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INTRODUCCION '

fste informe de Avance =7 incluye:

a) Informe cientifico sobre los aspectos de desarrolilo propuestos en los
términos de referencia del Contrato 83/64 bajo el item SERVICIOS REQUERIDOS
DEL CONTRATISTA.

b) Informe del adiestramiento en técnicas de produccion masiva.

c) Informe contable

DESARROLLO

A) Informe Cientifico

Se continuaron los trabajos de investigacion y desarrollc tendientes a demostrar
la utilidad potencial de anticuerpos monoclonales producidos en este laboratorio.
En funcion de estos objetivos se realizaron 10S estudios siguientes:

1. Estudios in vitro

La tecnologia de inmortalizacion de células hibridas permite obtener anticuerpos
monoclonales de enorme utilidad como reactivos en bioquimica clinica, aunque
ellos no sean el objetivo inirial del experimento. Coino resultante de la fusiodn
para producir anticuerpos monoclonales anti-antigeno carcinoembrionario (Infor-
me #1) se generd un hibridoma productor de anticuerpos monoclonales que agluti-
nan especificamente glébulos rojos humanos portadores del antigeno A del sistema
ABO de grupo sanguineo. E1 anticuerpo monoclonal es del subtipo 1gGl y el hibri-
doma ha sido expandido bajo la forma de tumor ascitico en ratones Balb/c .

A partir del liquido ascitico el anticuerpo monoclonal fue purificado por croma-
tografia en Proteina A-sefarosa y conservado a 4°C y -20°C 6 liofilizado sin
variacion cuantitativa de su actividad bioldgica.

La determinacidn de su especificidad se realizé por radioinmunoensayo utilizando
como antfgenos gl8bulos rojos (A,B; Rh+ y Rh™) y linfocitos aislados con la
técnica de Boyum. E1 anticuerpo monoclonal reactivc con el glébulo rojo fue
revelado con un segundo anticuerpo de conejo anti-ratén marcado con 125-1 por

el método del lodogeno. Se obtuvieron 11.517 cpm como promedio con glébulos

rojo A, 1.300 cpm con B, 1.243 cpm con iinfocitos y 1.066 en controles con
solucién salina.
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Las pruebas de laboratorioc aplicadas para la determinacién de los antfgenos
de grupo sanguineo A (Al y A2), B, AlB, A2B, 0, y otros fenotipos aniigénicos:
Rh-hr, K/k, Fy, Lu, Jk, MNSS. Le, P, Xg, Cotton y Dombrock, fueron: reaccidn
en tubo, aglutinacién en placa de microtitulacidn y reaccion en placa de vidrio.
Todas las muestras de dadores de los arupos A y AR detectados con el reactivo
comerciai agiutinaron con el anticuerpc monoclonai (n=86:, no cbservandese
reaccién alguna con glébulos rgjos de los grupos B (r=23) y 2 (n=76). En el
anilisis cuantitativo el anticuerpo monoclonal dié un titulo de 1:4.096 vs
1:32 dado por el reactivo comercial. Las reacciones de aglutinracién con el panel
de eritrocitos portadores de los ctros fenotipos antigénices fueron negativas.
Estudios de adsorcion y elucién mostraron que los eluatos preparados a partir
de células A y AB aglutinaron selectivamente hematies de estos grupos. Asimismo
la especificidad fue demostrada con glébulos rojos recubiertos con IgG (anti-D),
C3b y C3d. La determinacion dg_}p avidez, tomada como el comienzo de la agluti-
nacion fue de 3", 5" y 18" pa%évcélulas A1, A2 y A2B, respectivamente.
La actividad del anticuerpo monoclonal disminuye en medios alcalinos (pH8) y
dcidos (pH5). E1 empleo de medios enzimidticos como la bromelina potencia la reac-
cién, observdndose titulo de 1:128.000 con hewaties Al.
Se analiz6 también la inhibicion de 1a hemoaglutinacién con glicoproteina
de saliva de secretores de sustancia A, B, 6 H. La dindmica de unidn del anti-
cuerpo monoclonal marcado con 125-I en presencia del anticuerpo frio agregado
en exceso mostré una cinética de disociacién similar a la descripta en la
literatura para anticuerpos moncclonales con alta afinidad.
E1 anticuerpo monoclonal presenta ademds capacidad de fijacion de complemento
revelada por medicién de la actividad hemolftica de suero fresco de dadores Al
al enfrentar globulos rojos Al sensibilizados con 1fquido ascitico portador del
anticuerpo monoclonal.
Estes resultados indican que el anticuerpo monoclonal reidne las propiedades
necesarias para su utilizacién en inmunologfa clinica satisfaciendo los requeri-
mientos de seguridad diagnéstica, cbviando e! uso de sue.os testigos de origen
humano de titulo variable y patogenicidad potencial.
Se considera que el hibrido productor del anticuerpo monoclonal anti-grupo san-
gufneo A posee las condiciones adecuadas de paso a la fase de produccidén masiva
en jos Centros de Referencia.
En funcién de estos resultados se han realizado fusiones con el objeto de obtene
anticuerpos monoclonales con especificidad para el grupo sanguineo B.




