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RFSUMEN 

El trabajo en el area de Ia tecnologia de hibridomas y anticuerpos monoclonales que se 

ha venido desarrollando en el Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica, en los 

ultimos aiios, se ha centrado en la obtenci6n y caracteri1.aci6n de anticuerpos murinos contra 

toxinas offdicas d~ relevancia biomedica. Dichos anticuerpos encierran un interes tanto desde 

- un punto de vista basico (como hemunientas para el estudio de las toxinas y sus acciones), como 

aplicado, dado su potencial neutralii.ante y por ende terapeutico. En el segundo periodo de este 

proyecto patrocinado por PNUD se trabaj6 a dos niveles: como objetivo principal, a nivel de la 

adquisici6n de conocimientos sobre la producci6n masiva a traves del entrenamiento de personal 

en los centros especializados de referencia; ya la vez, como objetivo secundario, a nivel de la 

' preparaci6n y caracterizaci6n de nuevos anticuerpos monoclonales contra toxinas. Aunque por 

distintas razones ajenas a maestro control que se detallan en el presente informe final, el 

entrenamiento de personal solo pudo ser aprovechado parcialmente, se pudo avan7.ar en el 

trabajo de nuevos hibridomas y la caracterizaci6n de sus anticuerpos monoclonales. Dicho 

trabajo, con la ayuda del presente proyecto, ha permitido mantener vigente la capacidad 

tecnol6gica basica para la producci6n de anticuerpos monoclonales en Costa Rica, a escala de 

laboratorio. El alto costo de la producci6n masiva es el principal obstacu1o para su puesta en 

marcha en nuestro medio. 

t' 
I' ,. 
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INTRODUCCION 

La tecnologia de hibridomas/anticuerpos monoclonales es aun bastante inci~te en Costa 

Rica. Aunque se cuenta con suficientes :ecurscs humanos formados en universidades de paises 

desarrollados, y con entrenamiento especifico en las tecnologias especificas para preparar 

hibridomas y anticuerpos monoclonales, el alto costo en general ha limitado en gran medida la 

expansi6n de esta area biotecnol6gica en nuestro pais. El lnstituto 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 inversi6n para equipar y mantener un pequeiio laboratorio 

dedicado a dicha labor. La principal lfnea de trabajo ha sido la produccion de anticuerpos 

monoclonales contra toxinas de serpientes, como se describi6 en el informe anterior. El personal 

cientifico y la infraestructura est.an capacitados para producir anticuerpos monoclonales en 

' pequeiia escala (a nivel de milfgramos) en flufdo ascitico de ratones, pero aun no se ha 

desarrollado la capacidad para producir grandes cantidades de los mismos. Gracias al aporte 

fundamental de este proye.cto regional, y a la colaboraci6n de los centros de referencia en Brasil 

y Cuba, se ha iniciado la capacitaci6n del personal para los metodos de producci6n masiva. En 
... 

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

Como informacion introductoria, se puecle citar que el lnstituto Clodomiro Picado (ICP) 

es un centro estatal de investigacion y de produccion 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 producci6n en ciertas lf neas afines, basadas en la preparaci6n de 

sueros hiperinmunes u otras preparaciones de anticuerpos para uso terapeutico. Entre estas esta 

t 
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el suero antitetanico, junto con la producci6n de toxoide tetanico quc conlleva el elaborar dicho 

producto. 

En el campo de la tecnologia de hibridomas, el interes del ICP ha sido el desarrollar 

anticuerpos monoclonales que neutralicen actividades toxicas especificas de los venenos de 

serpiente, en especial aquellas actividades que son menos eficientemente neutraliz.adas por los 

antisueros policlonales convencionales, como lo es el caso del efecto miotcSxico (Referenda I). 

El estudio de la capacidad neutralizante de los anticuerpos monoclonales es importante como la 

base para determinar las posibilidades de una producci6n a nivel industrial de estos y ottos 

anticuerpos neutralizantes de toxinas en el futuro (Ref'erencias 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 la preparaci6n de antivenenos 

convencionales en este campo, y el potencial terapCutico que ofrecerian los monoclonales. A 

continuaci6n se resume el est.ado de los principales logros en estas areas, asi como el resultado 

de los entrenamientos para la capacitaci6n y formaci6n de recursos humanos en los metodos de 

producci6n masiva de anticuerpos monoclonales . 

RF.sULTADOS 

J.Capacjtacior; de Jos recursos hurnanos: 

En este objetivo del proyecto, puede decirse que los resultados han sido solo parcialmente 

exitosos, debido a problemas de continuidad y retenci6n del personal, lo que a su vez Jlev6 a 

- -~---
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problemas adicionales que se presentaron en el ultimo curso o entrenamiento en que se particip6 

en Brasil durante 1991. El primer entrenamiento se recibio en Cuba (primer aiio del proyecto), 

pero desafortunadamente el investigador seleccionado para asistir dej6 de trabajar para nuestra 

Unhersidad algun tiempo despuCs. Debido a esto, el segundo perlodo de entrenamiento fue 

n:cibido en Brasil por otto investigador nuestro, establecido desde varios aiios. Dicho 

entrenamiento, al igual que el anterior, fueron considerados excelentes, como se desprende de 

los respectivos infonnes de dicho perlodo. Sin embargo, en el segundo periodo se present6 el 

problema de que no podia asistir el mismo investigador a Brasil, por razones personales muy 

serias. Ante esto, se seleccion6 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 sugirio utilizar el periodo de 

entrenamiento para adquirir las bases tecnol6gicas para la producci6n de toxoide tetanico y suero 

antitetanico en el mismo lnstituto Butantan. De ta1 manera que principalmente en la ultima fase 

de capacitaci6n, bubo problemas que motivaron este cambio, anre la inflexibilidad de los 

encargados del entrenamiento. 

11.ProduccjcSn y caracterizacicSn de anticuemos monoclonales contra las fosfolipasas miot6xicas 

deJ veoeno de Bothro.ps i$PCf: 

En csta linca, se complet6 el estudio de la capacidad neutralizante de 2 anticuerpos 

murinos (MAb-3 y MAb-4), tanto hacia el efecto miot6xico inducido por las toxinas purificadas, 

como por el veneno completo. La informaci6n obtenida sc detalia en un artfculo recientemente 

publicado (Referencia 2), el cual sc adjunta en et presente informe (A~ndice). Ambos 
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anticuerpos pose.en un potencial terapeutico importante, dada su alta eficiencia neutralizante en 

comparaci6n con anticuerpos policlonales, aunque dados los altos costos de producci6n industrial 

(Ref erencia 3) su uso en la prcictica no se vislumbra por ahora. 

111.Pro<luccioo y caracteri7.3Ci6n de anticuenx>S monoclonales contra el veneno de Micrurus 

ni1m>Cinctus: 

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

- agregan otros 6 obtenidos recientemente. Todos estos anticuerpos monoclonales reconocen 

componentes del veneno de Micrurus niw>cinctus, la principal especie de serpiente coral en 

CentroamCrica. Los anticuerpos se ban venido caracteri7.ando gradualmente, y algunos reconocen 

·' / 
tambien a numerosas especies de Micrurus del continente. La especificidad, patron de 

reactividad crul.3da, y capacidad neutralizante est3n aun siendo estudiadas en el presente 

' momenta, aunque la informaci6n obtenida hasta la fecha sera enviada a publicaci6n (se adjunta 

los Abstracts en el Ap&dice). 

CONCLUSIONES 
... 

