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RESUMEN

El trabajo en el 4rea de la tecnologia de hibridomas y anticuerpos monoclonales que se
ha venido desarrollando en el Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica, en los
iltimos anos, se ha centrado en la obtenci6n y caracterizacién de anticuerpos murinos contra
toxinas ofidicas de relevancia biomédica. Dichos anticuerpos encierran un interés tanto desde
un punto de vista bdsico (como herramientas para el estudio de las toxinas y sus acciones), como
aplicado, dado su potencial neutralizante y por ende terapéutico. En el segundo periodo de este
proyecto patrocinado por PNUD se trabajé a dos niveles: como objetivo principal, a nivel de la
adquisicién de conocimientos sobre la produccién masiva a través del entrenamiento de personal
en los centros especializados de referencia; y a la vez, como objetivo secundario, a nivel de la
preparacién y caracterizacién de nuevos anticuerpos monoclonales contra toxinas. Aunque por
distintas razones ajenas a nuestro control que se detallan en el presente informe final, el
entrenamiento de personal solo pudo ser aprovechado parcialmente, se pudo avanzar en el
trabajo de nuevos hibridomas y la caracterizacién de sus anticuerpos monoclonales. Dicho
trabajo, con la ayuda del presente proyecto, ha permitido mantener vigente la capacidad
tecnolégica bdsica para la produccién de anticuerpos monoclonales en Costa Rica, a escala de
laboratorio. El alto costo de la produccién masiva es el principal obstdculo para su puesta en

marcha en nuestro medio.
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INTRODUCCION

La tecnologia de hibridomas/anticuerpos monocionales es aiin bastante incipente en Costa
Rica. Aunque se cuenta con suficientes recurses humanos formados en universidades de paises
desarrollados, y con entrenamiento especifico en las tecnologias especificas para preparar
hibridomas y anticuerpos monocionales, el alto costo en general ha limitado en gran medida la
expansién de esta drea biotecnolégica en nuestro pais. El Instituto Clodomiro Picado de la
Universidad de Costa Rica es uno de los pocos centros estatales que ha abordado esta importante
tecnologia, iniciando en 1988 una inversién para equipar y mantener un pequefio laboratorio
dedicado a dicha labor. La principal linea de trabajo ha sido la produccién de anticuerpos
monoclonales contra toxinas de serpientes, como se describi6 en el informe anterior. El personal
cientifico y la infraestructura estdn capacitados para producir anticuerpos monoclonales en
pequefia escala (a nivel de miligramos) en fluido ascitico de ratones, pero ain no se ha
desarrollado la capacidad para producir grandes cantidades de los mismos. Gracias al aporte
fundamental de este proyecio regional, y a la colaboracién de los centros de referencia en Brasil

y Cuba, se ha iniciado la capacitacién del personal para los métodos de produccién masiva. En

estos momentos se cuenta con un investigador que recibi6 el entrenamiento citado en Brasil.

Como informacién introductoria, se puede citar que el Instituto Clodomiro Picado (ICP)
es un centro estatal de investigacién y de produccién de sueros hiperinmunes antiofidicos,

perteneciente a la Universidad de Costa Rica. En la actualidad el ICP se encuentra en las fases
iniciales para establecer la produccién en ciertas lineas afines, basadas en la preparacién de

sueros hiperinmunes u otras preparaciones de anticuerpos para uso terapéutico. Entre estas estd
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el suero antitetdnico, junto con la produccién de toxoide tetdnico que conlleva el elaborar dicho
producto.

En el campo de la tecnologia de hibridomas, el interés del ICP ha sido el desarrollar
anticuerpos monoclonales que neutralicen actividades téxicas especificas de los venenos de
serpiente, en especial aquellas actividades que son menos eficientemente neutralizadas por los
antisueros policlonales convencionales, como lo es el caso del efecto miotéxico (Referencia 1).
El estudio de la capacidad neutralizante de los anticuerpos monoclonales es importante como la
base para determinar las posibilidades de una produccién a nivel industrial de estos y otros
anticuerpos neutralizantes de toxinas en el futuro (Referencias 3 y 4).

Una segunda linea dentro de este campo es desarrollar anticuerpos monoclonales contra
las neurotoxinas de serpientes de coral, por las dificultades en Ia preparacién de antivenenos
convencionales en este campo, y ¢l potencial terapéutico que ofrecerian los monoclonales. A
continuacién se resume el estado de los principales logros en estas 4reas, asi como el resultado
de los entrenamientos para la capacitacion y formacién de recursos humanos en los métodos de

produccién masiva de anticuerpos monoclonales.

RESULTADOS

LCapacitacidn de los recursos humanos:
En este objetivo del proyecto, puede decirse que los resultados han sido solo parciaimente

exitosos, debido a problemas de continuidad y retencién del personal, lo que a su vez llevé a
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problemas adicionales que se presentaron en el iltimo curso o entrenamiento en que se participé
en Brasil durante 1991. El primer entrenamiento se recibié en Cuba (primer aiio del proyecto),
pero desatortunadamente el investigador seleccionado para asistir dejé de trabajar para nuestra
Universidad algin tiempo después. Debido a esto, ¢l segundo periodo de entrenamiento fue
recibido en Brasil por otro investigador nuestro, establecido desde varios afos. Dicho
entrenamiento, al igual que el anterior, fueron considerados excelentes, como se desprende de
los respectivos informes de dicho periodo. Sin embargo, en el segundo periodo se presentd el
problema de que no podia asistir ¢l mismo investigador a Brasil, por razones personales muy
serias. Ante esto, se seleccioné otro investigador para asistir, lo cual caus6 malestar por parte
de los encargados del entrenamiento en Brasil. Ya estando dicho investigador en Brasil, y ante
los problemas planteados por los responsables del curso, se sugirié utilizar el periodo de
entrenamiento para adquirir las bases tecnoldgicas para la produccién de toxoide tetdnico y suero
antitetdnico en el mismo Instituto Butantdn. De tal manera que principalmente en la dltima fase
de capacitaciéon, hubo problemas que motivaron este cambio, ante la inflexibilidad de los

encargados del entrenamiento.