TR RS

R ERARTARRER AR R AT

B)

C)

TR T ERRT R REEEmm ey EEAAEE AR EEEE O ER T S 2T e R

2. Estudios in vivo

La especificidad y selectividad de un anticuerpo ronoclonal A4 dirigido contra
el antfgeno carcinoembrionario permitié analizar in vitre e in vivo a la

1fnea tumoral M3 (Informe #1).

La capacidad de invadir y metastatizar es una de las propiedades de las células
malignas. La mayoria de los fracasos terapéuticos en la clinica oncolégicu se

debe a la diseminacion incon‘rolacz de la células nesplds ce. De 2117 cue la
obtencion de modelos experimentaies murinos para estudiar dicha diseminacidn es
importante.

E1 modelo descripto en el Informe £1 se amplid al estudio de una derivada experi-
mental de 1a 1inea M3 con meyor capacidad de dar metastasis a nivel del pulmdn

Y denominada MM3. Los estudios realizados coinciden con la hipdtesis de que los
hidratos de carbono presentes en la membrana celular afectarian la capacidad

de diseminacion de la célula tumoral. Los resultados obtenidos serdn comunica-
dos an el Congresv Latinoamericano de Biotecnologia de 1a Habana (7-11/8/90),
adjuntdndose a la presente el resumen publicado.

Adiestramiento en técnicas de produccion masiva

A partir del 1/4/90 y hasta el 30/6/90 el Licenciado Gabriel Fiszman, becario
del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas de Argentina,
realizé la pasantfa en el Instituto Butantin de San Pablo(Brasil). Se adjunta
a la presente el Informe correspondiente elaborado por el becario.

Informe Contable
Dado que no se informd anteriormente se detalla en este Informe #2 que el

Contrato 89/64 se firmd en Viena en Junio de 1989 y en Buenos Aires en Julio de
1989, con transferencia de 1os fondos del PNUD (Buenos Aires) al Centro Onco-
16gico de Medicina Nuclear en Noviembre de 1989. Se analizaron a la recepcidn

de los mismos las proformas.actualizadas para la adquisicién de equipo para
electroforesis y para conservacién de células en nitrdgeno 1iquido.

Los valores recibidos se aplicaron en :

1. Compra de equipamiento para electroforesis marca

Pharmacia usb 5.920,00
2. Trimites aduaneros, retiro, peonaje y entrega uspD 165,00
3. Equipo para conservacién de céiulas en Nitrdgeno

Yiquido y accesorios UsD 2.966,52
4, Pasaje Buenos Aires-San pablo-Buenos Aires y

tres (3) meses de beca usb 2.100,00

p—

— Total USq' 11.151,52
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Utilizamos este Sistema,tambén, pars titulagao "in vitro" do virus da raiva, com
paramos os resultados de dois metodos de titulagao; primeiro observamos a presen-
ca de efeito citopatico a traves de diluigao sucessiva da smostra ("end point");
o segundo metodo observamos o efeito utilizando uma suspensso de 0.5 de agarose
em mejo de Eagle, imobilizando o meio, obtuvimos os resultados mais rapidamente,
em apenas 24 horas é possivel se onter o titulo, atraves da diluigao final.

4 - . - -
Os titulos obtidos por meio desta duac metodoloegies feram comparados com classica
i
inoculagao incerebral, e os resultades form similares entre si.

(221) DISENO Y EVALUACION DE UN MODELO PARA EL DIAGNOSTICO IN VIVO Y TERAPIA DEL
CANCER.

A.L. Horenstein; A. Koss; H.M. Glait

Centro Oncologico de Medicina Nuclear (UBA/CNEA), Inst. Nal. Onc. A. H. Roffo.

El AcMo B2CI !4 reconoce un carbohidrato del antigeno A de grupo sanguineo humano.
Dado que los glicoconjugados cambian durante la oncogenesis se investigo la expre
sion de los mismos en un adenocercinoma-mamario murino espontaneo M3 y su deriva-
da experiemntal MM3 de mayor capacidad metastatizante.