El proyecto ha permitido la capacitaci6n de nuestros recursos humar.os a nivel basico en 

cuanto a la implementaci6n de varios metodos para producir masivamente anticuerpos 

monoclonales. Si bien dichos metodos no pueden ser puestos en practica de inmediato, debido 

a limitaciones econ6micas de nuestro medio, el conocimiento neccsario para una futura 

implementaci6n se posce. A la vez, el proyecto nos ha permitido continuar trabajando con la 

t 
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linea de la tccnologia de hibrioomas y anticuerpos monoclonales, a nivel de la generaci6n de 

nuevos hibridomas, la producci6n de cantidades pequeiias de sus respectivos anticuerpos 

monoclonales a nivel del laboratorio de investigaci6n, y la caracterizacioo de sus propiedades 

basicas y neutraliz.antes hacia diversas toxinas ofidicas. Consideramos quc dicha actividad es 

relevante en tbminos del desarrollo tecnol6gioo y cientffioo de nuestro pais, en donde la citada 

tecnologia se encuenua alin en fases muy incipientes. 

REFERENCIAS 
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4.Theakston, R.D.G. (1989) Snake venoms in science and clinical medicine. 2.Applied 
immunology in snake venom research. Ilanl. Roni~. '.I.mR· .Mm. fu&. 81. 741-744 . 

A PEND ICE 

I .Informe del entrenamiento en Instituto Butantan, Sao Paulo, Brasil, Julio-Setiembre de 1991, 
por Shirley Quir6s Achi. 

2.Anfculo publicado sobre los anticuerpos monoclonales contra miotoxinas de BotbrOJlS. 

3. Abstract de los manuscritos en preparaci6n 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 ENTRENAMIEN'l'O SOBRE PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS 
MONOCLONAL ES 

PARTICIPANTE 

SHIRLEY QUIROS ACHI 
INSTITUTO CLODOHIRO PICADO 
FACULTAD DE MICROBIOLOGIA 
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA 

OESARROLLADO 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, Producci6n Masiva de 
Anticuerpos Monoclonales, patrocinado por el Programa de las 
Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD). 

Investigador responsable ~el entrenamiento: 

Ana Maria Moro-Furlani, PhD, Secci6n de Biotecnologia 

En la secci6n de Biotecnologia del Ins ti tu to Butantcin se 
presentaron para mi dos circunstancias que me impidieron cwnplir 
con lo programado para el entrenamiento de producci6n masiva de 
anticuerpos monoclonales. Estas circunstancias son las siguientes: 

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

2. Yo no habia recibido la capaci taci6n del curso anterior en 
Brasil, por lo que la Ora Ana Maria Moro consider6 que este 
entrenamiento era bcisico para participar en la siguiente etapa. 

LO anterior culmin6 en una reuni6n en la que participamos La 
Ora Moro, el Dr Jose Maria Gutierrez (Director del Ins ti tu to 
Clodomiro Picado, quien se encontraba en el Institute Butantan) y 
yo. En dicha reuni6n (ll/JUL/91) se decidi6, de comun acuerdo entre 
las partes, que durante mi estadia en el Insti tuto Butantcin, 
recibiera un entrenamiento en la producci6n de toxina y toxoide 
tetcinico, y suero anti-tetcinico, estas actividades mcis afines con 
mi trabajo en el Instituto Clodomiro Picado. 

A continuaci6n expongo un resumen de las actividades en las 
que participe en el Centro de Biotecnologia, del 02/JUL/91 al 
11/JUL/91. 

l.Estudio del folleto del curso post-congreso: Tecnologia de 
obtenci6n y producci6n de anticuerpos monoclonales murinos. 
Cuba, 1989. 

2. Mantenimiento, propagaci6n e inoculaci6n de un hibridoma 
murino en cavidad ascitica. 

3.Propagaci6n de celulas de hibridoma en botellas de cultivo 
celular para la preparaci6n de in6culos. 

Hasta este punto fue que se decidi6 con la encargada del 
entrenamiento, Ora Moro, de pasar a la secci6n de tetanos del mismo 
inst.ituto. 

--~--
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Er.trenamiento en producci6n de toxina, toxoide tetAnico y 
suero antitetAnico. 

Investigador responsable del entrenamiento: 

Ora Hisako Gondo H. 

Informe: 

SECCION DE CONCENTRACION DE SUEROS: 

Estas observaciones son hechas con base en el fraccionamiento 
de un suero anti-botr6pico, pero el mismo proceso se utiliza para 
sueros anti-dift~rico, anti-crotAlico y anti-tetAnico. 

El proceso consiste b!sicamente en lo siguiente: 

Al plasma hiperinmune previamente diluido para una 
concentraci6n de proteinas entre 4 y 5 g/dl, se le agrega sulfato 
de amonio puro hasta alcanzar una concentraci6n del 33\ y se le 
ajusta el pH a 6,9-7,0. En estas condiciones, precipitan las 
globulinas y el fibrin6geno, pero no la albfunina, la cual se 
descarta. Es importante que el producto contenga la menor cantidad 
posible de albfunina equina porque ~sta podria generar problemas 
al~rgicos en los pacientes. 

El precipitado se disuelve hasta alcanzar una concentraci6n 
de proteinas y sulfato de amonio alrededor de 4% y 8\, 
respectivamente. La temperatura y el pH se ajustan adecuadamente 
para la pepsinizaci6n. La pepsina es una enzima que cataliza la 
digesti6n de los anticuerpos liberando el f raqmento Fe por lo que 
pierden la capacidad de acti var al sistema de t::omplemento. El 
resultado es una mol~cula dividida en dos porciones: una fracci6n 
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 pepsinizaci6n cumple la funci6n de detener la actividad de la 
enzima. 

La concentraci6n de sulfato de amonio se ajusta ahora al 11,3% 
para precipitar el fibrin6geno. Se agrega tolueno hasta alcanzar 
una concentraci6n de 0, 3\ para facilitar la precip.; taci6n 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 mAs eatable en cuanto a 
su actividad, cuanto m6s Acido es el pH del medio en el que se 
mantenga). Al agregar sulfato de amonio para alcanzar una 
concentraci6n del 17,6\ termina de precipitar el fibrin6geno. Las 
globulinas que se encuentran en el sobrena<lante, se concentran y 
purifican por medio de una ultrafiltraci6n. El ajuste de fenol como 
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preservante, de cloruro de sodio para mantener la osmolaridad, la 
diluci6n adecuada para alcanzar la concentraci6n de proteinas y el 
nivel de potencia especificado para el producto, se hace despues 
de la ultrafiltraci6n. 

La planta de producci6fi 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. El tanque utilizado para la 
pepsinizaci6n posee doble Ccllllisa de acero inoxidable con el fin de 
poder circular aqua de forma inmediata a la temperatura en que se 
necesite mantener el material en proceso. Un destilador de aqua 
instalado en la misma planta facilita el acceso a una fuente de 
aqua para el fraccionamiento y la diluci6n del producto. 

Control de calidad: 
Durante el proceso de producci6n, la t~cnica de electroforesis 

aplicada a los diferentes precipitados y sobrenadantes ofrace una 
clara idea del qrado de calidad que va alcanzando el producto. 
Pruebas de esterilidad y de hem6lisis radial son realizadas al 
plasma hiperinmune ql!e entrarA al proceso con el fin de determinar 
si el plasma estA libre de microorganismos contaminantes en el 
primer caso y si alcanza el nivel requerido de anticuerpos para 
entrar al proceso en el sequndo caso. La concentraci6n de 
proteinas, sulfato de amonio y el pH se realizan para ajustar a los 
valores requeridos sequn la etapa del proceso en la que se 
encuentre el material. 

Una muestra del producto a granel es tomada en forma aseptica 
para hacer las pruebas pertinentes. Al producto final se le hacen 
l0s siguientes anAlisis: 

Determinaci6n de pH 
Concentraci6n de sulf ato de amonio 
Concentraci6n de proteinas 
Prueba de pir6genos 
Prueba de esterilidad 
S6lidos totales 
Nitr6geno total y no proteico 
Potencia 
Determinaci6n de f enol 
Aspecto 
Volumen medio 
Concentraci6n de cloruro de sodio 

El procedimiento de los anAlisis estA 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 precipitaci6n 
adicional con sulfato de amonio. Otras diferencias son dadas por 
el equipo utilizado y el tamano del mismo. 

