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RESUMEN

Como parte de las iniciativas para desarrollar la tecnologia
de hibridomas/anticuerpos monoclonales, el Instituto Clodomiro
Picado de la Universidad de Costa Rica ha equipado un laboratorio
para iniciar esta linea de trabajo. En su primcra fase, se ha
introducido la capacidad para generar y mantener hibridomas. La
segunda fase incluird el aprendijaze y entrenamientoc para la
produccidén masiva de anticuerpos monoclonales de interés, seguida
del egquipamiento necesario y de la ejecucién de ia produccién.

Como linea inicial de trabajo, el Instituto Clodomiro Picado
se ha interesado en generar y caracterizar un grupo de
anticuerpos monoclonales contra las principales toxinas causantes
de necrosis muscular en 1los envenenamientos por la serpiente
Bothrops asper. El1 interés radica en 1las posibilidades de
utilizar anticuerpos nonoclonales para mejorar 1la potencia
neutralizante de los sueros antiofidicos convencionales en lo que
respecta al efecto mionecrdético. El informe antericr describié 1la
caracterizacién de las propiedades neutralizante= del anticuerpo
H305G8G1. Dentro de esta misma linea, hemos incluido en las
prioridades un segundo tema, la generacién de anticuerpos contra
toxinas del género Micrurus (serpientes cora.). El problema de
los envenenamientos por Micrurus podria ser una caso muy
soropiado para la aplicacién de anticuerpos monoclonales en
terapia, dado que la heterogeneidad de 1las toxinas responcsables

de los efectos clinices importantes del veneno, como la
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neurotoxicidad, es considerablemente menor que en el caso de los
venenos botrépicos. Esta opinién ha sido sefialada recientemente
por otros investigadores como Theakston (Ref.2). Recientemente se
ha iniciado la generacién de hibridomas contra el veneno de
Micrurus y hasta la fecha se han obtenido 4 anticuerpos
monoclonales, los cuales estdan en fase de caracterizacién, en
cuanto a su isotipo, especificidad, reacciones cruzadas y
propiedades neutralizantes. A la vez, se estd trabajando en 1la

generacidén de mas hibridomas anti-Micrurus.




INTRODUCCION

La tecnologia de hibridomas/anticuerpos monoclonales ha
aportado una serie de aplicaciones importantes en investigacién,
diagnéstico y terapéutica de enfermedades humanas y de animales.
En Costa Bica, al 1igual gque en otros paises pequefios de
Latinoamérica, esta tecnologia esta apenas dando sus primeros
pasos. Se ha iniciado 1la generacién de hibridomas en algunos
centros de investigacién universitarios, entre ellos el Instituto
Clodormiro Picado de la Universidad de Costa Rica. Se cuenta con
personal cientifico capacitado y con 1la infraestructura para
producir anticuerpos monoclonales en pequeila escala (a nivel de
miligramos) en fluido asciticc de ratones, pero aidn no se ha
desarrollado 1la capacidad para producir gran-des cantidades de
anticuerpos monoclonales de interés c.. diversos campos. Se espera
que gracias a la ayuda obtenida a través de este proyecto, y al
asesoramiento técnico-cientifico por parte de 1los Centros de
Referencia en Cuba y Brasil, se adgquiera la capacitacién para
ejecutar 1a produccién masiva de anticuerpos monoclonales a
mediano plazo, una vez logrado el equipamiento minimo
indispenssble.

El Instituto Clodomirc Picado (ICP) es un centro de
investigacién y de produccién de sueros hiperinmunes
antiofidicos, de la Universidad de Costa Rica. Actualmente se
planea iniciar 1la produccién en otras lineas afines, tales como

suero antitetdnico, productos hemnderivados, y reactivos para




inmunodiagndstico.

La linea 1inicial de interés en el ICP en el campo de la
tecnologia de hibridomas ha sido el desarrollar anticuerpos
monoclonales que neutralicen actividades t6xicas especificas de
los venenos de serpiente, especialmente aquellas actividades cue
son menos eficientemente neutralizadas por 1los antisueros
policlonales convencionales, como lo es el caso del efecto
miotéxico (Ref.1). En la actualidad se estd estudiando en detalle
ia capacidad neutralizante de 1los anticuerpos anti-miotoxina,
para determinar su potencial como agentes terapéuticos que
refuercen la eficiencia anti-miotéxica de los sueros
antiofidicos. Estos estudios servirédn de base para determinar las
posibilidades de una produccién a nivel industrial de estos y
otros anticuerpos neutralizantes de toxinas en el futuro.

Un segundo objetivo dentro de esta miska linea es
desarrollar anticuerpos monoclonales contra las neurotoxinas de
serpientes de coral, por las dificultades en la preparacién de
antivenenos convencionales en este campo, Yy el potencial
terapéutico que ofrecerian los monoclonales. Por otra parte, se
planea (febrero 1991) generar anticuerpos monoclonales contra la
sizbunidad B de la hormona gonadotropina coriénica humana, para
desarrollar reactivos de diagnéstico precoz de embarazo
nacionales que sustituyan los reactivos importados. En estcs dos

0ltimos proyectos se cuenta con el trabajo de tesis de un

estudiante de maestria y uno de licenciatura, respectivamente.