La reactividad inmunologica del AcMo marcado con I-125, fue analizada sobre sus--
pensiones celulares de M3 y MM3. La curvas de union mostraron reactividad selecti
va con M3. El_analisis de Scatchard permitid determinar el numero de epitopes an-
tigenicos (10°) por célula y la constante de asociacion (Ka).

La biodistribucion del AcMo B2C114-1125 en ratones Balb/c, portadores de M3 o MM3,
mostro que el AcMo discrimino con alta sensibilidad entre el tumos M3 y MM3. Esta

especificidadfue luego confirmada por la obtencion de imagenes positivas del tu--
mor M3 en camara gamma.

El reconocimiento diferencial por parte del AcMo B2C114 de la linea M3 sirvio como
modelo para el estudio de la metastasis artificiales, observandose una disminucion
significativa de las mismas por pretratamiento de las celulas M3 con el AcMo.

El reconocimiento especifico in vitro y la localizacion selectiva in vivo del tu--
mor M3 permite obtener un modelo que facilitara la implementacion de los AcMo en
diagnostico y terapia del cancer.
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CLOKAIES™.

PAIS: ARGERTINA

PERIONO DE_ADIESTRAMIENTO: DEL ~1/4/199C AL 30/6/1990.

CERTRO DE REFEPENCIA: CENTRO DE BIOTECNOLOGIA. INSTITUTO BUTANTAN.
SAO PAULO-BRASIL.

PARTICH; AKTE: LIC. GARRIEL L. FISZMAN

Durante el periodo de adiestramiento practico,se asistio a una
seric de seminarios teoricos, presentados por los participantes
dcl programa e investigadores integrantes del Laboratorio de Anti-
cuerpos Monoclonales.

Los seminarios abarcaron los siguicntes temas :

-Aspectos generales de la produccion de anticuerpos monoclonales.
-Anticuerpos monoclonales biespecificos y quimericos.
-Anticucrpos monoclonales humanos.

-Froduccion masiva de anticuerpos monoclonales.

-Contro) de calidad en la produccion de anticuerpos monoclonales.
-Sistenas de purificacion de anticuerpos monoclonales.

" TRABAJO PRACTICO

1-BAKTENIMIENTO DU HIBRIDOMAS EN CULTIVO ESTACIONARIO.
Se prepararon, a lo largo del curso de adicstramiento, medios

de cultivo DME y RPMI-1640 (Sigma), ecsterilizados por filtra-
cion con presion negativa o positiva. Se utilizaron diferentes
lotes de sucro fctal bovino (SFB), (Cultilab,Brasil.)y suple-
mentos convencionales ,para el mantenimicnto de los hibridomas
OKT3 (obtenido de ATCC) dirigido contra el antigeno CD3 de lin-
focitos humanos y B2/C114 (producido:en el Centro Oncologico

de Medicina Nuclear del Instituto Roffo, Bs. As. Argentina),
dirigido contra ¢l antigeno A de grupo sanguinco humano y el

antigeno CLA.
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:Estos hibridomas fucron tcsteandos para verificar la ausencia

de Micoplasma, mediante el Kit Mycotect(BRL), obtenicndose los
resulteados nepativos esperados para ambas lineas.celulares.
Con el objeto de evaluar las mejores condiciones de crecimien-
to en cultivo, del hibridoma OKT3, se discno un expcerimento
consistente en ¢l cultivo de celulas con difcrentes concentra-
ciones de sucros de distintos lotes y con o sin el suplemento
11S (Insulina,Transferrina,Selenato de Na;Sigma).

Para tal proposito, se utilizaron placas de cultivo de 96 fo-
sas donde sc scmbraron los hibridomas a 10 cels./fosa.

Las cclulas fueron mantenidas en cultivo durante 12 dias en
medio DME con 4 lotes diferentes de SFB en concentraciones de
2,5; S;'y 10% con y sin ITS. Al termino de este periodo se mi-
dio la viabilidad celular mediante la coloracion con MTT(3-
(4,5 Dimetiltiazol-2-yl)-bromurc de 2,5-difeniltctrazolio.Sig-
ma) y se midio la intensidad
con filtro de 570 nm. -
Este ensayo permitio detectsr ¢l mejor crecimiento y condi-
cion de clonado, para los hibridomas OKT3, con el lote de SPFB
1070 en una concentracion de 5%, y el suplemento ITS diluido
1:300

Con el fin de conocer los parametros metabolicos del hibri-

de color en un lector de Elisa

2

doma OKT3 en las fases de crecimiento y produccion en culti-
vo estatico, que permitiran su seguimiento en cultivo masivo,
se sembraron 36 frascos de cultivo T-25 con losccls./ml (18
con medio RPMI-1640+101SFB y 18 con DME+10% SFB) y se midio
diariamente por duplicado, durante 8 dias: densidad celular,
pll, consumo de gplucose, produccion de lactato y produccion

de anticuerpos monoclonales(Acs.Mos.).