- ~-- . 
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SECCION DE TETANOS: 

Para la producci6n de toxoide tetAnico, se parte de un 
subcultivo puro de una cepa conocida como toxig~nica 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 el la en ~aldo de tioglicolato con leche descremada al 2\. 
Despu~s de dispensar estos subcultivos en ampollas de vidrio y 
liofilizarlos, se conservan hasta su utilizaci6n a la temperatura 
antes indicada. 

La preparaci6n del toxoide tetAnico comprende tres etapas 
bAsicas: 

l.Producci6n de toxina. 
2.Preparaci6n de anatoxina. 
3.Preparaci6n de toxoide. 

l.Producci6n de toxina: 
La preparaci6n inicial de un in6culo del contenido de una de 

las ampollas de C. tetani liof ilizado en 50 ml de caldo de 
tioglicolato, es con el fin de preparar un segundo in6culo 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 estuf a a 34, 5 °C. El crecimiento ti pico de C. tetani y las 
pruebas de pureza indican si se puede utilizar este in6culo para 
el fermentador. 

Para la producci6n de toxina, se utiliza el medio de cultivo 
llamado Lathan Muller que tiene como base la digesti6n tripica de 
caseina. El media total consiste en una mezcla de soluci6n de 
N.Z.Case con varias materias orgAnicas e inorgAnicas. Un periodo 
de 5 dias de incubaci6n 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 separaci6n de la masa bacteriana y el sobrenadante se 
realiza con filtros de profundidad de 30S y 90S. Al sobrenadante 
y a una muestra tomada del fermentador al final del proceso en 
este, se la hacen las siguientes pruebas: 

a.Floculaci6n: es una prueba .in. vitro que define a una toxina por 
su inmunoreactividad. Consiste en hacer diluciones de una 
antitoxina patr6n y mezclar con una cantidad fija de la toxina de 
prueba, incubar a 45°C y observar el tiempo y la secuencia de los 
tubas cuyo contenido flocul6 primero. El titulo se expresa en 
LF/rnl. 

b.MTV: se utiliza para cornprobar si el limit& de f loculaci6n 
obtenido fue correcto. Se realiza 1n. vivo generalmente en ratones 
y el titulo es una forma de expresar la toxicidad. Debido a que la 
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variantes es 
interpretar 

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 concentraci6n y di §lisis con un UF tiene como objetivo 
empezar la purif icaci6n de la toxina. El siquiente pa so, la 
esterilizaci6n da oriqen a una toxina concentrada y esterilizada 
que puede utilizarse como antiqeno en las etapas tardias d"! la 
inmunizaci6n de los caballos para la producci6n de suero 
antitetanico. 

2.Preparaci6n de anatoxina: 
La anatoxina tetanica es una toxina tetAnica tratada con 

formaldehido, pierde su capacidad toxiq~nica pero mantiene su 
actividad inmunol6qica. La concentraci6n de formalina que inactiva 
la toxina es del 1% incubada a 37°C por 30 dias. La prueba de 
toxicidad hecha en cobayos asequra que el material no es t6xico. 

oespu~s de la dialisis con un ultrafiltro y una filtraci6n 
esterilizante, la anatoxina tetanica se titula por floculaci6n y 
se le aplica la prueba de esterilidad. Se le llama anatoxina a 
granel. 

Todo el proceso de producci6n dt:! toxina hasta la 
detoxificaci6n se hace en un laboratorio separado de los demlls. La 
anatoxina a granel puede mezclarse con otros lotes de anatoxina 
para continuar el proceso de purificaci6n. Este se inicia con la 
concentraci6n de la anatoxina utilizando un ultraf iltro que 
consiste de un filtro previo de profundidad y tres de superficie 
posteriores. Una sequnda ultrafiltraci6n se realiza con un 
"rnillipore" que posee 10 filtros de superficie de 100000. Puede 
trabajarse con una sola ultrafiltraci6n dependiendo del volumen 
uti lizado. Una muestra de este material es tomada para hacer 
analisis de control de calidad: nitr6geno total y no proteico y 
f loculaci6n. 

La anatoxina concer,trada se precipi ta con sulfa to de amonio 
al 33%. Despu~s de la primera centrifugaci6n (25 min a 5000 rpm a 
0°C), se trata de recuperar todo el precipitado posible porque en 
~l se encuentra la anatoxina. Despu~s de disolverlo con agua, se 
hace la segunda centrifugaci6n (90 min a 8000 rpm a 0°C) y esta vez 
se recupera el sobrenadante y se desprecia la masa. El proceso de 
dialisis con el ultrafiltro concentra las proteinas y depura el 
concentrado de sulfato de amonio y otras impurezas. Despu~s de este 
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proceso, se analiza el producto para nitr6qeno total, nitr6geno no 
proteico y f loculaci6n. Con una columna de Sephadex G-50 se 
purif ica aun mAs la anatoxina, mejorando el aspecto visual de la 
misma en cuanto a coloraci6n. 

oespu~s de una diluci6n hecha para que quede con 500 Lf /ml, 
se esteriliza al material con un filtro. Al producto se le llama 
anatoxina tetanica en proceso a granel. Esta puede utilizarse como 
antigeno al inicio de los esquemas de inmunizar:i6n para suero 
antitetanico. La secci6n de control de calidad toma una muestra 
para analisis quimico y biol6gico del producto. Una vez aprobados 
los resultados se le llama: anatoxina tetanica acabada a granel. 

3.Preparaci6n de toxoide: 
El toxoide tetanico es una anatoxina tetanica acabada a 

granel, diluida, adsorbida y depositada en un mismo recipiente y 
con las caracteristicas de calidad dentro de los limites 
establecidos. Todo el proceso se hace en forma esteril. Consiste 
en agregarle a la anatoxina concentrada soluci6n salina, timerosal 
como preservante e hidr6xido de aluminio como adyuvante en cantidad 
suficiente para alcanzar los valores especificados. Todos estos 
reactivos son sometidos a las analisis pertinentes de control de 
calidad antes de ser utilizados. Con cada dosis de toxoide tetanico 
se suministran 7,5 Lf en un volumen de 0,5 ml. 

PREPARACION DE ANTIGENOS: 
La Secci6n de T~tanos recibe de la hacienda una hoja en la 

cual estA especif icada la dosis que debe recibir cada caballo de 
acuerdo con el esquema de inmunizaci6n. El cloruro de calcio, una 
vez <!isuelto se agrega en forma esteril a la toxina o a la 
anatoxina segun se requiera. Se envasa en botellas Ambar de vidrio 
y una vez tapadas se guardan en refrigeraci6n hasta ser utilizadas. 

INMUNIZACIONES: 
El inicio de un esquema de inmunizaciones pa1:a un caballo se 

hace con ana~0xina acabada a granel y las inmunizaciones 
posteriores se nacen con toxina concentrada y esterilizada. Todas 
las reinmunizaciones se hacen con toxina. Se han probado varios 
esquemas de inmunizaci6n y con algunos se obtienen mejores 
resultados. Uno de los que han dado buenos resultados tiene una 
duraci6n de aproximadamente 3 meses. 

