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1. RESUMEN DEL PROYECTO

El presente proyecto propuso desarrollar e implementar
tecnologia alternativa utilizando herramientas inmunoquimicas de
vanguardia para la cuantificacién de mollerosina en las harinas de
pescado. Actualmente, este tipo de metodologia se emplea con gran
éxito para la determinacién de una gran diversidad de compuestos,
tales como hormonas, farmacos, pesticidas en muestras complejas
(sangre, alimentos, agua).

La estrategia del proyecto consistié en desarrollar anticuerpos
policlonales y monoclonales contra mollerosina, generados por la
inoculacién de inmununégenos de alta antigenicidad, obtenidos por el
acoplamiento quimico de la mollerosina a una proteina transportadora,
a animales de laboratorio.

Una vez obtenidos los anticuerpos, se disefié un ensayo de para
la deteccidén de mollerosina para la evaluacién rapida, selectiva vy
efectiva de esta toxina en las muestras de harinas de pescado.

Se espera que con esta tecnologia poder seleccionar masivamente
harinas de pescado, permitiendo simultédneamente la decisién respecto
al destino final de las harinas y la segmentacién del mercado. De
esta forma se esperan lograr reales beneficios a nuestra empresa en
la seleccién y certificacién de harinas de pescado.
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2. INTRODUCCION

En la actualidad nuestro pais es uno de los principales
productores y exportadores mundiales de harinas de pescado. Sin
embargo, esta creciente demanda ha obligado a los “productores
nacionales a cumplir altas y crecientes exigencias de calidad de los
mercados internacionales.

TEPUAL establecié un Programa de Desarrollo para enfrentar
el desafio de incrementar, masificar y flexibilizar nuestro servicio
de certificacién y control de calidad de harinas especiales,
destinadas a la nutricién animal. Este Programa considera como
objetivos, el mejoramiento de la calidad de servicio en la seleccién
de harinas especiales y la expansién de nuestro mercado obijetivo,
nacional e internacional, mediante el desarrollo e implementacioén de
rapidos sistemas de seleccién.

El vémito negro-erosién de molleja, cuadro biotoxicolégico
complejo, producido por la incorporacién de harinas de pescado a las
dietas de las aves, tiene gran importancia en la comercializacién de
las harinas. Este cuadro se caracteriza por produccién de
ulceraciones a nivel de la molleja, aparicién de un fluido negro por
las fosas nasales, disminucién del apetito, menor peso corporal,
menor eficiencia de conversién alimentaria y disminucién en la
produccién de huevos. La evaluacidén biotoxicolégica de las harinas se
realiza mediante un ensayo biolégico que permite evidenciar las
toxinas ©presentes, generadas principalmente en el proceso de
elaboracién.

La identificacién de las toxinas causantes del vémito negro
y erosién de molleja ha sido muy dificil y tan sélo, hace unos afios
atrds, se 1logré aislar una molécula, de estructura gquimica muy
simple, denominada mollerosina ("gizzerosine") de las harinas de

- pescado téxicas (1). Quimicamente, la mollerosina o &cido 2~amino-0-

(4-imidazoil)-7-azanonaroico, es un derivado de la histamina de masa
molecular de 240 daltons y cuya estructura se muestra en la Figura 1

(2).

En el ©presente proyectoe se propuso desarrollar e
implementar tecnologia alternativa a los bioensayos, utilizando
herramientas inmunoquimicas de vanguardia para la cuantificacién de
mollerosina en 1las harinas de pescado. Para ello, se propuso
desarrollar anticuerpos policlonales y monoclonales anti-mollerosina,
producidos por la inoculacién de inmununégenos de alta antigenicidad,
obtenidos por sintesis gquimica (unién de proteinas transportadoras a
mollerosina. Con estos anticuerpos se disefiard un ensayo de captura y
deteccién de mollerosina para la evaluacién rdpida, selectiva vy
efectiva de esta toxina en las muestras de harinas de pescado.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo general.

Este Proyecto tuvo como objetivo principal disefiar vy
establecer un nuevo procedimiento para evaluar la calidad
toxicolégica de las harinas de pescado mediante 1la deteccién
inmunoquimica de mollerosina.