Con los valores obtenidos se confecciono un grafico que per-
mitio conocer las caracteristicas metabolicas de 1a linea
celular OKT3. ’ '

2-INMUNOENSAYOS DESARROLLADOS CON SORRENADANTES DE CULTIVO.

2.1-C1TO1O0XICIDAD.

l.os ensayos dc citotoxicidad fucron desarrollados para eva-
luar la produccion de Acs. Mos. producidos por la linea ce-
lular OKT3 en la confeccion de las curvas metabolicas.

Para ello sc sembraron, en placas de Terasaki, distintas

diluciones dc los sobrenadantes de cultivo junto a linfoci-




3-PRODUCCION I'ASIVA DE ANTICUERPQOS MONOCLONAILLS

tos humanos y suero normal dec concjo como fucnte de comple-
mento. Lucgo del periodo de incubacion,el porcentaje de lisis
celular fue evaluado mediante la colorscion con azul de Tripan.

2.2-DETECCION DE_INMUNOGLORULINAS.

Este ensayo permitio la identificacion y el cenocimiento de
la concentracion apreximada de Igs. en los sobrenadantes de
cultivo. Tue recalizado mediante un Llisa, en donde se sensi-
bilizo 1a placa con Ig. de conejo anti-Igs.de raton, luego
se incubo con dilucioncs de sobrenadantes de cultivo y di-
luciones de concentracion conocida de Ig. patron. Finalmen-
te la reaccion se revelo de forma convencional.

2.3-ELISA PARA SOBRENADARNTE UF OKT3.

Fue desarrollado para verificar la inmunoespecificidad de
los Acs. Mos. obtenidos de los sobrenadantes de cultivo de
OKT3 en las distintas etapa$ de produccion y purificacion.
Para ello las microplacas fueron sensibilizadas con una
1inea celular portadora del antizeno CD3 y enfrentadas con
los sobrenadantes de cultivo en distintas diluciones, para
establecer sus titulos.

2.4-HEMOAGLUTINACIGN.

Los ensayos dc aglutinacion fueron realizados con el objeto
de determinar la actividad especifica de’los Acs. Mos. pro-
ducidos por el hibridoma B2/C114, en los distintos cluidos
de la purificacion con Proteina A-scfarosa.Se realizaron
ensayos de hemoaglutinacion dirccta en portaobjetos y titu-
laciones en placas de 96 fosas, coneritrocitos humanos del
grupo A.

Lo gt o —

3.1-CULTIVO DE HIBRIDOMAS EN SISTEMAS DE FIBRA NUECA.

Se trabajo fundamentalmente con el sistema Vitafiber IX de
Amicon, compucsto por un cartucho de fibras huecas, un fras-
co spinner y una bombawrperistaltica conectados por mangue-
ras.

En una primera expericncia, sc¢ realizaron succsivos lavados
del sistema en general con solucion dec Hanks, medio de cul-




PeE SRR RARRRRST Y haWRET MR =T ey

.« tivo DME sin SFB y finalmente conmedio completo, ello per-
mitio un mayor conoccimiento del msnejo y funciopamiento del
sistema. ,

Para la inoculacion celular, se cosecharon 7.107hibridomas
OKT3 con una viabilidad del 8J% y se inycctaron en el sis-
tema. Se continud con ¢l seguimiento del cultivo, por medio
de la mecdicion de paramctros metabolicos. Al cabo de 6 dias
el expcrimento fue desechado, debido a que se encontro una
viabilidad extremadamente baja y aire dentro del cartucho
de fibra hueca. Con un analisis mas dctallado de las opera-
ciones realizadas, pudo deducirse que el sistema no funcio-

no con flujo reverso, para el tipo de cartuchos utilizado.

