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“FROMICCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONDCLONALES. IIN
ESFUERZO COMPARTIDO EN LATINO AMERICA"™.

INFOIRME DE EJECUCION 6 Y FINAL DEL PRUYEL L.
Mayo—Junio de 1991 -

Este 25 2l sexto v ultimo informe de ejecucion del brovecto, por
pairte del lLasboratorio de Referencia ubicado en 1o nue:-s, IMiizion
de lamunotoecnologis y Diagnostico (antes Depto. de Hibridomas vy
Modelo=s Animales) del Centro de Ingenieria Genetica y tiotecnnio-
Qisa dc s Habana, Luba. Incluye los resultados del trabasjo do los
representantez de Mexico, Chile y Guatemala en la etaps de pro-
durcion  comprendide entre el 5 de mayo vy finales de julio de
19?21, v une valor-acion general de toda la actividad desarrollada.

S composicion es: Aspectos Financieros, Desarrolio de Ja Etapa’

de Produccion, Lonclusiones de la Etapa, Conclusiones del Provec—
to, Kecomendaciaones y Anexo linforme tecnico de los estuudi sntes) .,

Aspectas Financieros
Se teraing la recepcion de materiales correspondientes = los

pangos de 1vS0 y el primer pago correspondiente a3l cadrate para

1971. UNLIDIVIINESL(1 debe proceder a transferir el remanente do los
fondos asigrados a este laboratorio, que seran ewmplieados pars el
viaje del jefe del laboratorio de Referencia a la reuwnion +{tinsl
de conclusiones del Froyecto., y para cubrir qastos inoastridoz  en
comuwnicaciones v otros aspectos menores.

Desarrollo de 1a Etapa de Produccion

No  se presentoron dificultsdes en el comiento del i sbsio oo 1
primera semshax g6 axvo con los estudiantes: Flors frzns sl e
lar, tanbtonio Serrano (Mexico) v Anael A. Unate «thijer.

€1 esztudisnte de (hile no trajo consina el hibridoms onts -
Flasmodio que s¢ habia acordesdo crecer en esta etapz de  produc-
ciote tver docuomentoes de la reunion de :qosto de 1990 en | & Haba-
na'. En s luigasr, frajo una carta del . Arturno Ferrecivra woncio
nende qove habia obtenido el visto bueno des . Hossenzweza  on
Muevs vork pars =l tiraspaso del mencionado hibridoma 31 babaor st
rin de Retcrencia, pero no sabia comn ejecutar este trasiado.

€1 L aborstwirta de Woferenclo se considerad  sin responsobi b rdad
alguna en oeste probjema, pues el estudiante representante  ded
pates a carago del) hbriydoma debia habwer ¥traido consiqo e rnng
celular, tol como s1 sucedin en Ja etapa de produccion enero-mayvo
con Hiruguay vy Ecuador. Mo ohstante, se hicieron algunas gostiones
cornn crentrticoes de este laboratorio que rexlizatr ostancies en
Suecia para comunNicairse con Ferreira. no obteniendosr wnes  rospa-
este en Fieapo a3l prob) oms,

For todo (o antrerior, v e a0 as de el s el tr abia i oz b
Aoy, s ot e bbb i< UHSFFRNZ. a4 vant bbb ey feveay b4 s 2hy
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de este Centro de Referencia, cuyo anticuerpo wmonocional se
produce de manera rutinaria en bioreactores desde hace aproxima-
damente un afio. Siendo este el caso, se obviaron las 3 primeras
fases de la programacion estructurada para la fase de produccion
d=l proyecto, a saber:

Recepcion del hibridoma. Preparacion de bancos de trabajo.
Inoculacién de ratones para preservar el hibridosa, producar
ascitis y fabricar un banco de trabajo.

3. Deteccion de micoplasaa por fluorescencia. becontaminacion en
caso necesario.

| oA

Y se paso directamente a ejecutar los siquientes aspectos:

4. Determiracion de condiciones optimsas pera crecimientn vy
produccion en bioreactor de tibra hueca, & partir de estudios
metabolicos en cultivo estacionario. Incluyo velocidad de
crecimiento. consumo de qlucosa, y produccion de anticuerpos,
en formulaciones de medio relevantes al cultivo easivo.

