2: usamos el ~ismo sistcma anterior previo. 

rii::uroso lavado. Jnoculamos 9xto 7 cclulas ·cso\ viahiliclad) 

y la circulaci&n d~ medic de cultivo fu& solo en sentido 

convencional. nesafortunadamentc· dcspues de l semana en que 

no hubo las v:i ri aciones esrcradas en los paramct ro mctabo-

1 i co~ y tn~poco una mantcnci6n de la viahilida~ cclulor, . 

desrchamos cstc expcrimento porquc ademas prohohlcmcnte los 

misrno~ <litritos cclulnrcs rjcrcicron una ~ran prcsion tapo-

nan<los<' el filtro concctado en linca con la mnnr.ucra a tra-

• -1'- -
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polincril~mida n distint3s conccntr:lcioncs en condicio-

nC'S nath·:is y ckn:ltur:mtcs. tifiirnrlo cctn plata y .coom:issic-. 

rr:tr:t rbtrnido C'n l:t purific:icinn. 

2. 3. PRODUCCJ0N !-lASI\'A DE Ad!o. 

2.3.J.CTI.Tl\"O nF. llIP.RIPO?-~A C'KT3 F.N Fil\RA llUFC:A: realizmnos 3 ex-

rerirrcntos con este sistcma usando el Vitafiber II de A~i

con cornpuesto por el cartucho de fihras huccas. frasco 
.. -· ! • 

spinner contcnicndo cl mcdio de cultivo circulante JlMI~-10\ 

SFR, bomha peristaltica ; concctados cstos clementos con 

man~ucras de silicona. 
7 

A. EXPrRJ~E~TO 1: inoculamos 7xl0 c~lulas(SO\ viabi-

lidad ) c hicimos se~uiwicnto dcl cultivo medinntc la mc

dici5n diari~ <le los para~ctros metaholicos. Al cabo de 6 

rlfas tuvitr.os que d,.:>sechar csta cxpericncin pues cl cspacio 

extracapilar aparccio cor.plctamentc ocupado con una burbu

ja ~e ~ire. Pcnsamos que esto se dchi~ a que intentamo~ dar 

flujo.dc ~cdio en a~bos sentidos(convencional y reverso) a 

un cartucho quc no .. vi.enc di sefiadc para cl lo. 

l\. iXPFRJMf:~TO 2: usamos el mismo sistema anterior previo~ 

• ri~uroso lavado. lnocularnos 9xl0 7 cclulas "(80\ viahilidad) 

y la circulacion de medio <le cultivo fuc solo en scntido 

convencional. nesafortunadamentc· dcspues de 1 semana en que 

no hubo las variaciones espcradas ell los paramctro mctabo

lico~ y ta~poco una mantcnci&n de la viahilida~ celulnr •. 

descchamos c-5tc expcrimento porque adem5s prob~hlcmente los 

mismo~ ditritos cclularcs cjcrcicron una ~ran presi&n tapo-

nandosc cl filtro concctado en linca con la mnn~ucra a tra-
.•.. -'- -
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C. [Xl'rRHT~TO 3: en este caso usamos un cartucho dise-

fiado para flujo en ambos -scntidos. Como en los dos anterio 

res hahfavos inoculado OKT3 sirilos rcsultados espcrados, 

~~cidi~os intcntaT ahOT3 con n2/Cll4. Oesgraciada~cntc 

esto no fu~ posible ya quc despues de 3 dfas en quc solo 

hahiamos hccho circular medio de cultivo el sistema apa-

rccio contaminado. 

2.3.2.CUI.TJV<' PF. OKT3 J~!-~O~ILJZADO E~ Pf:RJ.AS DE ALGINATO DE 

CALCJO: 

7 -A. EXPEP.J!-.T:~TO l: 9. 9xl 0 telul as C\KT3 en f\~!F-10\Sfl\ 

fueron cncapsulac!as con solucion de al~inato 1.6\ • I.a 

formacion de pcrlas conteniendo las celulas en SU inte

rior se produc~ al dejar caer la soluci&n de alginato mis 

las celulas- en una solucion SOmP.1 CaClz /lOOmM NaCl. Du

rante 10 dfas sc~uimes estc cultivo midiendo la actividad 

wetab61ica ohscrvando ademis viabilidad celular(inicialmen 

te 75\) y contco celular por disolucion de perlas en solu

ci on de EPTA SOmM. Las variaciones mctabolicas fueron mu.-; 

cho mis lentas de lo csperado; a~n as{, por~ELlSA ~etcc

tamos produccion ~e anticuerpo. 

"· fXPERl~ENTO 2: en esta cxpericncia intentamos mejorar 

las condiciones de cultivo disminuyendo la concentracion 

clc alginate a 0.8~. Aun asf el co~portamiento <lel sistcma 

fuc similar al anterior. 

2.3.3.Clll.Tl\'0 Pr 1'T1HHl'C'~~A PROl'tJCTOR DF. J\c~1o ANTI J\JGOXJNA FN 

FIJH~A JIUFCA AftlSYST-JR DD D:OOTRO~ICS: (nr:t·'OSTRATT\'O). 

0hscrva~os la inoculacion de cstc hihridoma e hici~os set -

ruirnicnto ~i<li~ndo nctividnd metabolica. 



• \ 

\ .. 
CC'KCJJJS I O'.'\rs 

Crc~ quc mi cstadia en cstc Centro de Refcrcncia fue al-

acucrdo a los ohjctivos propucstos en el proyccto fu6 

cu~rlido. Si hien es cicrto, los result~dos experimenta

lcs no fucron los esperarlos, s~ logro lo fundamentnl; es

to cs, adquirir apren~izaje en la tecnologfa involucrada 

en 1 a produce ion mash·:! de Ad!o. de tal rnoc!o de poder ser 

imple~entada en mi pafs. 
. ..... ~ . 

Es indudable tamhicn, que la inte

raccion con investigadores de otros raises ha side •uy pro

ductiva ,ya que ha permitido conocer nucstras respectivas 

realidades en investir.acion cicntifica y buscar caminos a 

seguir para una futura colaboracion mutua. 

Junio,30,1990. 
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