En esta linea, se completé el estudio de la capacidad neutralizante de 2 anticuerpos

murinos (MAb-3 y MAb-4), tanto hacia el efecto miotéxico inducido por las toxinas purificadas,
como por el veneno compieto. La informacién obtenida se detalia en un articulo recientemente

publicado (Referencia 2), el cual se adjunta en el presente informe (Apéndice). Ambos
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6
anticuerpos poseen un potencial terapéutico importante, dada su alta eficiencia neutralizante en
comparacion con anticuerpos policlonales, aunque dados los altos costos de produccién industrial

(Referencia 3) su uso en la prictica no se vislumbra por ahora.

A los 4 hibridomas obtenidos hasta el momento del Gltimo informe presentado, se le

agregan otros 6 obtenidos recientemente. Todos estos anticuerpos monoclonales reconocen
componentes del veneno de Micrurus nigrocinctus, la principal especie de serpiente coral en
Centroamérica. Los anticuerpos se han venido caracterizando gradualmente, y algunos reconocen
también 2 numerosas especies de Micrurus del conmtinente. La especificidad, patron de
reactividad cruzada, y capacidad neutralizant> estin aiin siendo estudiadas en el presente
momento, aunque la informacién obtenida hasta la fecha serd enviada a publicacién (se adjunta

los Abstracts en el Apéndice).

CONCLUSIONES

El proyecto ha permitido la capacitacién de nuestros recursos humaros a nivel bésico en
csanto a la implementacién de varios métodos para producir masivamente anticuerpos
monoclonales. Si bien dichos métodos no pueden ser puestos en prictica de inmediato, debido
a limitaciones econémicas de nuestro medio, el conocimiento necesario para una futura

implementacién se posee. A la vez, el proyecto nos ha permitido continuar irabajando con la
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7
linea de la tecnologia de hibridomas y anticuerpos monoclonales, a nivel de la generacién de
nuevos hibridomas, la produccién de cantidades pequefias de sus respectivos anticuerpos
monoclonales a nivel del laboratorio de investigacién, y la caracterizacién de sus propiedades
bésicas y neutralizanies hacia diversas toxinas ofidicas. Consideramos que dicha actividad es
relevante en términos del desarrollo tecnoldgico y cientifico de nuestro pais, en donde la citada

tecnologia se encuentra aiin en fases muy incipientes.
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APENDICE

I.Informe del entrenamiento en Instituto Butantdn, Sao Paulo, Brasii, Julio-Setiembre de 1991,
por Shirley Quirds Achi.

2.Articulo publicado sobre los anticuerpos monoclonales contra miotoxinas de Bothrops.

3. Abstract de los manuscritos en preparacién sobre los anticuerpos monoclonales contra toxinas
de Micrurus.
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INFORME FINAL

ENTRENAMIENTO EN PRODUCCION DE TOXINA, TOXOIDE TETANICO Y SUERO
ANTITETANICO

INICIO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

PARTICIPANTE

SHIRLEY QUIROS ACHI
INSTITUTO CLODOMIRO PICADO
FACULTAD DE MICROBIOLOGIA '
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

NESARROLLADO EN

CENTRO DE BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO BUTANTAN, BRASIL
(02/JUL/91 - 11/JUL/91)

SECCION DE TETANO, SECCION DE FRACCIONAMIENTO DE SUERO

SECCION DE CONTROL DE CALIDAD, INSTITUTO BUTANTAN, BRASIL
(15/JUL/91 - 06/SET/91)
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Programa del proyecto No. DP/RLA/83/003, Producci6én Masiva de
Anticuerpos Monoclonales, patrocinado por el Programa de las
Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD).

Investigador responsable del entrenamiento:

Ana Maria Moro-Furlani, PhD, Seccién de Biotecnologia

En la seccién de Biotecnologia del Instituto Butantin se
presentaron para mi dos circunstancias que me impidieron cumplir
con lo programado para el entrenamiento de produccién masiva de
anticuerpos monoclonales. Estas circunstancias son las siguientes:

1.En el grupo de estudiantes programado para el periodo de julio,
N agosto y setiembre, no se habia incluido al estudiante de Costa
Rica.

2.Yo no habia recibido la capacitacién del curso anterior en
: Brasil, por lo que la Dra Ana Maria Moro consider6 que este
! entrenamiento era basico para participar en la siguiente etapa.

- Lo anterior culmindé en una reunién en la que participamos La
Dra Moro, el Dr José Maria Gutiérrez (Director del Instituto
Clodomiro Picado, quien se encontraba en el Instituto Butantan) y
yo. En dicha reunién (11/JUL/91) se decidi6é, de comin acuerdo entre
las partes, que durante mi estadia en el Instituto Butantén,
recibiera un entrenamiento en la produccién de toxina y toxoide
tetédnico, y suero anti-teté&nico, estas actividades mas afines con
mi trabajo en el Instituto Clodomiro Picado.

\§ A continuaci6én expongo un resumen de las actividades en las ’
g que participé en el Centro de Biotecnologfa, del 02/JUL/91 al
11/3UL/91.

l1.Estudio del folleto del curso post-congreso: Tecnologia de
obtencién y produccién de anticuerpos monoclonales murinos.
' Cuba, 1989. .

2.Mantenimiento, propagacién e inoculacién de un hibridoma :
murino en cavidad ascitica.

3.Propagacién de células de hibridoma en botellas de cultivo
celular para la preparacién de inéculos.

. Hasta este punto fue que se decidié con la encargada del
entrenamiento, Dra Moro, de pasar a la seccién de tétanos del mismo
instituto.
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Ertrenamiento en produccién de toxina, toxoide teténico y
suero antiteténico.

Investigador responsable del entrenamiento:
Dra Hisako Gondo H.

Informe:

SECCION DE CONCENTRACION DE SUEROS:

Estas observaciones son hechas con base en el fraccionamiento
de un suero anti-botrépico, pero el mismo proceso se utiliza para
sueros anti-diftérico, anti-crotdlico y anti-teténico.

El proceso consiste basicamente en lo siguiente:

Al plasma hiperinmune previamente diluido para una
concentracién de proteinas entre 4 y 5 g/dl, se le agrega sulfato
de amonio puro hasta alcanzar una concentracién del 33% y se le
ajusta el pH a 6,9-7,0. En estas condiciones, precipitan las
globulinas y el fibrin6égeno, pero no la albtmina, la cual se
descarta. Es importante que el producto contenga la menor cantidad
posible de albimina equina porque ésta podria generar problemas
alérgicos en los pacientes.