$. Preparacion e inoculacion del bioreactor de fibra hueca.
Produccion de sobrenadante rico en anticuerpos. Evaluacion
neriodica de concentraciones de anticuerpos en las cosechas vy
de paramctros eetabolicos dr 1a corrida.

&, f.osechas de sobrenadantss. Purificacion de sobrenadante por
cromatoqrafisz de baja presion. Ensayos de recuperacion de
anticuerpos. pureza y actividad.

Conclusiones de la Etapa

1. Se cumplieron los objetivos estipulados en el proyecto. LlLos
eztudientes realizaron uns oroduccion de AcM eediante cultivo en
bioreactores Acusyst—RK de fibra hueca, purificaron los anticuer-
pos, comprobaron su actividad y vealizaron pruebae de control de
su calidad.

Por eaplear un hibridoma del l aboratorio de Referencia, debida-
mente caracterizado y sin micoplasma., se pudieron obviar los tres
primeros aspectos de)l proarama y e€llo permitio que el aqrupo
obtuviera auy buenos resultados en un periodo de tiempo relativa-—
mente corto, v pudieran scimilar de manera integrsl! vy profinds
loz controles de) trabai1o en bioreactores y en Ja purificacion de
los anticuerpos, incluvendo su control de calidad (ver anexor. Si
se examina ©) nuestro informe anterior, cste habia sido un aspec-
to critico para e) primer qgrupo de estudiantes (enero-—-amayo de
1971,

2. EJ) yrigo manifesto una adecuadis dedicacion 2) trabajo v al
estudic, seriedad en el trahajo rutinario vy en la snvestigecion,
amnmque 1% relaciones entre sug intearanteos no fuercn ey armosni -
co3, debido a4 las diferentiag en niveles de prepotacion. | as
relaciones peoersonales estoblecidas con el colective de s i -
SI10on fueron sy buenas.

t.omn vyo adetlsntamng, de nue o0 a0 prresonto ) problems wocinrio on




un caso del gqrupo anterior) que rinquno de 1los alusnos habia -
asisitido a la fase de entrenamiento del fFroyecto, por lo que se
‘requirio un mayor esfuerzo por parte de elios, y del! personal del
Laboratorio de Referencia. Felizmente, la calidad despleqads en
el trusbajo +ue un factor decisivo para compensar 1a talta de
entrenamiento previo; tambien influyo el que no se perdiera
tiempo en la caracterizacion de la linea cejular, aspecto cste
del cual ya hablamos en el inciso anterior.

3. Se pudca preparar un documento sty detallado reterente & 1a
op2racion de 1os bioreactores, sus controles, v el proceso de
purificacion (ver anexo’.

Conclusiones Benerales sobre el Desenvolvisiento del Proyscto

1. Este lLaboratorio de Referencia cumpli:o totalmente y en tiewpo
con las diferentes fases del Froyecto, tal como acordadas en Jas
reuniones de Sao Faulo, en 1989 v La Habana, en 199uv. Se entrena-
ron en el periodo enero-diciembre de 1990 un total de Y estud-
iantes procedentes de Uruquay, Losta Rica. Mexico, Guatemala,
Colombia, Venezuela, fraentina, Ecuador y Lhile. Pasaron la etapa
de produccion, entre enerv vy julio de 1991, 5 estudiantes de
Ecuador, Uruguay, LChile, Mevice v Buatemst =,

2. Gracias @ un buen traba)s de contratscion, 10E Iinsumos finan-
ciados por el Froyecto estuvieron a 1a disposicion de los estud-
iantes desde un principio, incluyerdo equipamiento, reactivos v
materiales.

