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RESUHEN 

Como parte de las iniciativas para desarrolla~ la tecnologia 

de hibridonas/anticuerpos nonoclonales, el Instituto Clodoniro 

Picado de la Universidad de Costa Rica ha equipado un laboratorio 

p&ra iniciar esta linea de trabajo. En su princra fase, se ha 

introducido la capacidad para generar y nantener htbridonas. La 

seg~nda fase incluira el aprendijaze y entrenaniento para la 

producci6n nasiva de anticuerpos nonoclonales de interes, seguida 

del equipaniento necesario y de la ejecuci6n de la producci6n. 

Como linea inicial de trabajo, el Instituto Clodoniro Picado 

s£ ha interesado en generar y caracterizar un grupo de 

anticuerpos monoclonales contra las principales toxinas causantes 

de necrosis muscular en los envenenanientos por la serpiente 

Bothrops asper. El interes radica en las posibilidades de 

utilizar anticuerpos nonoclonales para nejorar la potencia 

neutralizante de los sueros antiofidicos convencionales en lo que 

respects al efecto nionecr6tico. El inforne anterior describi6 la 

caracterizaci6n de las propiedades 

H305G8Gl. Dentro de esta nisna 

neutralizant~~ del anticuerpo 

linea, henos incluido en las 

prioridades un segundo tena, la generaci6n de anticuerpos contra 

toxinas del genero Hicrurus (serpientes cora~}. El problena de 

los envenenanientos por Hicrurus podria ser una caso nuy 

e~ropiado para la aplicaci6n de anticuerpos nonoclonales en 

~erapia, dado que la heterogeneidad de las toxinas responsables 

de los efectos cliniccs inportantes del veneno, como la 
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neurotoxicidad, es considerablanente menor que en el caso de los 

venenos botr6picos. Esta opinion ha sido senalada recientenente 

por otros investigadores cono Theakston (Ref .2). Recientenente se 

ha iniciado la generaci6n de hibridonas contra el veneno de 

Hicrurus y hasta la f echa se han obtenido 4 anticuer~os 

monoclonales, los cuales estan en fase de caracterizaci6n. en 

cuanto a su isotipo, especificidad, reacciones cruzadas y 

propiedades n6utralizantes. A la vez, se estA trabajando en la 

generaci6n de nas hibridonas anti-Hicrurus. 
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INTRODUCCION 

La tecnologia de hibridonas/anticuerpos nonoclonales ha 

aportado una serie de aplicaciones inportantes en investigaci6n, 

diagn6stico y terapeutica de enfernedades hunanas y de aninales. 

En Costa Rica, al igual que en otros paises peque~os de 

Latinoanerica, esta tecnologia esta apenas dando sus prineros 

pasos. Se ha iniciado la generaci6n de hibridonas en algunos 

centros de investigaci6n universitarios, entre ellos el Instituto 

Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica. Se cuenta con 

personal cientifico capacitado y con la infraestructura para 

producir anticuerpos nonoclonales en peque~a escala (a nivel de 

niligranos) en f luido asciticc de ratones. pero aun no se ha 

desarrollado la capacidad para producir gran1es cantidades de 

anticuerpos nonoclonales de intere~ ~-· diversos canpos. Se espera 

que gracias a la ayuda obtenida a traves de este proyecto, y al 

asesoraniento tecnicJ··cientifico por parte de los Centros de 

Referencia en Cuba y Brasil, se adquiera la capacitaci6n para 

ejecutar la producci6n nasiva de anticuerpos nonoclonales a 

nediano plazo, una vez logrado el equipamiento minimo 

indispensable. 

El Instituto Clodomiro Picado (ICP) es un centro de 

investigaci6n y de producci6n de 

antiofidicos, de la Universidnd de Costa 

sueros hiperinnunes 

Rica. Actualmente se 

planes iniciar la producci6n en otras lineas afines, tales como 

suero antitetanico, productos hem0derivados, y reactivos para 



innunodiagn6stico. 

La linea inicial de 

tecnologia de hibridonas 

interes en 

ha sido 
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el ICP en el canpo de la 

el desarrollar anticuerpos 

monoclonales que neutralicen actividades t6xicas especificas de 

los venenos de serpiettte, especialmente aquellas actividades que 

son menos ef icientemente neutralizadas por los antisueros 

policlonales convencionales, cono lo es el caso del efecto 

miot6xico (Ref.1). En la actualidad se esta estudiando en detalle 

l~ capacidad neutralizante de los anticuerpos anti-niotoxina, 

para determinar 

refuercen la 

su potencial cono agentes 

ef iciencia anti-11iot6xica 

terapeuticos que 

de los sueros 

ant iof id icos. Estos estud ios serviran de base pa·ra determinar las 

posibilidades de una producci6n a nivel industrial de estos y 

otros anticuerpos neutralizantes de toxinas en el futuro. 

!Jn segundo objetivo dentro de esta misma linea es 

desarrollar anticuerpos monoclonales contra las neurotoxinas de 

s~rpientes de coral, por las dificultades en la preparaci6n de 

antivenenos convencionales en este campo, y el potencial 

terapeutico que ofrecerian los monoclonales. Por otra parte, se 

planea (febrero 1991) generar anticuerpos monoclonales contra la 

subunidad ~ de la hormona gonadotropina cori6nica humana, para 

des~rrollar reactivos de diagn6stico precoz de embarazo 

nacionales que sustituyan los reactivos importados. En estcs dos 

6lti~os proyectos se cuenta con el trabajo de tesis de un 

estudiante de maestria y uno de licenciatura, respectivanente. 
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RESULTADOS 

En este informe se incluyen los datos del inf~rme parci&l 

presentado anteriormente, sumados a los datos nuevos. 