SECCION DE CONTROL DE CALIDAD 

En esta secci6n se realizan los analisis de los productos 
finales y las pruebas pertinentes durante los procesos de 
producci6n que se realizan en el lnsi tu to qutantan. Los que 
corresponden a la producci6n de toxoide tetanico son los 
siguientes: 
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ANALISIS FISICOQUIMICOS. 

l.Determinaci6n de timerosal. 
M~todo espectrofoto~trico. El fundamento es el siguiente: una 

mezcla digesti va destruye la materia orgAnica para liberar el 
mercurio del timerosal. Este se pone en contacto con la ditizona 
y se obtiene un producto de color azul cuya mAxima absorbancia es 
a 490 nm. La concentraci6n de mercurio es directamente proporcional 
a la i~~ensidad del color del producto de la reacci6n. 

2.Determinaci6n de nitr6geno total. 
M~todo: semi-micro Kjeldahl. Todo el nitr6geno presente en la 

muestra es convertido a sulfato de amcnio por la acci6n de una 
mezcla digestiva y calor en presencia je sulfato de potasio y 
sulfa to de cobre como catalizadores. En la destilaci6n, por el 
exceso de NaOH, el sulfato de amonio se descompone liberando todo 
el amonio. Este reacciona con Acido b6rico para fo:rmar borato de 
amonio el cual es titulado con HCl 0,02 N utilizando como indicador 
rojo de metilo y azul de metileno. Para la determinaci6n de 
ni tr6geno no proteico, antes de la digesti6n se le hace a la 
muestra un filtrado libre de proteinas, y al filtrado se le aplica 
el mismo prccedimiento anterior. 

3.Determinaci6n de formaldehido: 
M~todo espectrofotom~trico. El princ1p10 de la prueba se basa 

en la reacci6n especifica del formaldehido con el reactivo de 
Hantzsch (especifico para formaldehido). El resultado es un 
producto de color amarillo que presenta su m.§xima absorbancia a 412 
nm. 

4.Determinaci6n de hidr6xido de aluminio: 
M~todo titulom~trico. Todo el aluminio presente en la muestra 

es liberado por la acci6n de una mezcla digestiva. La adici6n de 
EDTA 0,05 M (exceso) produce un color amarillento en el producto 
de la reacci6n con el aluminio. La titulaci6n con sulfato de cobre 
origina un cambio de color a purpura. Se hace un blanco siguiendo 
la misma t~cnica. La diferencia entre el volumen gasto del blanco 
y de la muestra estA dada por la cantidad de aluminio prasente en 
la muestra. 

5.Determinaci6n de cloruro de sodio: 
M~todo ti tulom~trico. 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. Despu~s de que los iones cloruro han reaccionado con 

\ 

los iones mercuricos, 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 titulaci6n. 

6.Determinaci6n de sulfato de amonio: 

"' • 
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En una reacci6n con el amonio, el reactivo de Nessler produce 
un cloide coloreado cuya mayor absorbancia es a 410 nm y que actua 
como indicador de la cantidad de amonio presente. Esta reacci6n es 
utilizada para examinar muchos materiales biol6gicos. 

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 
iluminaci6n no muy intensa porque estos factores mal controlados 
podrian perjudicar la estabilidad de los animales y dar resultados 
err6nE:os. Durante el proceso es indispensable realizar varias 
pruebas in vivo para conocer el qrado de calidad que va alcanzando 
el producto en cuanto a toxicidad, detoxif icaci6n y sequridad se 
refiere. Al producto final se le practican varios ensayos 
biol6qicos como son las pruebas de sequridad, de antigenicidad y 
de toxicidad • 

• 
AGRADECIMIENTO 

Aqradezco al personal del Instituto ButantAn que de una u otra 
forma me ofrecieron su apoyo y direcci6n de manera tar. especial. 

Ora Shirley Quir6s Acni, MQC 

Encargada, Secci6n de Control de Calidad 
Instituto Clodomiro Picado 
Facultad de Microbiologia 
Universidad de Costa Rica 
San Jose, Costa Rica 

--;[=-

\ 



.. --------------------------- ----- ---- - - - -

.. ::d£··-.. -. 

-

' -

' 

... 

r ....... ,..,. ..,_ ~ '- "' .!"" !"'°- '"'! 
~ • (8foai ant.... 

_l_.IOI •! I'• . • ,- ,99:...__,.. 

NEVTRALIZATION OF MYOTOXIC PHOSPHOLIPASES A. 
FROM THE VENOM OF THE SNAKE BOTHROPS ASPER BY 

MONOCLONAL ANTIBODIES 

81tt~1 Lmcc1~1E.' Josi: MA1tiA GL"TIBRE7..'• MARGARITA RA~iaEZ' anrj CECILIA 
DiAZ 1 : 

'lm111u10 <:k•domm• Plo:ad.,_ F3':Ult.ad de Mi..Tobeolopa~ 'Oepanamauo de FisiolllP. b"Uda de Mediana. 
l "m•tnllbd de C"t>Sl;a Ri..-a. San Josie~ and 'Centro ln1em;1aonal de ln•-cs1ipr.:Wn y Adicstramimto Medico. 

LSl". San Jme_ c osu R11..-a 

1 lk.-ri-' JO Jrtl_~· 1991; «<rptnl 3 Dttrrrtlvr 1991) 

B. lo~IE. J_ M. Gt:TIERllEZ. M. RAMiREZ and C DiAZ. Neutralization of 
myotoxic phospholipascs A: from the venom of the snake &1luops as~r by 
monoclonal antibodies. Toxicon 30, 239-245. 1992.-Thc neutralization of two 
myotoxic phosphohpascs A: from the venom of &1luops as~. myotoxins I 
and II. by two murinc monoclonal antibodies is reported. The monoclonal 
antibodies. MA~3 and Mab4. recognize different cpitopcs of the toxin. Both 
antibodies completely neutralized myotoxic acti,,ity of myotoxin I and crude 
,,-enom. MA~3 also completely neutralized myotoxic activity of myotoxin II. a 
lysinc49 phospholipasc A: isoform. whereas MAM ncutraliz..:·:1 this toxin 
only panially. MA~3 neutralized myotoxin II at a molar ra•io of I: I. 
sho1'ing a hi!hcr efficiency than affinity-purified polyclonal antibodies. A 
dissociation of myotoxic and enzymatic acti,,·ities of myotoxin I was observed 
with both monoclonal antibodies. 

l!'llTRODl "CTIO:'\ 

MAs..- snake ,,-enoms induce necrosis of skeletal muscle due to the action of phospho
lipascs A: 1PLA:: MF~ and OVl•sn. 19901. Myonccrosis induced by &throp.f a.fp~r 
(lc;-ciopclo) snake ,,-enom is mediated mainly by a group of basic PLA:s. including 
myotol!in I 1Gu1t1tRFZ ct al.. 19K4). myotollin II ILo!lfOSTE and GL"TIEllllE7.. 19119). 
myotoxin Ill !KAISER c·t 11/ .. 1990). and other isoforms. whi~h cross-react antigenically 
lloMosn and KAHA~. 19Kll). Myolo,ins I and Ill are en1yma1ically active. "hereas 
myoioxin II is a ly~ine-49 \ariant with an elltremely low en1ymatic activity (0.1 % of the 
active isoform Ill; fllASCIS ~'al .. 1991 )_ lmmunochemical studies of snake venom PLA.s 
have shown that Pl.A:!> isolated from \·ipcrids and crotalids appear to constitute a class 
antigenically different from elapid phospholipascs 1Mm1>1.F.B1tooK and KAISER. 19119; 
Mo1.1.1F.1t C'f al .. 19K9. 19'X>). 

Among a group of murine monoclonal antibodies produced against these myotoxic 
PLA:s. one lgM and two lgGI antibodies showed ncu1ralizing ability for myotoxicity in 

1J9 



---------------~~~~---~-

.. :!!'l11 •. .. . . 
• . ~ . 
! 
• 

-

' 

... 

. --11-- . 