3. Para la fase de entrenamiento (enero-diciembre de 1990 se
elaboro wn programa teorico—-practico muy detallado vy ambicioso,
qu2 incluia varios chjelivos adicionales & los acordzdos inicial-
mente para el Provyecto. Ellao tuwe posible gracias 3 13 eiistencia
de une isaportante masa critica de cientificos v tecnicos en este
Laboratorio de Referencis. Entre estos objetivos adicionates cabe
destacar los siquientes:

(3 leoria y practica de Ja produccion de anticuerpos monoc)ona—
les en anima)es

th! feoria v practica de ta obtencron de hibridomas s inos

(cr leoris v praucliica de 1a oblencron de «nticuerpos monocl on:les
humanos

<d/ feoria e »ntercanbio sobre aspectns de 1la aplicacion e &
ingenieria ceonetica para Ja woodificacion de anticuerpos

4. Resulto smuyv adecunada la inteqrachror, de loe estudiantes & La
virde cienti{ica derl | aboratorio de Retoerenciao v del ULIGHK., | a
asistencio a los seminarios semanales e 1a Divagion v del  Len-
tro, y a presentacionce de cientidrcos oxtraniercos  invitados,
complementsron Jae& cnsfoneslica v permitaeror. 2 Jos estudiantes
participar dircctamente con su experiencis en 1os debates cronda-
ficos y tecmcos.




8. Tlanto en la fase de entrenamsiento como en 1a de praduccion,
los estudiantes pudieron establecer contactos con otras ianstituy--
ciones del pais que laboran en la temsiatica de anticucrpos mono-
clonales. Asi, se desarrollaron nexos friuctiferos con el lustito-
to de Uncologqia v Radiobioloaoia de la Habana, el Instituto de
Medicina lropical de la Habana y el Centro de Investiqacione=
Rioloqgicas.

6. Desde el punto de vista tecnico, el Proyecto demostro que los
bioreactores de fibra hueca constituven un magnifico sistema para
la produvccian de anticuerpos monoclonales, en sustitucion o
complementacion de 1los animeles, y ctros sistemas de cultivo
(estacionario, "roller®”, “spinner", encapsutlacion en slainato, vy
tanques aqitados) . para laboratorios pequernos.

En los procesos productivos hechos por este Laboratorio de Reter-
encia, tanto en ocasién de tos entrenamientos, comn de su trabaijo
rutinario con el hibridoms CB-IFNAZ2.4 (anti-interferon), los
rendisientos alcanzados en el modelo Acusyst—R de 1a firwa Endo-
tronics fueron tos siquientees:

(a) Numero total de procesos: 7

(b) Procesos exitosos: 6 (uno se perdio &) i1nicio por
contaminacion bacteriana en €] inéculo celujar)

(c) Nuracion promedio de 1os procesos: (P diacs (du—/4), Finales
de procesos en su mayoria motivados por rotura de conexiones
de qoma sometidas 3 desgaste en las bombas peristslticas, que
provocan contaminacion

{(d» Concentracion de anticuerpo monoclonal en el sobrenadante de
cultivo: entre 0.5 vy 7 mag/s/al de anticuerpo., de acuerdo a Vo
etapa de crecimiento en el bioreactor en que se hacis Jo
cosecha

te' lotal de anticuerpo producido: entre 4 v 13 Qramos, seaqun 1o
duracién del proceeo

(f» Gasto de medio de cultivo y suero bovino: 10 Jlitros de medio
sin svero por dia, 3 partir de Jne priecros /-19 dias G
promedio de S litros/dias antes); 5-7 m)l de suero por dia. 3
partir de los primeros 7-10 djzxe

(q) Recuperacion habitua) en le purificecron: 8BUL o wmas de los
anticuerpos lueqo de 13 purificacion por FProteina—-f-Sefzsrosa

Los procesos realizados con otroses dos hibridomes 'uno en cade

cz2zo) dieron rendimientos menores de anticuerpo (3001000 maQ

totales en X0—-40 dias). F) prohlema de 1a diferencia de comporta-—
miento entre diferentes hibridomas no es nuevo, v se presents
para cuxlquier sistema de produccion que se emplee, scCa "in
vitro® o "in vivo". En nuestra experiencia. Jos nivelez de  anti -
cuerpos & alcanzar se han correspondido con a productividad

innata del hibridoma., vy los “bajos praductores” "ir vitirro” <« 5o

mirroqr amos/ml on cultivo estacionariod’ habitvalmrnte no slcanzan

on este 2quipo niveles de antircuerpos parecidos o los 1ogirados en




ratones. No obstante, es posible que con trabajos de optimizacion
de medio de cultivo y condiciones de corrida, los valores alcan-
zados en el bioreactor pudieran incrementarse.