3.2. Objetivos especificos.

(a) Sintesis de derivados inmunogénicos de mollerosina.

(b) Generacién de anticuerpos poli y monoclonales especificos anti-
mollerosina.

(c) Disefio de un procedimiento experimental simple para la deteccién

de mollerosina en forma rdpida y masiva en muestras de harinas de
pescado.
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4. PROGRAMA DE TRABAJO DEL PROYECTO.

ETAPA 1 @ 1 mes

Planificacién general del Proyecto

Contratacién de personal

Estudio y disefio de formacién de derivados inmunogénicos de
mollerosina. Eleccién de proteinas transportadoras y técnicas de
acoplamiento.

ETAPA 2 : 3 meses
Sintesis quimica y purificacién de derivados de mollerosina.
Analisis quimicos y fisicos de los derivados.

ETAPA 3 : 2 meses

Anticuerpos policlonales y monoclonales anti-mollerosina: inoculacidn
de inmunégenos a conejos y ratones, respectivamente. Estudios de
dosis, adjuvantes, vias de inoculacién, obtencién de sueros ¥y
determinacién de titulos.

ETAPA 4 : 3 meses
Anticuerpos monoclonales anti-mollerosina : fusién de hibridomas vy
cultivo. Produccién de hibridomas.

ETAPA 5! 3 meses
Anticuerpos monoclonales anti-mollerosina: screening de hibridomas.
Expansién y mantencién de hibridomas.

ETAPA 6: 2 meses
Caracterizacién de anticuerpos poli y monoclonales: estudio de
especificidad

ETAPA 7 : 3 meses

Establecimiento de las condiciones para la deteccén inmunoguimica de
mollerosina por radioinmunoensayos en fase liquida y fase sélida en
muestras de harinas de pescado.

ETAPA 8 : 1 mes
Evaluacién final del Proyecto e INFORME FINAL.

o

Pdgina - 7

I



5. ACTIVIDADES REALIZADAS

5.1. Parte gquimica.

5.1.1. Sintesis quimica de conjugados de mollerosina

Después de realizar el estudio para el acoplamiento de las
proteinas carrier a mollerosina (ver informe de avance I y II), se
eligieron BSA, OVO y KLH. La unién covalente de la mollerosina a
estas proteinas se realizd secuencialmente utilizando la siguiente
metodologia:

a) Proteccién de los grupos aminos de la proteina.

Dado que la mollerosina presenta dos tipos de grupos reactivos
(carboxilo terminal y un amino lateral), en teoria pueden realizarse
dos reacciones de unién. Aungque la eleccién es arbitraria, se opté
efectuarla a través del grupo amino terminal. Para dirigir el
acoplamiento, se protegié previamente los grupos aminos de las
proteinas, utilizando el reactivo N-~ter-butoxicarboniloximino-2-fenil
acetonitrilo (Boc-on) como describe Itoh et al (3). Se disolvié la
proteina en agua con agitacién por 3 horas. lLa reaccién se detuvo
ajustando el pH de la solucién al punto isoeléctrico de la proteina
con &acido citrico, se precipité con acetona y se lavé 2 veces con
este solvente,

b) Activacién de los grupos carboxilos de la proteina.

Se usdé el protocolo descrito por Pless et al (4), activandose
los grupos carboxilo de la proteina con dicicloxilcarbodimida (DccC).
Brevemente, la reaccién comenzé con la disolucién del 2,4.5- tricloro
fenol en dimetoxietanol. Posteriormente, se agregé la proteina
transportadora con los grupos amino protegidos y se dejé reaccionar
por 30 minutos. Luego, se agregdé DCC y se dejé toda la noche a 4°cC.
Después de precipitar la proteina modificada, se lavé con éter y se
secé por vacio.

c) Acoplamiento de mollerosina a la proteina modificada.

A la proteina modificada (grupos aminos protegidos y carboxilos
activados), disuelta en agua, se le agregé directamente 1la
mollerosina. Después de dejar por 6 horas a 4°C con agitacién, se
pregipius Yy se lavé con éter. Finalmente el producto se secé por
vacio.