El precipitado se disuelve hasta alcanzar una concentracién
de proteinas y sulfato de amonio alrededor de 4% y 8%,
respectivamente. La temperatura y el pH se ajustan adecuadamente
para la pepsinizacién. La pepsina es una enzima que cataliza la
digestién de los anticuerpos liberando el fragmento Fc por lo que
pierden la capacidad de activar al sistema de complemento. El
resultado es una molécula dividida en dos porciones: una fraccién
inactiva (termocoagulable) y una activa (termoresistente).
Aplicando este procedimiento, el rendimiento baja un poco pero la
pureza del producto es mayor. El reajuste del pH a 4,5 posterior
a la pepsinizacién cumple la funcién de detener la actividad de la
enzima.

La concentracién de sulfato de amonio se ajusta ahora al 11,3%
para precipitar el fibrin6geno. Se agrega tolueno hasta alcanzar
una concentracién de 0,3% para facilitar la precipitacién de
lipidos juntamente con proteinas inespecificas. Hasta aqui todo el
proceso se lleva a cabo en un sistema cerrado y automatizado.

El pH se ajusta a un valor de 6,8-6,9 y este es el valor del
pH del producto final (una antitoxina es mé&s estable en cuanto a
su actividad, cuanto mé&s &cido es el pH del medio en el que se
mantenga). Al agregar sulfato de amonio para alcanzar una
concentracién del 17,6% termina de precipitar el fibrinégeno. Las
globulinas que se encuentran en el sobrenadante, se concentran y
purifican por medio de una ultrafiltracién. El ajuste de fenol como
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preservante, de cloruro de sodio para mantener la osmolaridad, la
dilucién adecuada para alcanzar la concentracidn de proteinas y el
nivel de potencia especificado para el producto, se hace después
de la ultrafiltracién.

La planta de produccib6ii de la secci6n de fraccionamiento de
sueros, consiste en un sistema cerrado y automatizado. Desde un
panel de controles, se pueden mantener estabilizados la temperatura
y el pH del material en proceso. El1 tanque utilizado para la
pepsinizacién posee doble camisa de acero inoxidable con el fin de
poder circular agua de forma inmediata a la temperatura en que se
necesite mantener el material en proceso. Un destilador de agua
instalado en la misma plants facilita el acceso a una fuente de
agua para el fraccionamiento y la dilucién del producto.

Control de calidad:

Durante el proceso de produccién, la té&cnica de electroforesis
aplicada a los diferentes precipitados y sobrenadantes ofrece una
clara idea del grado de calidad que va alcanzando el producto.
Pruebas de esterilidad y de hem6lisis radial son realizadas al
plasma hiperinmune que entrara al proceso con el fin de determinar
si el plasma estd libre de microorganismos contaminantes en el
primer caso y si alcanza el nivel requerido de anticuerpos para
entrar al proceso en el segundo caso. La concentracién de
proteinas, sulfato de amonio y el pH se realizan para ajustar a los
valores requeridos segin la etapa del proceso en la que se
encuentre el material.

Una muestra del producto a granel es tomada en forma aséptica
para hacer las pruebas pertinentes. Al producto final se le hacen
lns siguientes anédlisis:

Determinacién de pH
Concentracién de sulfato de amonio
Concentracién de proteinas

Prueba de pirégenos

Prueba de esterilidad

S6lidos totales

Nitrégeno total y no proteico
Potencia

Determinacién de fenol

Aspecto

Volumen medio

Concentracién de cloruro de sodio

El procedimiento de los andlisis est& basado en la Brasilian
Pharmacopeia (1959). El proceso de fraccionamiento utilizado en el
Instituto Butantan es similar al empleado en el Instituto Clodomiro
Picado, con algunas diferencias. La principal de ellas es que en
el Butantan pepsinizan el suero e incluyen una precipitacién
adicional con sulfato de amonio. Otras diferencias son dadas por
el equipo utilizado y el tamano del mismo.




SECCION DE TETANOS:

Para la produccién de toxoide tetdnico, se parte de un
subcultivo puro de una cepa conocida como toxigénica y no
esporulante en condiciones normales de laboratorio. Esta cepa se
debe mantener a 30°C y se pueden hacer subcultivos puros a partir
de ella en caldo de tioglicolato con leche descremada al 2%.
Después de dispensar estos subcultivos en ampollas de vidrio y
liofilizarlos, se conservan hasta su utilizacién a la temperatura
antes indicada.

La preparacién del toxoide teténico comprende tres etapas
b&sicas:

1.Producci6én de toxina.

2.Preparacién de anatoxina.

3.Preparaci6n de toxoide.

1.Produccién de toxina:

La preparacién inicial de un in6culo del contenido de una de
las ampollas de C. tetani 1liofilizado en 50 ml de caldo de
tioglicolato, es con el fin de preparar un segundo inéculo para el
fermentador. Este consiste en la siembra del primer in6culo (una
vez revisadas las pruebas de pureza), en 6 litros de caldo
tioglicolato. La botella que contiene este material se coloca en
una estufa a 34,5°C. El crecimiento tipico de C. tetani y las
pruebas de pureza indican si se puede utilizar este in6culo para
el fermentador.

Para la produccién de toxina, se utiliza el medio de cultivo
llamado Lathan Muller que tiene como base la digestién tripica de
caseina. El medio total consiste en una mezcla de solucién de
N.Z.Case con varias materias org&nicas e inorgénicas. Un periodo
de 5 dias de incubacién es el tiempo 6ptimo para obtener las
mejores titulos de toxina tetanica extracelular. Los controles de
temperatura, pH, flujo de aire, voltaje y amplitud son
estabilizados en el fermentador por medio de un panel de controles.