El equipo Acusyst—-R es de facil manejo y control, con un ™1 ni®mo
de requerimientos tecnicos de apoyo y conveniente para un labora-
torio pequeno que tenga necesidades entre 0.5 y 5 qramos por mes.
El costo amayor, aparte de la inversion iniciat, esta en los
bioreactares <(cartuchos) donde crecen las celulas, y que se
desechan lueqo de cada proceso.

En nuestra experiencia, la dificultad mavor en el  {unciotami ento
de este modelo estd en la presencia de desperfectos en los siste-—
mas electronico=s de control del aovimiento de alqunas bhoisbas
peristalticas, de faci) solucion.

Recosendaciones -
i. Este lLaboratorio de Referencia recomienda el emplec de biore-—
actores de fibra hueca, del tipo Acusyst—-R, como wna alternativa
viable a los ratones, para la produccion de anticuerpos @monoc! on—
ales en labaratorios con necesidades no superiores 3 los S g »mos-
mensuales (en dependencia siempre del hibridoma particular:. ! =

2. Es conveniente que ONUDI/UNESCO divulque la existencis de log
materiales técnicos originados en el marco del proyecto ‘(pronra—
mas teorico—-practicos desarrollados y anexos con reportce de
trabajo), vy los circule entre los labor atorios interessdos.

3. Seria muy util establecer el status de | aboratorio de Reteren-
cia FPermanente ONUDI/UNESCU para la produccion de =nticucrpos
monoclonales, en el caso de este laboratorio y que se divulagor ¢
entre paises interesados las posibilidades potencizies de ercu-
cion de provectos conjuntos y entrenamientos en este || sboratmio
de Referencia.

Como informacion adicional, a partir de juwnio de J991 Jas activi-
dades crientificas v técnicae de)l hasta ahora 1pepartamento de
Hibridomas vy Modelos Animales del ClSB, donde se hare lle sdo 3
cabo las labores del Froyecto, se incrementaron susianciastacnte
al integratse o otiro qgqrupo de laboratorios v ftormar I iz .a
Liviesion de Inmunotecnoloqia y Diagnostico, a caraqo e

(a» todo el trabain de obtencion v produccion de  snticoerpos
monoclonales Mmurs nes , humanos 'Y recombinant es por '}
diaqnos’ico, Jls investiqacion cientitica y eJ trataomiento  del
humano

tb* el clonaje y euvpresion de antigenos rccombinanstes con
propositos disanosticos

(cr el dewarrollo y produccion do sisteaes diagnosticos «van: dos
que empleen proteinsg recombinantes, el 3 genos by 2t ooy
anticucrpos mona vy policlonales, v diterentes sizlomas e
deteccion




%, Una vez vencida esta fase de entrenasienta, intercambio de
inforaacion vy promocion de relaciones entre laboratorios de 1la
reqion, Yy atendiendo a la msuy exitosa culesinacion de los traba-
jos, swse eatima como auy pertinente comenzar de inmediato 1la
discusion de un nuevo Proyecto con caracteristicas sas avanzadas.

En ocamion de la proxima reunion de conclusiones del) presente
trabajo, puede somseterse a consideracion de UNUDLI/UNESLU el
estableciaiento de un nuevo Proyecto con tareas de ajuste bilat-
eral entre los Laboratorios de Referencia y laboratorios espec:-
ficos, para la obtencion o la produccion de anticuerpos sonocl on—
ales. La definicion de las tareas dependeria de las necesidades y
particularidades de cada pais.
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