Pdgina - 8
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d) Desproteccién de grupos amino de la proteina.

Se desprotegieron los grupos aminos de la proteina acoplada a
mollerosina para aumentar su solubilidad en solventes polares. Para
ello, se disolvié en &cido trifluoroacético y se dejé reaccionar por
45 minutos a temperatura ambiente. Luego, el solvente se eliminé por
vacio y el conjugado se lavé con éter, removiéndose el solvente por

evaporacion.

5.1.2. Verificacién del acoplamiento de mollerosina a las proteinas
transportadoras.

Para los acoplados BSA-mollerosina y OVO-mollerosina, se usé la
reaccién de Pauli de acuerde a Sluyterman et al. (5), que determina
colorimétricamente a 530 nm, el grupo imidazol de la mollerosina. La
reaccién de Pauli reveld cualitativamente una mayor presencia de
grupos imidazoles que 1los controles (OVO y BSA no acoplados).
Adicionalmente como controles positivo y negativo se usaron histidina
y los solventes de la reaccién respectivamente.

Para el acoplado KLH-mollerosina, se midié la absorbancia del
acoplado a 220 y 280 nm, las cuales corresponden a las longitudes de
onda de mé&xima absorcién del hapteno y del carrier, respectivamente
(6)}. Se obtuvo una razén molar de 60 moléculas de mollerosina por mol
de proteina.

En resumen se sintetizaron exitosamente los conjugados

propuestos originalmente en el proyecto, los que fueron usados para
la posterior generacién de anticuerpos policlonales y monoclonales.

Pdgina - 9
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5.2. Parte Inmunolégica

5.2.1. Obtencién de anticuerpos policlonales: Inmunizacién de conejos
con conjugado KLH-mollerosina

Para el desarrollo de esta etapa fue necesario considerar
aspectos tales como: especies. adjuvantes, dosis de antigenos vy
sangrias, los cuales se describen en los los dos informes de avances.

Se inyectaron dos conejos con el conjugado KLH-Mollerosina,
realizdndose las inmunizaciones y sangrias de acuerdo al siguiente
cronograma:

Dia 0: Suerc preinmune. A cada uno de los animales se les extrajo
sangre para obtener la condicién basal (sueros preinmunes).

bia 3: Inmunizacién 1. Cada conejo recibi¢é 100 ug de antigeno,
resuspendido en coadyuvante de Freund completo, en ambos cojinetes
plantares.

Dfia 10: Inmunizacién 2. Ccada animal se reinyecté, en dorso por via
subcutdnea, con 100 ug de antigeno resuspendido en coadyuvante de
Freund incompleto.

Pia 17: Sangria 1. Para evaluar y comparar la respuesta inmune de
cada animal, se obtuvo sangre y se determinaron la concentracién de
anticuerpos (titulo) por un ensayo inmunoenzimatico en fase s6lida
(ELISA).

Dia 24: Inmunizacién 3. Cada conejo recibié, nuevamente, 100 ug de
antigeno en coadyuvante de Freund incompleto estéril en distintas
partes del dorso por via subcuténea.

Dia 31: Inmunizacién 4. Por iultimo, cada animal se reinyecté por via
intraperitoneal con 100 ug de antigeno, preparado en tampén salino
estéril. Al término de esta etapa, se realizaron sangrias cada 7
dias. En total se efectuaron 6 sangrias y en cada una de ellas se
obtuvieron 50 ml de sangre. Los titulos de anticuerpos se evaluaron
por ELISA.

5.2.2. Estandarizacién de un método inmunoenzimdtico (ELISA) para la
determinacién de los anticuerpos anti KLH-Mollerosina en animales
inmunizados.

Tanto para la evaluacién de la respuesta inmune en los
animales inmunizados como el desarrollo de una metodologia simple
para 1la posterior cuantificacién de mollerosina en mnuestras de
harinas de pescado, se colocé a punto un ensayo inmunoenzimiticoc en
fase s6lida (ELISA) descrito por Crowter et al. (7) (Figura 2). Esta
metodologia permitié, en forma simple (sin uso de radiactividad) y
sensible, establecer 1la concentracién de los anticuerpos en los
sueros de los animales inmunizados.