La separacién de la masa bacteriana y el sobrenadante se
realiza con filtros de profundidad de 30S y 90S. Al sobrenadante
y 28 una muestra tomada del fermentador al final del proceso en
este, se la hacen las siguientes pruebas:

a.Floculacién: es una prueba in vitro que define a una toxina por
su inmunoreactividad. Consiste en hacer diluciones de una
antitoxina patrén y mezclar con una cantidad fija de la toxina de
prueba, incubar a 45°C y observar el tiempo y la secuencia de los
tubos cuyo contenido floculé primero. El titulo se expresa en
LF/ml.

b.MTV: se utiliza para comprobar si el limite de floculacién
obtenido fue correcto. Se realiza in vivo generalmente en ratones
y el titulo es una forma de expresar la toxicidad. Debido a que la
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prueba de floculacién est&8 sometida a algunas variantes es
recomendable hacer siempre esta prueba para interpretar
correctamente los resultados.

c.DMM: determinando la dosis minima mortal se obtiene el titulo de
la toxina con respecto a su toxicidad.

d.L+/10: una dosis limite de muerte corresponde a la menor cantidad
de toxina que cuando mezclada con 0,1 UI de antitoxina patr6n e
inoculada en ratones produce la muerte de estos en 96 horas. Es
otra forma de caracterizar a la toxina por su toxicidad.

La concentracién y difilisis con un UF tiene como objetivo
empezar la purificacién de la toxina. El siguiente paso, 1la
esterilizacién da origen a una toxina concentrada y esterilizada
que puede utilizarse como antigeno en las etapas tardias de la
inmunizacién de los caballos para la produccién de suero
antitetanico.

2.Preparacién de anatoxina:
La anatoxina teténica es una toxina tet&nica tratada con

formaldehido, pierde su capacidad toxigénica pero mantiene su
actividad inmunolégica. La concentracién de formalina que inactiva
la toxina es del 1% incubada a 37°C por 30 dias. La prueba de
toxicidad hecha en cobayos asegura que el material no es téxico.

Después de la didlisis con un ultrafiltro y una filtracioém
esterilizante, la anatoxina teténica se titula por floculacién y
se le aplica la prueba de esterilidad. Se le llama anatoxina a
granel.

Todo el proceso de produccién de toxina hasta 1la
detoxificacién se hace en un laboratorio separado de los demés. La
anatoxina a granel puede mezclarse con otros lotes de anatoxina
para continuar el proceso de purificacién. Este se inicia con la
concentracién de 1la anatoxina utilizando un ultrafiltro que
consiste de un filtro previo de profundidad y tres de superficie
posteriores. Una segunda ultrafiltracién se realiza con un
"millipore” que posee 10 filtros de superficie de 10000D. Puede
trabajarse con una sola ultrafiltracién dependiendo del volumen
utilizado. Una muestra de este material es tomada para hacer
andlisis de control de calidad: nitr6geno total y no proteico y
floculacién,

La anatoxina concentrada se precipita con sulfato de amonio
al 33%. Después de la primera centrifugacién (25 min a 5000 rpm a
0°C), se trata de recuperar todo el precipitado posible porque en
€é) se encuentra la anatoxina. Después de disolverlo con agua, se
hace la segunda centrifugacién (90 min a 8000 rpm a 0°C) y esta vez
se recupera el sobrenadante y se desprecia la masa. El proceso de
didlisis con el ultrafiltro concentra las proteinas y depura el
concentrado de sulfato de amonio y otras impurezas. Después de este
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proceso, se analiza el producto para nitrégeno total, nitrégeno no
proteico y floculacién. Con una columna de Sephadex G-50 se
purifica ain mds la anatoxina, mejorando el aspecto visual de la
misma en cuanto a coloracién.

Después de una dilucién hecha para que quede con 500 Lf/ml,
se esteriliza al material con un filtro. Al producto se le llama
anatoxina teténica en proceso a granel. Esta puede utilizarse como
antigeno al inicio de los esquemas de inmunizacién para suero
antiteténico. La secci6n de control de calidad toma una muestra
para andlisis quimico y biolé6gico del producto. Una vez aprobados
los resultados se le llama: anatoxina tet&nica acabada a granel.

3.Preparacién_de toxoide:
El toxoide tetanico es una anatoxina tetadnica acabada a

granel, diluida, adsorbida y depositada en un mismo recipiente y
con las caracteristicas de calidad dentro de los 1limites
establecidos. Todo el proceso se hace en forma estéril. Consiste
en agregarle a la anatoxina concentrada solucién salina, timerosal
como preservante e hidréxido de aluminio como adyuvante en cantidad
suficiente para alcanzar los valores especificados. Todos estos
reactivos son sometidos a los andlisis pertinentes de control de
calidad antes de ser utilizados. Con cada dosis de toxoide teténico
se suministran 7,5 Lf en un volumen de 0,5 ml.

PREPARACION DE ANTIGENOS:

La Seccién de Tétanos recibe de la hacienda una hoja en la
cual estd especificada la dosis que debe recibir cada caballo de
acuerdo con el esquema de inmunizacién. El cloruro de calcio, una
vez disuelto se agrega en forma estéril a la toxina o a 1la
anatoxina segiin se requiera. Se envasa en botellas &mbar de vidrio
y una vez tapadas se guardan en refrigeracién hasta ser utilizadas.

INMUNIZACIONES:

El inicio de un esquema de inmunizaciones para un caballo se
hace con anatnxina acabada a granel y 1las inmunizaciones
posteriores se nacen con toxina concentrada y esterilizada. Todas
las reinmunizaciones se hacen con toxina. Se han probado varios
esquemas de inmunizacién y con algunos se obtienen mejores
resultados. Uno de los que han dado buenos resultados tiene una
duracién de aproximadamente 3 meses.

SECCION DE CONTROL DE CALIDAD

En esta seccibn se realizan los andlisis de los productos
finales y las pruebas pertinentes durante los procesos de
produccién que se realizan en el 1Insituto Butantidn. Los que
corresponden a la produccién de toxoide tetdnico son 1los
siguientes:




ANALISIS FISICOQUIMICOS.

l.Determinacién de timerosal.

Método espectrofotométrico. El fundamento es el siguiente: una
mezcla digestiva destruye la materia org&nica para liberar el
mercurio del timerosal. Este se pone en contacto con la ditizona
y se obtiene un producto de color azui cuya mdxima absorbancia es
a 490 nm. La concentraci6n de mercurio es directamente proporcional
a la inctensidad del color del producto de la reaccién.

2.Determinaci6én de nitrégeno total.