8. lOMOST~ n Iii 

prdiminal} 5CRCflinp f~"T£ and KAHAS. 1988). Neutralization studies of toxic 
and or CllZ)lmtic acti"•ities of PLA~ by monoclonal antibodies mi~t pro'idc uscfoi 
information on their structun:- function relationship. and on the molecular mechanism of 
naatrali1ation IMb."fz. 1'18~: TllE~Al. "' IJI .• 19861. Also. ncutralizin~ monodonal 
antibodies could be of \"ahJC as potential thaapcutic a~ts. In the present study ·~ 
charactC!izc the ncutralizin~ ability of tv.o anti-B. clSl'f!' myoto:tin monoclonal antibod:cs 
of the lgGI isotypc. 

'\.IA TFRIALS ..\SD \fETffOOS 

a-,.,.,_'-' ••n·,.,,.,,... 
&.drr.'f't ~ •cnom •as •>hra1ncd irom m.•n: 1holn 51J sra.-.mcn, fr,lln rhc Arbnr..: rcJk>r: of Cosu R...-a. 

Jlt">lcd. l}ophilua!. and Slomf ill -~ C \f~orouns I ud 11 •ere r..>1.11~ from the •ma>m by (°M-Scph;adn 
k>n-o.:hil• d1rom;a:op;apby ~ dc14-nbcd b~ Gt ntHU f'I "' 119111>1 ;and u .... isn ;anJ Gt Tli•IU 1 11m1. 
n:>pect1•-d). Myoroiun I •as ildchtionall~ pun6cd I>} affinll} o:hr<'lllill•"Dpb} •>II ;a mt>llt1'.ion;ol ;anuh.Jd}
SqilqrofC o:olumn 1MAb-41. ;as dcs..-nhcd b} l.1-•'<TI :ind li."K"" 11911111 Homo~nat} of thc loun J'"Pilr.&· 
lk>ns .-;as dctcmuncd by poly.a..~bmldc ~ da.1ropb.>rnrs 1n thc J>n:'IClk.1= of sodium .fodcqlsulph;arc 1 L.\f-11. 
1'1701 ;and by pol}a..Tylanudc ~ da.1rophon:"i• for i.a...., rrocan• in rhc rr.,....,.._--= of ura IT u1 • n al . I '*71. 
1.i .... ,.,,Tf ;and KAK.\s. 1911&1. 

_..,,..,,,.·(,,,,.,J..;111""""'' 
!\.l••nod.m;al anub.odin MAl>-.l ;an.i MA~ 1bo1h 1,c:;11 .,..,,., produ..-cd I>} 1ndu...,nr .,.._,,cs in rmunc-prnn(d 

BAlB.: mk.1= 1:iJCCfcd •ilh hybndom;a, H.10~.GllGI and Jf:IM.G'ff4. rc-p«tl\d} lu-"n anJ K"H"'· 19lllll 
Anui...>d,.,.. •ere rarn:ill} ;iunliaf b} pra.-.prlilll<>fl •tlh amm•>ntum sulph;a1c Thc ;an11h.Jd} .:•>11<.~1r.111on of 
J'l"CJ"lfill1t>n• •:is n111n:11cd by dcM!comctn..: aRill)Si. of rhc mor..;,,;f.,n;al 'f'lkc 1n '••nc da:lr.•rh••l'nl• .:ombnicd 
'""h 101;al rr••lan mc;asurnncnr by lhc htum llldhc>d 1K,9"r and \hn•. 1%11 An11bnd} a.:11ul~ of 
J>rq>afilllOR\ 1"3S 3S"1!ied ~ ml}tne•1mmuno;ana} l1lr.&llORS OR m..:rof'l;aln u>;alcd •1th m}<>ln\IR. ;i\ Jc:.s..oihcJ 
I>} lo'la"" n al. 11~1 I 

.\.c"'Utra/1:01u11t 11f 1P1rn1,1t1c·111 

Mn1urn of mon~-..:lon;al an11l><od} ;and c1lhcr myoloun I. myoroun II. or •i:nom ... crc 1n.:uh;a1cd .11 .l~ ("for 
:I(} mm. ;and then •RJ«lcd 1.m m 1hc raslroo:ncnuus of Jrc>Ups or four micc 1 Ill .:?fl JI. \.11<.-c IRJ«lcd •11:. 
rhnsrhil1c-hutrcrcd sahnc 10 i 2 M !'\O;o("I_ o o.a M phosph;a1c. rlf 7 !1 •ere used "'' .:on1roh. •hcrca• mi.:c 
1nJCCfcd ,.,,h "'-""om 1«> 1111 or punficd myo1011rns 140 µfl alone"'"' ulrl11Cd ;as 1hc lllr."• dra:t rcfrrm.:c. Blood 
••U colla:1cd .l hr afrcr IRJCCl1on It} .:umnr the llp of the rail. and myollC\'rO\ls "n quan111a11"d> cs111na1cd by 
mc;asunn11hc plasma crta11nc k1n;asc cEC 1.7 .l!I ilC11\1ly 1Gnliuu n 111. IYllO. 191141. usin1 ;i commcr.:1;al 
.:,>l•>n:ncrnc ;assay IStpru kn ~10. S1,ma Cllcm..:al Co. CS A I C"rtallnc km.isc ;i.:11\11~ ,.,., c1prcs'Cd "' 
unit• ml. o~ unit tic1n' dctincd ;as 1hc f'h•xphnl)lilllon of llllC n;anomolc of crc;almc per mm .it 1~ ( S1a1 .. 1..:;al 
.:1•mr.m\On ,,( quan111;111"c mulls ,.,., rcrformcd "} rhc Srudcnr"• Mnl In "'lllf: c1pcrillla\h micc "ere 
-...:riliad 4 hr •flcr 1n)CCll<>n and a s.imp!c of in,a.:ccd ps1ro,;ncm1us muscle •a• n.:1'Cd. cur m10 •n1<•ll pm;c• 
.and J'f(l(CYO(d for h1srolop:al cumin.111,1n of m~on«J(HJ\ 

\.-111,alt:1m•"' ,,f Pl. 4 . .,,.,,..,,, 
The dl>1!11• 1•f m1>nodon.1I dRl1l>.'<11c• I<• ncurrdh1c ""'~mdlk: .i.:11\ll_. ,,( m~oh>un I .. d, lc,rc-J U\IRlf Clflf )olk 

rho\J>hol:p1d•;1\\ulKlrdlC. d1lu1cJ I \ .. uh Tri•fl I \f.<" .. C'l,11111\f.1•. Triton X-11111 . .ti J>ll H \ M~u101rn I 
"'·'' m"cJ '""h mnnod,•ndl .1nrrt>.id1c' dRJ rncu"-tlcJ for .\fl min .11 l" (" The m"lurc, . .:onl;umnlf Ill,,~ 
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1'11. I [~111U••' ... w.orouc •'I• PL-\: u Tl'ITllS11t •nnro'I' I a\ '-ti r••ll.f•T•" V.ITH 
''""• ,.,,,. "'Tl•JtMf!i 