Pagina - 10
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Para estandarizar esta metodologia, se evaluaron distintas
condiciones experimentales: tiempos de incubacién, tipos de proteinas
bloqueadoras, etc. Brevemente este protocolo, ilustrado en la Figura
2, consistié en:

- Activar las placas de poliestireno. A cada pocillo se agregaron 50
4l de KLH-Mollerosina, preparado en tampén carbonato (pH 9,6) en una
concentracidén de 20 ug/ml. La activacién se realizdé por 1,5 horas a
temperatura ambiente.

- Bloqueo. Todos aquellos sitios libres en los pocillos, se saturaron
con una proteina bloqueadora. Para ello, se incubaron las placas con
400 ul de tampén PBS que contenia seroalbimina de bovino al 1%,
durante 1 hora a temperatura ambiente.

- Incubacién con el primer anticuerpo. Las placas activadas vy
saturadas se incubaron con sueros anti KLH-mollerosina, diluidos
1/1.000, 1/2.500, 1/5.000, 1/7.500, 1/10.000, 1/25.000 y 1/50.000,
por 90 minutos a temperatura ambiente en triplicado.

- Lavado. Para eliminar el exceso de anticuerpos nc unidos, se lavé
cada placa 4 veces con PBS-Tween 20 al 0,05%

- Incubacién con segundo anticuerpo. Finalmente a cada pocillo se le
agregaron 50 ul del anticuerpo cabra anti-IgG de conejo conjugado a
fosfatasa alcalina y se incubé por 1,5 horas a temperatura ambiente.

- Lavado. Nuevamente el excesc del segundo anticuerpo no unido, se
eliminé siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

- Cuantificacién. A cada pocillo se agregé 100 pul de p-
nitrofenilfosfato (sustrato cromégeno}, el cual al ser hidrolizado
por la fosfatasa alcalina produce un color cuantificable
espectrofotométricamente en un detector ELISA.

Como controles se realizaron incubaciones omitiendo el
antigeno o el primer anticuerpo.

La Tabla 1 muestra los resultados de la estandarizacién del
ELISA para la evaluacién de la respuesta inmune en 1los animales de
experimentacién. Los valores de las lecturas en los sueros inmunes
fueron mayores que las de los sueros preinmunes, indicando 1la
presencia de anticuerpos especificos.

Pdgina - 11

i<



'
LRI v a oL

Y- P g,
i

e ——

ey

5.2.3. Evaluacidén de la respuesta inmune en los animales inmunizados
(anticuerpos policlonales).

El ensayo de ELISA, anteriormente expuesto, permitid
evaluar la respuesta inmune de los 2 conejos inmunizados con KLH-
Mollerosina. Se analizaron los sueros de todas las sangrias en
diluciones entre 1/1.000 a 1/50.000. Los titulos de anticuerpos del
conejo 2 de cada una de las sangrias se muestran en la Figura 3. Como
controles negativos se realizaron incubaciones sin primer anticuerpo
o sin antigeno. La comparacién de los titulos de las sangrias
respecto al suero preinmune, mostré el aumento progresivo de 1la
concentracién de anticuerpos anti-KLH-mollerosina en el tiempo
(Figura 3).

El titulo del antisuero, definido como la dilucién a 1la
cual se obtiene la mitad de la lectura mdxima, fue 1/10.000 para el
conejo 2 (Figura 3, cuarta sangria).

5.2.4. Caracterizacién de anticuerpos policlonales. Estudios de
especificidad.

Dado que la inmunizacién con el <complejo hapteno-
transportador, ademds de producir anticuerpos anti-hapteno, también
se pueden generar anticuerpos anti-transportador y anti reactivo de
acoplamiento, se caracterizé la respuesta inmune en los sueros
correspondientes y se evalué si estaba dirigida contra nuestro
antigeno (mollerosina) o contra la proteina transportadora KLH.
Igualmente se evalué la correactividad hacia otras proteinas
transportadoras (BSA y 0OVOQ).