A.Anticuerpos monoclonales anti-miotoxina: 

De siete anticuerpos nonoclonales anti-niotoxina obtenidos, 

tres poseen capacidad neutralizante de la acci6n miot6xica (HAbs-

3, 4 y 5) en tecnicas de preincubaci6n in. vitro y posterior 

administraci6n intramuscular en ratones. De estos, se elinin6 del 

estudio el HAb-5 por ser de la clase IgH, y se prosigui6 con la 

carscterizaci6n de los dos restantes, los cuales son IgG1. Estos 

dos anticuerpos monoclonales han sido estudiados en cuanto a su 

capacidad para reconocer distintas variantes (isofornas) de la 

miotoxina en el veneno crudo, asi como en cuanto a su capacidad 

para neutralizar la acci6n miot6xica de las toxinas purificadas y 

del veneno crudo. Los resultados parciales se pueden resumir como 

sigue: 

(R) Tanto el HAb-3 como el HAb-4 neutralizan la miotoxina I. 

(b) La miotoxina II es neutralizada por el HAb-3 pero no 

ca~pletam~nte por el HAb-4, el cual posee una uni6n d6bil 

hacia esta variante. 

(c) A~bos anticuerpos neutralizan completamente la acci6n 

miot6xica del veneno crudo de Bothrops asper, aunque el HAb-

3 muestra una mayor potencia neutralizante que el HAb-4. 

(d) Al comparar la eficiencia neut~alizante del HAb-3 con 
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respecto a anticuerpos policlonales equines anti-niotoxina 

(aislados por afinidad a partir del sue!"o antiofidii:~o 

co111ercial), sc encuentra una potencia ligeranente mayor d 1~l 

J:Jonoclonal. 

El estudio de la potencia neutralizante 

(envenenaniento experi11ental seguido de la adninistraci6n de 

anticuerpo monoclonal) es la fase final que falta~ para tener u~a 

caracterizaci6n co11pleta del anticuerpo H305G8Gl. El estudio 

sufri6 un retraso significativo, dado que la colonia de raton~s 

BALB/c utilizada para la generaci6n de ascitis sufri6 una 

conta~inaci6n gen~tica que pas6 desapercibida inicialnent~. 

Debido a esto, vari0s intentos de produccicn del anticuerpo 

monoclonal fueron inf~uctuosos, a lo largo de varios neses, hasta 

que se detect6 el problena. La colonia de aninales tuvo gue 

iniciar de nuevo, lo que esta tonando algun tienpo. Recientenente 

se logr6 obtener un nuevo lote del anticuerpo 11onoclonal H305G8Gl 

en los nuevos ratones BALB/c, con el cual se planes conpletar el 

estudio y tomar una decisi6n con respecto al verdadero potencial 

de este anticuerpo. 

B.Anticuerpos anti-Hicrurus: 

Se realizaron dos fusiones para generar hibridomas a~ti­

Hicrurus. Este veneno presenta el problems de ser nuy t6xicJ y 

sus neurotoxinas poseen una inmunogenicidad relativamente baja, 

rlArlo sn peso moler,11lAr bajo. Esto dificult6 la innunizaci6n ya 
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que durante varios intentos los aninales nurieron por la 

toxicidad del antigeno. Sin embargo, se encontraron condiciones 

apropiadas para un P.squema de innunizaci6n. Se han obtenido hasta 

la fecha 4 hibridonas especificos para el veneno, y se planea 

realizar mas fusiones. Los anticuerpos deberan ser c&racterizados 

y probados en cuanto a capacidad neutralizante. Para esto se 

cuenta con la elaboraci6n de una tesis de mae~tria en un programa 

conjunto e~tre el ICP y el Instituto Karolinska en s~ecia. Las 

siguientes fusiones se realizaran con fracciones neurot6xicas del 

veneno, para aunentar las p~obabilidades de obtener anticuerpos 

neutralizantes de la neurotoxicidad. Los 4 anticuerpos obtenidos 

est8n siendo probados en cuanto a su reactividad frente a los 

venenos de 17 especies distintas del genero Hicrurus halladas en 

Latincam6rica, y los resultados preliminares indican que 

reconocen conponentes conunes a la gran nayoria de los venenos de 

este genero. 
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CONCLUSIONES 

Los avances de este proyecto. en lo que se refiere a trabajo 

de laboratorio, se resumen a la caracterizaci6n de la capacidad 

neutralizante de anticuerpos anti-miotoxina de la serpiente 

Botbrops asper, asi como a la ganeraci6n y caracterizaci6n de 

nuevos hibridomas contra toxinas de serpientes Hicrurus. En 

cuanto al objetivo central y global del proyecto, referente a 

aprender la tecnologia de producci6n masiva de los Centros de 

Referencia, consideramos que estamos avanzando gradualnente y 

positivamente. al completarse para esta fecha los dos primeros 

entrenamientos en Cuba y Brasil, respectivanente. En ese sentido, 

el conocimiento o "know-how" de esta tecnologia esta siendo 

adquirido en la medida que este es ense~ado en dichos centros. Un 

pur.to aparte sera la f inanciaci6n para poder ejecutar 

eventualmente las metodologias aprendidas en los centros de 

referencia, debido a su elevado costo. 
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