\fnlurC'.> ,,( B al.•f't'' m~••lt>un I 1m1-ll oind mt>nt"--!otul .1n11hoJIC'.> \l:\h-_l '" \l.-\h-1 •ett 
1n~1.:J 1 m mh• ff"UJ'> ••I fol!r mk.~ for Ilk ~alu..lk•n ,,( m~·'"''k'. .... 11\1!~. oinJ ... muluncousl~ 
Iota! for PL-\ ;u.:1,.11• Rcwll• oirc .!k••n "' mc.1n - SD tn -- .J1 The: 11111•. Clll' m..11..: a..'tl\tl\ 
under 1h.: """~ ~ .. nJrlk•R• ~nh.:J "'"'' - ; : µf'I n:~ mm The mc>n.-..::1•~1 
.. n11hoJ~ m~••lt•\!R m .. i..r r.al:•" l1•r \f-\h-• .1nd \l.-\1>-.J ,.cr.: _; I and I .i r. rc-rn.1"d~ PA-I 
l"'l~•.1kn1 .lftll\.:nom 1 I ml .1nll\CRt>rn mit h•unJ. PA-: l"'l~•.1kn1 .. nu•cnom 1.J m! 
.anll\Clll•m mr lt•\IRI. PR.S rlk"J'h.11.:-hu:fttal whn.: Cr.:-.111n.: "'"""' •alu.:- "';all rr••UI"' •er.: 
'-'ln•f~..antI~ J1rl11..-rrnl 1P"' nn5t fr,·-m rhe f'•'ur r'""\:"~"'"~ m~'''o"n .d:.tnc \'.allll:' of .:rc-.a11nc 
lo.1n;a-c •••rr.:--l"•nJmit h• '\f..\h-.l. \l..\!>--J .and P.\-~ •.:r.: n"I •l[1n11i.:.1n1I~ J1:f~-r.:n11 P :.. 1111~1 (n>rn 

t.ll:k\ •••r~•ndmit 1 .. PBS 

m~''"'""· •cr.: •u"-afu.:nll~ 1n.:ui>.a1al •llh 1h.: •ut>.1r.1h: .11 r C f·•r )J mm Then. 1hc fr« fan~ .1.:1J• ·~c 
"'lr...:lcd .1nd 1111.11.:J ;1<:.:1•rJint1 h> lh.: mc1h,.J ,,f 01111 1 ('1:'#11. "' rrt:\l\IU•I• J.:--.:nh.:J 11.a"""TI ,., e1/. (~IPJ 
.\, nco1tr.1h1.1l1t•n .:on1r .. 1. .. ..amrk ,,f flt>l~•.ah:n1 .1n1""""m 1 B.ai.:h l.J~-P. ln•ll!ult• ("l,;J,1m1ro Pi.:...t.•. 
l ·m•cr-11~ of (·,..r.1 Ri.:;11,. .. ,1ri.:luJ.:-J 

R[Sll TS 

.\-,•11trah;ation of mya•fo \·id ff o{ m.rnto.HnJ I cmtf II 
When myolo\in I wa .. incuba1ed wilh ei1her monoclonal an1ihody MAh-3 or MAb-l_ 

and then injcc1eJ i.m. inhl mice. plasma crca1ine kinase ac1ivity \alucs were similar to 
th1lSC ohscncd in con1rol mu:e in1ec1c:d w11h ..alinc !Fig. 11. indica1ing a comple1e 
neu1rali1a1ion of myolo:rtic ac1ivil}. Poly\alenl anli\enom also nc:u1rali1cd myoto:rtic 
acli\ily of 1hio; to\in I Fig. 11. On the olhcr hand. myohl\in II wa .. completely neutralized 
by MAh-3 !Fig. :!). hut only parually 160".,1 ncu1rali1ed h} MAh-4 lat a molar ratio of 
antibody lo tcnin of 1.5: I 1. Figure 3 show~ 1hc ncu1rali1a1ion cunc of myo1oxin II by 
\1Ah-3. M}oto\lc activity was abolished at molar ratios of antibody: 1oxin of I: I or 
higher. His1ological e\alualion of muscle li""ue re\calcd 1ha1 inja:tion of myoloxin II 
alone induced nccm'iis of 40 45°;, of :nu<oele fiber" in the hi'\lological slides examined. 
whereas in muscle rn1ec1ed wi1h phosphalc-hurTered saline !here was no myonecr<Xi:;. 
When myolo\in II was rncuha1ed wi1h MAh-3 al a molar ra110 of MAh-3: to:rtin of 0.5: I. 
there was 40°., of myonccrosis. wherea" at ratios of I : I. ;? : I and 3: I m}onccrosis was 
totally neu1rali1ed. as there were no na:rotic fibers. On the other hand. when myo1m1in II 
was incubated wi1h MAh-4 al a ra1io of I: I !here were 15 :!O~o of necrotic fibers in ihe 
various histological sections examined. 
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F•• 2. SU-TllALUATln"' nt 'lllnrou .uTn1n •• !1n-onn;is II., M1,.....x-..1""u ......... lllllS 
Muilltt'l pf B ~ m~-..>Coun II 1m1-llJ ;and lll4MkKlon;al :1n11h.1din MAb-J ;and MAb-4 •ere 
aajCCted 1 m anh> ~ of four m.x for Ille t"oilm11on of myuccna: .... -un1y. MIL"t .-ere bled ;al 
J hr ;and ctt:alanr ltamr ;acta\il~ of pbsnu •n ddcnnincd Rnulls .ire slk-...-n ;,is mean! S.D 
111 = 41. T1ar montl<.itln;al ;an11bod\ : mn>C1u.1n mobr ra111"' for MAb-3 ;and MAb-4 •-ere I : I ;and 
1.5: I. rcspccla\d~ PBS: ~lc-~frcral s;alanc A ",n11ian1 f I' < O.llSJ rcduct11Jtt of \."TQlano: 
ka~ ~;aluo •;as obscn-cd •alb b.•lh mori..-.:lon;al :1n11hodao:s. ho•C\cr. •hm 1run, MAb-4 . 
.. Taunc kan;asc ~;alucs •ere "'n11ian1I~ 11' > 0.1151 ha'hcr :~n 1h.-.sc oi Ille PBS .:1Jttlml Jr•lUJ' 

.\"eutrali:lltion t1f nr_roto~icity of crude 8. asper rl'nom 
Both monoclonal antibodies MAb-3 and MAb-4 were able lo r.eulralizc: the myotoxic 

a~'1i\ily of crude venom in mice (fig. 4). Crcatinc kinase values obtained •ith the highest 
proportions of antibodies tested were comparable to those of control mice injected .;th 
rhosphal'l!-buffcred saline. In repeated experiments. using different batches of monoclonal 
antibodies. myotoxic acti\ily of the "·enom was reduced by 80-100~· •. 

. \-C'Utrali:ation of PLA: actfrity of m_rotoxin I 
Fi{!ure I sho•·s that the cnTymatic acti\"ily of m\olo,in I was nol neutralized after 

incuha1ion with monoclonal antibodies MAb-3 or MAb-4. while simul!aneou~ tcstin!! of 
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M1'.lluro •>I .. Tiide B d.'f'" •..m.1111 and m.-idoaal anlibodan MAl>-3 ;iind MAb-4 were mjCCted 
1 m 1nl•• ,,.,,.,ps of four ma."C for 1h.: C'J1lm11on of m~"""oi: a.;11•11~. RnullS ;ii...: shown as 
man ~ S. D ~ --=loaal an11"'1dy : •-nom nbOs 1n1cd •CTC' :! and 4 ml asoio 

prqlaRIK>n m1 •cn.1111 l"'°"n as:: "nd 4 on ab...·mal "'luch Ctlrrnpondcd 10 IS.:! and J0.4 l'llJ 
ar.11body lllJ •cn.1111 for !\.IAl>-.1. and 7 0 and 14 0 m1 an11body m1 •cnorn for MAb-4 \"- •mom; 
PBS rhospha1c-bulfacd "'line. All groups stw.cd a sipdian1 1 /> < O 05 I raiu..1itm of '-Tal111e 
l.1~ •aluc' 1n .:•~m<>n h• •.:nnm alon.: \"alun of grnvps MAl>-31:!1anJ141. "nd \IAb-4141 

•CTC' ft•>I "Jndic-~nlly J1F.CR11! from 1hc.-sc corrnpond1nr lo PBS. 