RESULTADOS

En este informe se incluyen los datos del informe parcisl

presentado anteriormente, sumados a los datos nuevos.

A_Anticuerpos monoclonales anti-miotoxina:

De siete anticuerpos monoclonales anti-miotoxina obtenidsos,
tres poseen capacidad neutralizante de la accién miotéxica (MAbs-
3, 4 vy 5) en técnicas de preincubacién in yitro vy posterior
administracién intramuscular en ratones. De éstos, se eliminé del
estudic el MAb-5 por ser de la clase IgM, y se prosiguié con la
caracterizacion de 1los dos restantes, los cuales son IgGi. Estos
dos anticuerpos monoclonales han sido estudiados en cuanto a su
cspacidad para reconocer distintas variantes (isoformas) de la
miotoxina en el veneno crudo, asi como en cuanto a su capacidad
para neutralizar la accidon miotdéxica de las tvoxinas purificadas y
del venenn crudo. Los resultados parciales se pueden resumir como
sigue:

(a) Tanto el MAb-3 como el MAb-4 neutralizan la miotoxina I.

(b)) La miotoxina Il es neutralizada por el MAb-3 pero no
completamente por el MAb-4, el cual posee una unién débil
hacia esta variante.

(c) Ambos anticuerpos neutralizan completamente la accién
miotéxica del veneno crudo de Bothrops asper, aunque el MAb-
3 muestra una mayor potencia neutralizante que el MAb-4.

(d) Al comparar la eficiencia neutralizante del MAb-3 con
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respecto a anticuerpos policlonales equinos anti-miotoxina
(aislados por afinidad a partir del suerc antiofidi-o
comercial), se encuentra una potencia ligeramente mayor d=1l

monoclonal.

El estudio de la potencia neutralizante in wivo
(envenenamiento experimental seguido de 1la administracién de
anticuerpo monoclonal) es la fase final que falta, para tener una
caracterizacién completa del anticuerpo H305G8G1. El estudio
sufrié un retraso significativo, dado que la colonia de ratonz=s
BALB/c utilizada para 1la generacién de ascitis sufrié una
contaminacién genética que pasd desapercibida inicialmentn.
Debido a esto, varios intentos de produccién del anticuerpo
monoclonal fueron infructuosos, a lo largo de varios meses, hasta
que se detecté el problema. La colonia de animales tuvo que
iniciar de nuevo, lo que estd tomando algin tiempo. Recientemente
se lodré obtener un nuevo lote del anticuerpo monoclonal H305G8G1
en los nuevos ratones BALB/c, con el cual se planea completar el
estudio y tomar una decisién con respecto al vercdadero potencial

de este anticuerpo.

B.Anticuerpos anti-Micrurus:

Se realizaron dos fusiones para generar hibridomas aati-
Micrurus. Este veneno presenta el problema de ser muy téxico y
sus neurotuxinas poseen una inmunogenicidad relativamente baja,

dado su peso molecnlar bajo. Esto dificulté la inmunizacién ya
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que durante varios 1intentos 1los animales murieron por 1la
toxicidad del antigenc. Sin embargo, se encontraron condiciones
apropiadas para un esquema de inmunizacién. Se han obtenido hastsa
la fecha 4 hibridomas especificos para el veneno, y se planea
realizar mas fusiones. Los anticuerpos deberin ser caracterizados
vy probados en cuanto a capacidad neutralizante. Para esto se
cuenta con la elaboracién de una tesis de maestria en un programa
conjunto entre el ICP y el Instituto Karolinska en Suecia. Las
siguientes fusiones se realizarian con fracciones neurotéxicas del
veneno, para aumentar las probabilidades de obtener anticuerpos
neutralizantes de la neurotoxicidad. Los 4 anticuerpos obtenidos
estsn siendo probados en cuanto a su reactividad frente a los
venenos de 17 especies distintas del género Micrurus halladas en
Latincamérica, y los resultados preliminares indican que
reconocen componentes comunes a la gran mayoria de los venenos de

este género.




CONCLUSIONES

Los avances de este proyecto, en lo gue se refiere a trabajo
de laboratorio, se resumen a la caracterizacién de la capacidad
neutralizante de anticuerpos anti-miotoxina de 1la serpiente
Bothroos asper, asi como a la ganeracién y caracterizacién de
nuevos hibridomas contra toxinas dJde serpientes Micrurus. En
cuanto al objetivo central y global del proyecto, referente a
aprender la tecnologia de produccién masiva de 1los Centros de
Referencia, consideramos que estamos avanzando gradualmente y
positivamente, al completarse para esta fecha los dos primeros
entrenamientos en Cuba y Brasil, respectivamente. En ese sentido,
el conocimiento o0 “know-how” de esta tecnologia estéd siendo
adquirido en la medida que este es enseflado en dichos centros. Un
punto aparte seré la financiacién para poder ejecutar
eventualmente las metodologias aprendidas en 1los centros de

referencia, debido a su elevado costo.
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