Método: semi-micro Kjeldahl. Todo el nitrégeno presente en la
muestra es convertido a sulfato de amcnio por la accién de una
mezcla digestiva y calor en presencia Je sulfato de potasio y
sulfato de cobre como catalizadores. En la destilacién, por el
exceso de NaOH, el sulfato de amonio se descompone liberando todo
el amonio. Este reacciona con acido bérico para formar borato de
amonio el cual es titulado con HC1l 0,02 N utilizando como indicador
rojo de metilo y azul de metileno. Para la determinacib6n de
nitrégeno no proteico, antes de la digestién se le hace a 1la
muestra un filtrado libre de proteinas, y al filtrado se le aplica
el mismo prccedimiento anterior.

3.Determinacién de formaldehido:

Método espectrofotométrico. El principio de la prueba se basa
en la reacci6n especifica del formaldehido con el reactivo de
Hantzsch (especifico vara formaldehido). El resultado es un
producto de color amarillo que presenta su mdxima absorbancia a 412
nm.

4 .Determinacién de hidr6xido de aluminio:

Método titulométrico. Todo el aluminio presente en la muestra
es liberado por la accién de una mezcla digestiva. La adicién de
EDTA 0,05 M (exceso) produce un color amarillento en el producto
de la reaccién con el aluminio. La titulacién con sulfato de cobre
origina un cambio de color a pfirpura. Se hace un blanco siguiendo
la misma técnica. La diferencia entre el volumen gasto del blanco
y de la muestra estd dada por la cantidad de aluminio presente en
la muestra.

5.Determinacién de cloruro de sodio:

Método titulométrico. El cloruro de sodio presente en la
muestra se titula con nitrato de mercurio II en presencia de
difenilcarbazona como indicador. Los iones libres de mercurio se
combinan con iones cloruro para formar cloruro de mercurio soluble
no ionizado. Después de que los iones cloruro han reaccionado con
los iones mercfiricos, el exceso de mercurio se combina con el
indicador mixto difenilcarbazona-azul de bromofenol para formar un
complejo azul violeta. El primer cambio de color corresponde al
punto final de la titulacién.

6.Determinacién de sulfato de amonio:
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En una reaccién con el amonio, el reactivo de Nessler produce
un cloide coloreado cuya mayor absorbancia es a 410 nm y que actida
como indicador de la cantidad de amonio presente. Esta reaccién es
utilizada para examinar muchos materiales biolégicos.

PRUEBAS BIOLOGICAS

Los animales utilizados para realizar las pruebas de control
de calidad durante el proceso y el producto final del toxoide
tetanico deben ser mantenidos en un ambiente silencioso y con
iluminacién no muy intensa porque estos factoures mal controlados
podrian perjudicar la estabilidad de los animales y dar resultados
erréneos. Durante el proceso es indispensable realizar varias
pruebas in vivo para conocer el grado de calidad que va alcanzando
el producto en cuanto a toxicidad, detoxificacién y segqguridad se
refiere. Al producto final se le practican varios ensayos
biol6égicos como son las pruebas de seguridad, de antigenicidad y
de toxicidad.
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B. LomonTE. J. M. GuniErrez, M. Rasirez and C. Diaz. Neutralization of

myotoxic phospholipases A. from the venom of the snake Bothrops asper by

monoclonal antibodies. Toxicon 30, 239-245, 1992.— The neutralization of two
S myotoxic phospholipases A, from the venom of Bothrops asper. myotoxins |
and 11, by two murine monocional antibodies is reported. The monoclonal
antibodies, MAb-3 and Mab-4. recognize different epitopes of the toxin. Both
antibodies completely neutralized myotoxic activity of myotoxin I and crude
venom. MADb-3 also completely neutralized myotoxic activity of myotoxin il. a
Iysine-49 phospholipase A. isoform. whcreas MAb-4 neutralized this toxin
only partially. MAb-3 necutralized myotoxin Il at a molar raiio of 1:1,
. showing a higher efficiency than affinity-purified polycional antibodies. A
d \ dissociation of myotoxic and enzymatic activities of myotoxin | was observed

W with both monoclonal antibodies.

INTRODUCTION

MaNy snake venoms induce necrosis of skeletal muscle due to the action of phospho-
lipases A. (PLA.. Msas and OwNay. 1990). Mvonecrosis induced by Bothrops asper
(tesciopelo) snake venom is mediated mainly by a group of basic PLA.s. including
mvotoxin | (GUTIERREZ ¢t al.. 1984). myotoxin Il (LOMONTE and GUTIERREZ. 1989),
myotoxin I (KAISER ¢7 al.. 1990). and other isoforms. which cross-react antigenically
(LoMonTE and KaHas, 1988). Myotoxins | and 111 are enzymatically active, whereas
myotoxin 11 is a lysine-49 variant with an extremely low enzymatic activity (0.1% of the
active isoform HI; FRANCIS ¢f al.. 1991). Isamunochemical studies of snake venom PLAs
have shown that PLA s isolated from viperids and crotalids appear to constitute a class
antigenically different from clapid phospholipases (MIDDLEBROOK and KAISER, 1989;
MotLLER er al.. 1989, 1990).

Among a group of murine monoclonal antibodies produced against these myotoxic
PLA.s. one IgM and wwo IgGl antibodies showed neutralizing ability for myotoxicity in

“Author 10 whom correspondence should be addressed
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preliminary screenings (LOMONTE and Kawan. 1988). Neutralization studies of toxic
and or enzymatic activities of PLA.s by monoclonal antibodics might provide usefei
infosmation on their structure- function relationship. and on the molecular mechanism of
ncutralization IMENEzZ. [985: TREMEAU er uf.. 1986). Also. ncutralizing monocional
antibodies could be of value as potential therapeutic agents. In the present study we
characterize the neutralizing ability of two anti-B. usper myotoxin monocional antibod.es
of the IgGl isotype.