?4) 

the mixtures for myotoxic activity indicated complete neutrali1ation. lr~"'.casing amounts 
of monoclonal antibodies did nol improve neutrali7.ation of enrymatic activity. As a 
control. the polyvalcnt antivcnom neutralized comrlctely the PLA: acti,.ity of myotoxin I. 
at antivcnom: lox'" ratios of I ml;mg and 4 ml mg. 

OIS<."USSIOS 

The neutrali7.ation of two myotoxic PLA:S from the "·enom of 8. as,wr. myotoxins I and 
II. by two m1:rine monoclonal antibodies. is reported. The nc!llralizing lgGI monoclonal 
antibodies studied. MA~3 and MAb4. recognize different epitopcs on the myotoxins. as 
demonstrated by differential reactivity patterns against toxin isofonns. and competition 
hinding assays (LI>MOSTF. and KAHA!'i. 1988). MA~3 completely neutralized ·nyotoxic 
act1\.·ity of both myotoxins I and II. whereas MAb4 neutralized completely myotoxin I. 
hut only partially neutralized myotoxin II. when tested at the same molar ratio. These 
results arc in agreement with the reactivity partems previously reported for MA~3 and 
MAb4 against the different myotoxin isoforms. since MA~3 binds strongly to at least 
four venom isofonns by ELISA and immanohlotting analyses (WMO!'l.TE and KAHAN. 

1988). and is probably directed against a relatively conserved epitopc ol' several bothropic 
myotoxins (LoMO!'l.TF rt al .. 1990a. c). On lhe other han<'. MAh-4 docs not bind 10 

myotoxin II when this prolcin is immobilized on rolid phases such as plastic microplalcs 
or nitrocellulose membranes (l.oMosTE and KAHAN. 1988). Similarly. myotoxin II docs 
not precipitate with MA~4 by gel immunodiffusion. and docs 001 bind to a column of 
MAh-4 immobilized on CNBr-activatcd Scpharosc (loMOSTf. and GuntllRF.7.. 1989). 
Prescnl rcsulls suggest that MAb4 may have at leas! a weak affinity for free myotoxin II 
during incubation al 37 C. since a partial reduction of myotoxic activity was observed. 
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~ neutralizing ability of MAb-J against purili~ myotoxin II was tested in more 
derail. in order lo \."Omparc il with pre\ ious rrsuhs obtained wi{h affinity·-purificd 
rnlydonal antibodies from commcn;a1 equine anti\·c:nom. MAb-3 completely neutralized 
myotoxicit} at a molar ratio of I : I. where-as polydonal antibodies required a :! : I ratio to 
achie,-e the s:ime effect (loW«>'.'."TE er al .. 1990ht. This higher ncutr.alizing ability should be 
expected. considering that polydonal antibodies would recognize sc:\·er.11 cpitopes on the 
toxin. some of which would probably not ~ im·ohed in neutralization. whereas neutr.1-
lizing monoclonal antibodies recognize only one site. which would result in :m inhibition 
of myotoxic acti,·ity. The fact that myotoxic phospholipascs can form dimers. and 
therefore. prc\.;pitable complexes with single monoclonal antibodies such as MAb-3 anl! 
MAb-4 cloW«>STF and KAHAS. 198K: lm•osn. and Gn1i:RRE7.. 19891. may be relevant 
for studying 1he mechanism of neutr.alization. It is not known whe1her 1hesc 1wo 
antibodies bind 10 the ac1ive site for myoioxicil}. or ahcrnali\el}. w·hether 1hey in1erfere 
wi1h lhis hiologi";d il\.'ti\ily by other mechanisms. such as by forming linear or cyclic-al 
immune complexes in rirm. in which 1hc loxin is unable 10 ir.teract with its targe1 in 1·fro_ 
future studies should be performed w·ith monO\·alcnl lfab) fr.1gments of the an1ibodies. 

A dissociation of myotoxic and PLA: acti"·itics of my,noxin I was evidem.'\.-d with bo1h 
monoclonal antibodies. Myotoxin I retained enzy·matic acti"·i1y while i1s myo1oxic acli\il} 
was completely abolished. at the same antibody: ioxin ra1io. This obscrvalion suggests 
1ha1 the molecular regions responsible for the two activi1ics might he differenl ( loMoSTF. 
and GnlfRRE7.. 199())_ Interestingly. the dissoc;ation observed with monoclonal an1i
bodics was the re,·ersc of 1hat reported when using polydonal antibodies. since wi1h the 
lauer. en.rymatic acti,·i1y was neutralized much more easil} 1han myo1oxicity I ln!ltn'.'.af ,., 
al.. 1987: Fig. I. present rcsulls). Other au1hors hne reporled dear dissocialions of 
dilferen1 ac1i"·i1ics of PLA:s by neutraliza1ion e'pcrimenis wi1h polydonal antibodies 
IKAsn:Rt and GownA. 1990). monoclonal anlibodiC'i ISTRo-.;<; •'! al .. 198.i: DAsSF and 
KrMPF. 191!9; Mou.tt:R ,., 111.. 199()) or by specific chemical moditica1ions I RosFSBF.RG ('f 

al .. 191!9; TAKASAKI er al.. 1990). 

Bo1h monoclonal antibodies neu1rali1ed 1he myolmic aclion of crude B. a~pa \Cnom 
\\.hen pre-incubated in 1·i1m. This obsen·aiion confirms lhc conccr1. already supporled by 
expcrimcn1s wilh polyclonal anlibodies lloMo-.;n c·r al.. 19!!5. 19!!7. 1990hl. 1ha1 \·cnom
induced myonccrosis is mainly media1ed by chis group of ba,ic phospholipasc: isoform.;. 
The fact lhal a single monoclonal an1ibod} can neu1ralize a clinically rc:le\anl etfec1 of a 
crude snake venom is encouraging for fu1urc lherapcutic stralcgics based on hybridoma 
1cchnology (TRFMF.At: ,., al .. 1986). The neutralizing abili1y of lhcse an1ihodies by in 1·im 

experimen1s in which they arc adminis1ered afler em·enomation remains lo be: s1udicd. 

4,4,,.,.,,,.,,,,.,,,..,,,, We th.ink r>r• I.\\~""' "''"''· t:iK •. \RI•• '*'""''"· F.11'' ( •M'llf"~· \hRI\ F11'' 
Rn\IR• . .ind L111'11 C•1111R11' for •·Jhuhk heir Th..- hn.1n.:1.1I 'urr-•r1 from ln1c:rn.111on.1l f .. unJ.11111n for 
S.:1.:n.:..- 111r;m1 I· I l~l\-ZI .ind \°l(crr;-...hin.i J,· ln•c:-1111;1.:ion. 1 · nl\cr-iJ;1J Jc < "''·1 R1.:,1 1 ,., ·~1-""·'•~11 ;, 
.ad.no ... lcdJni R '-"""'n dnd i \I (;1 lllM~I/ "'er..- rc:.:ir...-nh ,,, rc:...-.ir.:h ,·.irc:c:r ·'"'·"''' lr••m rhc: "'"'" 
Ri.:.1n '·""'"-'i S.:n:n11ri.: .and Tc.;hr..•10111;-.11 R~...-.1r;h ( ••un.:il !CO'.'o;ICfT 1 dunni: 1h1' '""" 

f),,q. J \I .ind K1 \IPI. J 1 f '1~'11 r>rcr;ir.111on J:id • hdr.1.-ic:ru.11111n ,,,- m.>no..lnn.11 .m11huJ1..-, •Jl.tlll•I 
/l·hunir.ir•''''"" .tn•I '" ·\· .tnd ff..:h.tm' /,,.,, "" 27. 1111 I 1111•1 

l>1J1 I.\" P 11'1-11>1 A rd.tll••n h..-1 .. c.:n non·c:,lcnlic:J r_.11~ .i.:1J, 1n rl·""'·' •n1l 1h,· mc1.1hofi,m ul Jllu.:11...: J , Im 
/,,,,.,, .¥.'. I ~o I~~ 
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\fonoclorual An1ibodlo:s lo !'.tyoloxic PLA: 245 

,:-.. ... .-.s. 8. Gl ntHtz. J !\.L L.-~n. B. and KA15H. I H'Wll Myo1oxin II from llotltr0f1s llSi"" 
1Tcm,>Jldc>I 'mom is a l~Sl~-49 plwspholtpast A, . . 4rdu Bit1t·iwm. /kopliu. 214. 35:!-3~. 