El mismo sistema fue lavado nuevamente e inoculado con 9.]07

hibridomas OKT3, con flujo dec medio de cultivo en direccion
convencional. urante una scmana se sacaron alicuotas, para
o 1a medicion de paramctros metabolicos y viabilidad celular,
que revelaron un descenso de 1a viabilidad y escasa acti-
vidad metabolica sumado a un taponamiento del filtro que al
- ser reemplazado volvio a taponarse. Sc cree que la gran can-
tidad de desechos celulares, producto de la alta mortalidad
celular, causo ¢l taponamiento del filtro. La baja viabili-
dad celular pucde haberse debido a inconvenientes con el
medio de cultivo o incluso a la linea de¢ hibridomas utili-
zada.
Finalmente, sc utilizo un cartucho nuevo (que pe ite el
flujo reverso) y se preparo nuevo medio de cultivo para la
inoculacion de hibridomas B2/C114. Al cabo de 5> dias se
encontro ¢l sistema contaminado, cuyo origen se desconoce.
. Por otro lado, sc cstudiaron los componcntes y el funcio-
namiento del bioreactor de fibra hueca Acusyst-Jr (Endotro-
nics), se observo la inoculacion celular, como asi tambien
el seguimicnto de su comportamiento, mediante 1a medicion
de paramectros metabolicos.

3.2-MICROENCAPSULACION,
"Se utilizo el sistema de cultivo inmobilizado en perlas de

alginato de calcio.

La encapsulacion de hibridomas 0KT3 en medio DME+10% de SFB,
se 1lcvo a cabo mezclando 10. 10 hibridomas con soluciones
de alginato al 1,6 y 0,81. Esta solucion fuec goteada, con
jeringa, sobre otra de SOmM Ca c1/1oo mM Na Cl, con la in-
mediata tormacion dcl gel de nlginato de calcio contenien-




-Los cultivos fucron mantenidos en frascos "spinners" l‘cr-

*. * lenmayers con agitacion, con medios DME+10% de SFR, en in-
cubadora con 5% de CO,. Su corportamiento fue seguido du-
rante 10 dias,.mediante controles diarios de parametros del
metabolismo y cinctica de crecimiento celular. La viabilie !
dad fue observada por disolucion de 1 ml de perlas de algi-
nato, cn .una solucion de ENTA 50 mM.

Los resultados de estas experiencias no fuecron del todo
satisfactorios, decbido a una posible accion toxica de las
perlas de alginato. Para comprobar esta hipotesis, se sem-
braron hibridomas en suspension homogenea,,dentro de fras-
cos spinners y botellas,para luego agregar perlas de algi-
nato libres de cclulas y observar su comportamiento. Esto
tampoco pudo comprobarse, debido a la dificultad del hibri-
doma para crecer en c¢stas condiciones.

4-PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALLS .
4.1-CROMATOGRAFIAS DE_AFINIDAD. A
. Se llevaron a cabo a partir de sobrenadantes de cultivo de

hibridomas OKT3 y. g2/c114 crecidos en semi-confluencia.
Resumidamente, 56 ml de sobrenadante de cultivo fueron pre-
incubados con 500 mg de proteina A-sefarosa CL-4B (Sigma)
a 4°C y lucpo scmbrados en una columna. Las eluciones fue-
ron seguidas por monitoreo con UV e impresora.
los buffers utilizados para las sucesivas eluciones fueron:
Tris pl: 8,6, Fosfato pli:7; Citrato pH:5,5; Acetato pH:4,3;
y Glicina ph:2,3, Con fespccto a la purificacion de OKT3,
tsta experiencia permitic obtener un grafico bastante razo-
nable, ya que sec observa un pico de absorvancia significa-
tivo, en el eluido a pll 4,3 donde eluyen las Igs. del iso-
tipo IgG 2a, como era de esperarse. La fraccion contenien-
do el pico de absorvancia fue neutralizada con OlINa y dia-
lizada contra PBS.Con B2/C114 el resultado no fuc el esperado.
También, fuc obscrvada la purificacion de Acs. Mos. en
columnas de intercambio ionico con S-Sefarosa (Pharmacia).
4.2-CRITERIOS DE PUREZA.
" Las distintas fracciones eluidas de las columnas de proteina-

A Sefarosa, fueron evaluadas para determinar su grado de
actividad especifica, por las técnicas de Elisz y hemoaglu-
tinacion.

Setrabajo con geles SDS-PAGE de diferentes concentraciones




y tamanos colorcados con azul de coomassic y plata.

Se pudo concluir que los Acs. Mos, se¢ encontraron en las
fracciones esperadas con altos grados de pureza y activi-
dad especifica, para el hibridoma OKT3.

CONCLUSIONES

Se han cumplido Jos objetivos propucstos en el Programa de
trabajo. Si bien no se han obtenido resultados favorables
en el mantenimicnto de hibridomas en gran escala, considero
que hemos adquiiido la tecnologia necesaria para su desa-
rrollo en nuestros respectivos paises.

Por otro lado estc entrenamiento me ha permitido constatar
que la interaccion con profesionales de otros paises, es

fundamental para el desarrcllo de l1a investigacion en América
Latina.

Li .\Gabl‘iel Fiszman