MATERIALS AND METHODS

Lemom ond myoto woos

Bothrops usper venom »as obtamed irom more than 80 speaimens from the Atlantn repor of Costa Rua,
pooied. Ivophilized. ard stored at - 20 C. Myotouns | and IF were nolated from the venom by (M-Sephadex
wn-cxchange chromatography as described by G niErRe 7 ef of (19%h) and Lonwnte and Gt TERREZ (19%9).
rapectively. Myotoxin | was addiionally punficd by affmaty chromatography on a monocional antbods -
Sepharose columa (MAD-4)_ as descnbed by LoaeisTe and Kanas (19%%). Homogenaily of the toun prepara-
tons was determned by polyacn lamude gel electrophorests in the presence of sodium dodecyisulphate (Lapsse i,
1970) and by polyacrylamude gel electrophoresis for basa protans i the preseme of urca (Trats e ol . 1971
LosonTe and Kasas, 1988).

Monocional untthodses

Monaoclonal antibodies MAD-3 and MAb-— (both [gGl) were produced by inducing asaites in prstanc-poamed
BALB ¢ mxx 1aected with hybndomas HW0S. GG and HINS.GIFS, revpectivedy (Losoxte and Kakias, 19XK)
Antibodies were partially puntied by preciprtation with ammonmium sulphate. The antibods concentration of
preparations was estimated by densitometne analysis of the monacional speke in 2zone electrophoress combined
with toial protein measurement by the biuret method (Kasar and Mavir, 1961). Anubody actvity of
preparations was assessed by ensyme-immunoassay ttrations on microplates coated with myotoun. as descnbed
by Loneontt er al (1991)

Newtrabization of myotovicirs

Mixtures of monocional antibody and cither myotoxin 1. myotoun I1. or senom. were incubated at 37 C for
30 min. and then injected 1.m. 0 the gastrocnemius of groups of four mice (1% 20 g1 Mike inguted with
phosphatc-buffered saline (0;2 M NaCl. 004 M phosphate. pH 7.2) were used as controls. whereas mice
npected with venom (40 ug) or punfied myotoxins (40 ug} alone were utilized as the 106G, effect reference. Blood
was collected 3 hr after inyection by cutting the tp of the tail. and myonecross was quaniitatively estimated by
measunng the plasma creaunc kinase (EC 2.7.3.2) acuvity (GUTERREZ e7 ol . 1980, 1984). using 3 commercial
colonmetne assay (Sigma kit 520, Sigma Chemal Co. U S A) Creatine kinase activily was expressed as
umits ml, one unit being defined a3 the phosphonlation of ane nanomole of creatine per min a1 28 ¢ Statiical
companson of quantitative results was performed by the Student’s r-test In some cxpenimcnts mie were
sacriticed 4 hr after impection and 2 sample of imected gastrocnemius muscle was excised. cut into small preves
and processed for histological examination of myonecross

Sewtralizanon of PILA. actvity

The abtiny of monodonal antibadies 10 neutralize enzymatic activit, of myotonn | was lesied using egg yolk
phospholipids as substrate. diluted | S with Tris 0 F M. CaCL.OOF M_1*» Teiton X100, 41 pH % S Myotoun |
was mined with moneclonal antibodies and incubated for W min wt 37 C The mirtuies. contatming W uy

v\
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Fio 1 Desociammos of snotoxke ash PLAL ac TIImss oF MYoTonis [ ey St TRALIZATION WITH
MONINLONAL ANTIBOUES
Mivtures of B wpvr myotoun | imt-I and monaclonal anttbodees MAD-3 o MAbS were
mpxted 1 monto groum of foer mice for the evaluation of anotowe sotivety. and v.multancously
tosted for PLA actingts Resuits are shown s mean =S D an - 31 The 100°, cnay matws actisity
under  the  asay condiions Joewnbal  was 32 uFgmr o mn . The monoclonal
annibody  ayotovn molar ration for MAb-3 and MAB-d were 3 T and 13 1 reapectneds PA-L
pelssalent aptivenom (I ml aatvenom mg  toun). PA-2 polsnsakent  aninenom (3 mi
antinenem mg teun). PBS phosphate-butlerad saline Creatine hinase values of all groups were
vgniticantls different (P - 005) frem the group recening myofoun alone. Values of creatine
Rinawe corrasponding to MAD-3 MADS and PA-2 were not sigiticantls detferent o P 2> 0 051 from
v alaes corresponding to PBS

myotoun. were subveguently incubated with the substzate a8 37 C for 20 mun Then. the lree fatty acids were
evracted and titrated according to the method of Dt 119369 as previoushy dewribed (LensonTe o7 of . 1987)
As neatralzation control. 3 sample of polyvsalent antnenom iBatch 145-P. Instituto Cladomiro Pwado,
Universts of Costa Riwa) was included

RESULTS

Neutrdhization of myotoxicity of myatoxms I and 11

When myotoxin I was incubated with cither monaclonal antibody MAb-3 or MAb-4.
and then injected 1.m. into mice. plasma creatine kinase activity values were similar to
those observed in control mice injected with saline (Fig. ). indicating a complete
neutralization of myotoxic activity. Polyvalent antivenom also neutralized myotoxic
activity of this toxin (Fig. 1). On the other hand. myotovin Il was completcly neutralized
by MAb-3 (Fig. 2). but only partially (60°,) ncutralized by MAb-4 (at a molar ratio of
antibody to tovin of 1.5:1). Figure 3 shows the ncutralization curve of myotoxin 1l by
MAb-3. Myotoxic activity was abolished at molar ratios of antibody :toxin of 1:1 or
higher. Histological evaluation of muscle tissue revealed that injection of myotoxin 11
alone induced necrosis of 40 45%, of muscle fibers in the histological slides examined.
whercas in muscle injected with phosphate-bufered saline there was no myonecrosis.
When myotoxin Il was incubated with MAb-3 at a molar ratio of MAb-3: toxin of 0.5: 1.
there was 40°0 of myonecrosis. whereas at ratios of 1:1, 2:1 and 3: | myonecrosis was
totally neutralized. as there were no necrotic fibers. On the other hand, when myotoxin 11
was incubated with MAb-4 at a ratio of 1: 1 there were 15 20% of necrotic fibers in the
various histological sections examined.