G1 ntaau. J. \L ."HOYO. 0 and B<>LA~ R. t 19llOI Mionecrosis. hanornJQ y cc!rma 1nducidos por d 
'rncno ~ 3'•rlrrr>pt "'-'fW' rn raion blan..-o. Tr>nc·r,,, II. 603-f\IO. 

tit m1u111. J \I . ""' 'B\. l" L anJ Otl! LL (j \" fl9ll41 hol;a11,>n of a m~oh>·un from 11 .. rlrmp.< IL•/¥' , . ._.n,1m: 
J'ilrll.ll .:h.1ra.:1crualll•n .1nJ a.:1ton on .i..d.:tal musc:lc: r ...... ,,, Z1. ll.5-1.::11. 

<it mu11. J \I. (11\11,...n. B.CH~\t~. F. \l• .. t'"· E .1nJC"tau~~- l.1N!1t11 Ph;mna.:•>lop:-.1l;u.1i,i1..:sofa 
"'"' rh•"rh••hpa-.: -\ 1 ... •la1,-J from 1h..- •.:nc•m ,,f Borh"'P• "-'P.·r C""'f'· 81.,.·lr.-m. Plrnrr>/ a«·. 1.59 lt.4. 

K ""I. 1. \ .1nJ \I\\ tR. \I r !'HI I 1 f. •p.·rrm,·ntJ/ /nin111t1•1<·h.-n11•tr• Spnn,iticlJ Ch.ark-. C Th••mas. 
"'\ISIK. I L c_;, TlfHE.I. J. \I .. Pu \l!ICU. D. AIRD. s D. and Ootu. G. \". 119901 The amino acid scqurn« or 

.1 m~••h•\r.: phc>Sph••hpa~ from the •er.om ,,f &•thr••P• usprr . . .frdu 8111.-ltnn. Bwplr.n. 271. 319-3~.5. 
K \\II Kl. S .1nJ li< '"'I> l. f \ I ('1'1111 [l.:k-.:l1on. U"ft!I ,lftl1h0Jlc:'>. ,,f pharma.:ol.>~t.:all~ a<:lll<: Sill:'>. ap;art from 

th·· .:.11.1!~11.: ... , ... _ ··n «•thlm rh·"rh·•hpa....: .\: /"""'" 21. 9! 'N 
I.'''""'- l K 119-01 n.:-.1•.1~ of ,1ru.:1ur.1I prol.:tn• Junn!l lh.: assc:mh!~ ,,f 1h..- h.:-.1..t of 11...:tmorha~ T4. 

\.i1UT.- W. Niii M.5 
L""'"n. B and GntERRfZ. J M I 19'NI A nC'OO muscle cbmapns loitin. myotoxin II. from 1ht vrnom or 1hc 

<nakc &•thmp.• usprr Ucn.'Klpclol. fo,,..,,,, 1:1. 715- 733. 
L• ~" n. B. anJ Gt ntauz. J M. 1199111 Disso..-.a1ion or rnnrrua1ic and louc activities b~ 111( use or antibodies 

iL.:11a to lhc EJilorl. r,,.,..,,.. :za. 1145-1146. • • 
L•Nl"TL B anJ K•H•'· I.. 11911111 ProJoctl<lft anJ rartial .:h;ar.1.:tcrira11on of monodonal an1ib0Jics lo 

&1rhr11p, "-'ftc'' uer.:1t.'p:lol m~oln\ln lou1·,.,, 26. 675 NCl.J. 
l.11•111' n. B. Gt 111 RRI/. J \I .1nd \hr~- E. I 1911.51 i-.ola11on fn•m" J'l<•l)•alrnl anll\Cnom of anlll•oJIC'> h> a 
m~oruun II? Bothror\ '"f't'' -.n,;,ak~ \CROm. T1nlnJlf n X07 Ml.l. 

l.11'lll•'TI. B. <i1 TllRlll/. J \I. \!oat"'· E anJ <.·1R1l.\s. I .. I (91171 An11ho<h n.:u1rahr.111on nf;a m\olo\ln from 
rhc: \c:n,,m ,,, Bothrop, "'~' 1h:n .. ,,1('('l•lJ f,,,1,on ?!'. -1-1.l +a'I. - -

'·""'''n. 8. , , 111 ~'"'· \I F - Rll\111\. \I r. (°\R\ff .... .\. F . RllJ\S. G .. A\·!ICIRll H. R. anJ GI Tli.llRIZ. J. \I. 
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ABSTRACT 

Murine monoclonal antibodies directed against Micrurus nigrocinctus 

nigrocinctus whole venom were produced. The specificity of the 

antibodies was ascertained by enzyme-linked immunosorbent assay. 

lsoelectric focusi;: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 gel 

electrophoresis (PAGE) under various conditior.s. The venom components 

separated into seven bands under native conditions, whereas 11 bands 

were obtained following urea-PAGE. Under non-reducing conditions in 

SOS-PAGE four sharp and three diffuse bands were observed. The diffuse 

bands have molecular weights ranging frorn 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 

isoforrr.s with molecular weights of 14K or lower. 

Two antibodies (MAb 21 and MAb 4) recognized 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 SOS

PAGE. MAbs 21 and 28 both reacted with the 14 K band whereas MAb 7G 

recognized the 72 K band obtained from reducing SOS-PAGE. One antibody 

(MAb 27) partially neutralized the phospholipase A2 activity of the 

venom. A pool of 3 MAbs (MAb 4, MAb 7G and MAb 21), in preincubation 

experiments. P.xerted partial protection from the lethal effect of the 

venom as tested in a mouse challenge assay. 
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AB.5TRACT 

The electrophoretic mobilities of venom components from different 

llicrurus 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 SOS-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 If. 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 agai1st II. n. nigrocinctus venom, it was possible to 

include the venoms from If. n. nigrocinctus. M. nigrocinctus 

mosquitensis, M. fulvius fulvius, M. dumerilii carnicauda and 

If. albicinctus into one group, whereas M. frontalis frontalis and 

M. frontalis braziliensis venoms constitute a second group. II. 

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. coralllnus. M. lbibiboca, M. hemiprichii ortoni 

If. lemniscatus helleri and II. mipartitus reacted with the panel of 

monoclonal antibodies showing individual patterns. 
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ABSTRACT 

A murine monoclonal antibody (MAb 9A) was used to isolate by 

immunoaffinity chromatography a myotoxic and phospholipolytic 

preparation from llicrurus 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 similar isoefectric points. 

Nigroxin has ohospholipase activity since it induced ly:is of sheep 

erythrocytes in an indirect hemolytic assay, as well as the release of fatty 

acids from alpha-phosphatidylcholine. The phospholipase activity of 

Nigroxin was completely inhibited by another monoclonal antibody (MAb 

27) prepared against II. nigrocinctus nigrocinctus venom. Nigroxin 

also induced a dose-dependent release of peroxidase trapped in negatively 

charged liposomes. 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 9A. 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 llicrurus 

species a.1Ab 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 A2 or Notexin, a myotoxic and 

neLJrotoxic snake venom phospholipase A2. Interestingly, however, both 

MAbs recognized crude venom from Naja nigricollis as well as beta

bungarotoxin, a neurotoxic phospholipase A2 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. 
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