-
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Fr. 2. NEUTRALIZATION OF MYOTOXK ACTIVITY 0F MYOTONIN 1] By SMONOCLINAL ANVIBOUDEES.
- Muxtures of 8 asper myotoxin H imi-1h and monocional antibodies MADb-3 and MAb-S were !

mpected v m mto groups of four mux for the evaluation of myotow: activty. Mxe were bied at
3 hr and creaune kinase activity of plasma was determined. Results are shown as mean +S.D
(n = $). The monocional antibods - myotoun molar ratws for MAb-3 and MAb-4 were |21 and
[.5: L. respectively. PBS: phusphate-bufferad sahne A sugnificant ¢ £ < 9.05) reduction of creatme
kimase values was observed with buth monovional anubodees. however. when uang MAb-3.
creatine kinase values were signiticantly (72 > 0.05) higher than those of the PBS control group

Newtralization of myotoxicity of crude B. asper venom
Both monoclonal artibodies MAb-3 and MAb-4 were able to neutralize the myotoxic '
activity of crude venom in mice (Fig. 4). Creatine kinase values obtained with the highest
proportions of antibodies tested were comparable to those of control mice injected with
rhosphate-buffered saline. In repeated experiments. using different batches of monoclonal
antibodies. myotoxic activity of the venom was reduced by 80-100%.

Neutralization of PLA. activity of myotoxin |
*\ Figure 1 shows that the enzymatic activity of myotoxin | was not ncutralized after
" incubation with monocional antibodics MAb-3 or MAb-4. while simultancous testing of
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Fii. 4 NEUTRALIZATION 08 MYOTOXC ACTIMITY OF CRUUE B. asper VESOM BY MONOCLONAL
ANTIBODIFS.
Mixtures of crude B asper verom and monocional antibodses MAD-3 and MAb-$ were ingected
im oo groups of four mae for the evaluation of myotow activity. Results are shown as
mean =S D The moawcional anubody:venom ratws tested were 2 and $ml asates
preparation mg venom ishown 23 * and 4 on absassa) whach corresponded 1o 15.2 and 30.4 mg
arubody mg venom for MAb-3. and 7.0 and 140 mg antibody mg venom for MAb-$ V- venom:
PBS phosphate-buffered sabine. All groups showed 2 sigmificant (P < 0.05) redwction of creatine
hinasc values in compan~on to venom alone Values of groups MAB-3 (2) and (3). and MAb-4 ($)
were net wgnificantly different from those corresponding to PBS.

the mixtures for myotoxic activity indicated complete neutralization. Irc.easing amounts
of monoclonal antbodies did not improve neutralization of enzymatic activity. As a
control, the polyvalent antivenom neutralized completely the PLA, activity of myotoxin I,
at antivenom : tox+1 ratios of | mi‘mg and 4 ml. mg.

DISCUSSION

The neutralization of two myotoxic PLA s from the venom of B. asper. myotoxins 1 and
11, by two murine monoclonal antibodies, is reported. The neutralizing IgGl monoclonal
antibodies studied. MAb-3 and MAb-4, recognize different epitopes on the myotoxins, as
demonstrated by differential reactivity patterns against toxin isoforms. and competition
binding assays (LOMONTE and KaHAN, 1988). MAb-3 completely neutralized -nyotoxic
activity of both myotoxins I and II, whereas MAb-4 neutralized completely myotoxin I,
but only partially neutralized myotoxin II. when tested at the same molar ratio. These
results are in agreement with the reactivity patterns previously reported for MAb-3 and
MAb-4 against the different myotoxin isoforms, since MAb-3 binds strongly to at least
four venom isoforms by ELISA and immunoblotiing analyses (LoMONTE and KAHAN,
1988). and is probably directed against a relatively conserved epitope ol several bothropic
myotoxins (LOMONTE ef al., 1990a. ¢). On the other hand, MAb-4 does not bind to
myotoxin [l when this protein is immobilized on solid phases such as plastic microplates
or nitrocellulose membranes (LoMONTE and KAHAN, 1988). Similarly. myotoxin 11 does
not precipitate with MAb-4 by gel immunodiffusion. and does not bind to a column of
MAb-4 immobilized on CNBr-activated Sepharose (LoMoNTE and GUTIERREZ. 1989).
Present results suggest that MAb-4 may have at least a weak affinity for free myotoxin 11
during incubation at 37 C, since a partial reduction of myotoxic activity was observed.
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The neutralizing ability of MAb-3 against puriticd myotoxin I was tested in more
detail. in order to compare it with previous results obtained with affimity-purified
polyclonal antibodies from commercial equine antivenom. MAb-3 completely neutralized
myotoxicity at a molar ratio of 1: 1. whereas polyclonal antibodies required a 2: | ratio to
achieve the same effect (LOMONTE ef al.. 1990h). This higher neutralizing ability should be
expected. considening that polyclonal antibodies would recognize several epitopes on the
toxin. some of which would probably not bx involved in neutralization. whereas neutra-
lizing monocional antibodies recognize only one site. which would result in an inhibition
of myotoxic activity. The fact that myotoxic phospholipases can form dimers, and
therefore. precipitable complexes with single monocionat antibodies such as MAb-3 and
MAb-4 (LoMONTE and KAHAN. 1988: LomoNTE and GUTIERREZ. 1989). may be relevant
for studying the mechanism of neutralization. It is not known whether these two
antibodies bind to the active site for myotoxicity. or alternatively. whether they interfere
with this biological activity by other mechanisms. such as by forming linear or cyclical
immune complexes in vitro. in which the toxin is unable to interact with its target in vivo.
Future studies should be performed with monovalent (Fab) fragments of the antibodies.

A dissociation of myotoxic and PLA, activities of myotoxin I was evidenced with both
monocional antibodies. Myotoxin | retained enzymatic activity while its myotoxic activity
was completely abolished. at the same antibody : toxin ratio. This observation suggests
that the molecular regions responsible for the two activities might be different (LoMoNTE
and GUTERREZ. [990). Interestingly. the dissociation observed with monoclonal anti-
bodies was the reverse of that reported when using polyclonal antibodies. since with the
latter. enzymatic activity was neutralized much more casily than myotoxicity (LOMONTE ¢f
al.. 1987: Fig. 1. present results). Other authors have reported clear dissociations of
different activities of PLAs by neutralization experiments with polyclonal antibodies
(KastUri and Gowpa. 1990). monoclonal antibodies (STRONG o7 aof.. 1983: Danst and
KeMPE. 1989; MOLLIER ¢f ul.. 1990} or by specific chemical modifications ( ROSENBERG ¢f
dl.. 1989. TAKASAKI e7 al.. 1990).

Both monoclonal antibodies neutralized the myotoxic action of crude B. asper venom
when pre-incubated in vitro. This observation confirms the concept. already supported by
experiments with polyclonal antibodies (LOMONTE ¢ al.. 1985, 1987, 19905). that venom-
induced myonecrosis is mainly mediated by this group of basic phospholipase isoforms.
The fact that a single monoclonal antibody can neutralize a chinically relevant effect of a
crude snake venom is encouraging for future therapeutic strategies based on hybridoma
technology (TREMEAU e1 al., 1986). The neutralizing ability of these antibodies by in vivo
experiments in which they are administered after envenomation remains to be studied.
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ABSTRACT

Murine monocional antibodies directed against Micrurus nigrocinctus
nigrocinctus whole venom were produced. The specificity of the
antibodies was ascertained by enzyme-linked immunosorbent assay.

Isoelectric focusir.g of the venom revealed a total of 17 bands: 16 with
isoelectric points in the range from 4.5 to 8.1 and one prominent band
with an isoelectric point higher than 9.3. Micrurus nigrocinctus
nigrocinctus venom components were separated by polyacrylamide ge!
electrophoresis (PAGE) under various conditiors. The venom components
separated into seven bands under native conditions, whereas 11 bands
were obtained following urea-PAGE. Under non-reducing conditions in
SDS-PAGE four sharp and three diffuse bands were observed. The diffuse
bands have molecular weights ranging fromn 14.5 K to 32 K whereas the
sharp bands have molecular weights of 72, 50, 12 and 10 K. The sharp
bands remain under reducing conditions and furthermore a prominent
band of 14 K is also observed. The overall results suggest the presence of
isoforms with molecular weights of 14K or lower.

Two antibodies (MAb 21 and MAb 4) recogrized all the diffuse bands
whereas three antibodies (Mabs 7G, 22 and 26) reacted with the 72 K
protein in immunoblots of venom components from non-reducing SDS-
PAGE. MAbs 21 and 28 both reacted with the 14 K band whereas MAb 7G
recognized the 72 K band obtained from reducing SDS-PAGE. One antibody
(MAb 27) partially neutralized the phospholipase A, activity of the
venom. A pool of 3 MAbs (MAb 4, MAb 7G and MAb 21), in preincubation
experiments, exerted partial protection from the lethal effect of the
venom as tested in a mouse challenge assay.
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ABSTRACT

The electrophoretic mobilities of venom components from different
Micrurus species were studied in polyacrylamide gels. The venoms
showed species specific patterns under native conditions (PAGE) as well as
under denaturing conditions on urea-PAGE. However, the patterns obtained
in SDS-PAGE were similar to each other. A variable number of proteins
with molecular weights above 45 K were observed in all venoms studied.
Diffuse bands in the range of 14 to 35 K were also observed in several
venoms under non-reducing conditions. Under reducing conditions bands
with molecular weights of 14 K or lower were prominent.

PAGE of twenty two individual M. nigrocinctus nigrocinctus venom
samples showed some completely conserved components, whereas other
proteins exhibited intraspecies variations.

Based on the reactivity of the venoms with a panel of eleven monoclonal
antibodies raised against M. n. nigrocinctus venom, it was possible to
include the venoms from M. n. nigrocinctus, M. nigrocinctus
mosquitensis, M. fulvius fulvius, M. dumerilii carnicauda and
M. albicinctus into one group, whereas M. frontalis frontalis and
M. frontalis braziliensis venoms constitute a second group. M.
alleni and M. spixii spixii showed reactivity patterns similar to
groups 1 and 2, respectively. The venom from M. surinamensis
surinamensis reacted with only one of the monoclonal antibodies.
Venoms from M. corallinus, M. ibibiboca, M. hemiprichii ortoni
M. lemniscatus helleri and M. mipartitus reacted with the panel of
monoclonal antibodies showing individual patterns.
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ABSTRACT

A murine monoclonai antibody (MAb 9A) was used to isolate by
immunoaffinity chromatography a myotoxic and phospholipolytic
preparation from Micrurus nigrocinctus nigrocinctus venom. The
preparation, called Nigroxin, appeared as a single 14.5 K band upon SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis under reducing conditions. On urea-
PAGE three bands were resolved, representing isoforms called Nigroxin a,
b and c, which probably have simiiar isoelectric points.

Nigroxin has phospholipase activity since it induced lyzis of sheep
erythrocytes in an indirect hemolytic assay, as well as the release of fatty
acids from alpha-phosphatidyicholine. The phospholipase activity of
Nigroxin was completely inhibited by another monoclonal antibody (MAb
27) prepared against M. nigrocinctus nigrocinctus venom. Nigroxin
aiso induced a dose-dependent release of peroxidase trapped in negatively
charged fLposomes. Furthermore, Nigroxin is myotoxic, since it increased
the plasma creatine kinase levels in mice when injected intramuscularly,
and induced necrosis of the muscle tissue. The plasma membranes of
cultured L6 myoblasts were permeabilised after treatment with Nigroxin,
as measured by the release of 3H-uridine nucleotides from prelabelled
cells. This effect was completely abolished after preincubation of Nigroxin
with MAb SA, which does not affect the enzymatic activity.

Studies of the reactivity in ELISA of MAbs 9A and 27 against several snake
venoms and toxins showed that MAb 9A could recognize venoms from
another M. nigrocinctus subspecies and three other Micrurus
species. MAb 27 reacted with the same venoms as MAb 9A, and in addition
with the venoms from seven other Micrurus species. Neither MAb
recognized venoms from Bothrops asper, Notechis scutatus,
Pseudechis australis or Laticauda semifasciata. Nor did they react
with purified pancreatic phospholipase A, or Notexin, a myotoxic and
neurotoxic snake venom phospholipase A,. Interestingly, however, both
MADbs recognized crude venom from Naja nigricollis as well as beta-
bungarotoxin, a neurotoxic phospholipase A, which lacks myotoxicity.
These results suggest that Nigroxin has greater antigenic similarity to the
subgroup of phospholipases from Asian/African Elapids than to the
enzymes of the marine/Australian subgroup.