Mediante un ensayo de ELISA se determiné en el suero del conejo
2 (cuarta sangria), diluido 1/10.000, el reconocimiento de 1los
anticuerpos hacia los antigenos KLH, KLH-mollerosina, BSA, BSA-
mollerosina, OVO y OVO-mollerosina (20 ug/ml). Como controles se
usaron suero preinmune y ausencia de antigeno o primer anticuerpo.

Los resultados mostrados en la Tabla 2, indican la
presencia de anticuerpos dirigidos contra la mollerosina, pues las
lecturas para los acoplados mollerosina-transportador son mayores que
del transportador. Ademds este suero no presenté una respuesta
importante contra otras proteinas acoplantes (BSA y OVO). Sin
embargo, tal como se esperaba si se detectaron anticuerpos anti KLH,
tranportador usado en la inmunizacién.

Estos resultados nos permiten concluir que se produjeron
anticuerpos policlonales anti mollerosina, los que serdan de gran
utilidad para emplearlos 'como sondas de reconocimiento para la
determinacién de mollerosina en muestras de harinas de pescado.
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5.2.5. Generacién de anticuerpos monoclonales: Inmunizacién de
ratones con conjugados BSA-mollerosina, OVO-mollerosina vy KLH-
mollerosina.

Tal comc se planteé en el proyecto, para la produccién de
anticuerpos monoclonales anti-mollerosina, se contrataron los
servicios del Centro de Referencia de Anticuerpos Monoclonales de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile, bajo la direccién del inmunélogo Prof Dr Arturo Ferreira.

Se inmunizaron grupos de animales (ratones Balb/c), con los
conjugados sintetizados. Las inmunizaciones y sangrias se realizaron
de acuerdo al siguiente cronograma:

Dia 0. Obtencién de sueros preinmunes: a cada uno de los ratones,
provenientes del Bioterio de la P. Univewrsidad Catdlica de Chile, se
les extrajo sangre para obtener 1los correspondientes sueros
preinmunes (condicién basal).

Dia 3. Primera inmunizacién: cada ratén recibié una dosis de 10 ug de
antigeno en coadyuvante de Freund completo, estéril, en ambos
cojinetes plantares.

Dia 11. Segunda inmunizacién: cada ratén recibid nuevamente una dosis
de 10 ug de antigeno pero en coadyuvante de Freund incompleto
estéril. Se inyecté la mezcla en distintas partes del dorso del
animal por via subcutdnea.

Dia 15. Sangria primaria: para evaluar y comparar la respuesta de los
grupos experimentales a los antigenos, cada uno de los animales se
sangraron. Los titulos de los sueros se determinaron por ensayo
inmunorradiométrico (IRMA).

Dia 18. Tercera inmunizacidn: cada ratén recibié por via
intraperitoneal , una dosis de 10 ug de antigeno, preparado en tampén
salino estéril.

Dia 22. Sangria secundaria: la evaluacién de las respuestas de los
ratones se determiné por el mismo protocolo descrito en la sangria
primaria.

Al término de las etapas de inmunizacién. sélo aquellos
ratones que presentaron mayores titulos contra nuestro antigeno
(mollerosina), fueron reinoculados por via intravenosa, 4 dias antes
de realizar la fusién somatica.
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5.2.6. Estandarizacién de un método para la determinacién de los
titulos de anticuerpos anti-mollerosina en animales inmunizados
(IRMA).

Para la evaluacidén de la respuesta inmune se colocdé a punto
un ensayo inmunorradiométrico (IRMA), que se ejemplifica en la Figura

"4, Este ensayo es muy sensible y permitié cuantificar 1la

concentracién de 1los anticuerpos en los sueros de los animales
inmunizados.

Para estandarizar esta metodologia, se evaluaron distintas
condiciones experimentales como: tiempos de incubacién, tipos de
proteinas saturantes, detergentes, etc. Los sueros preinmunes e
inmunes, correspondientes a las sangrias primarias y secundarias, se
evaluaron de acuerdo al protocolo descrito por Lavandero et al. (8).
Brevemente este protocolo, ilustrado en la figura 4, consistié en:

i. Activacién da las placas de policloruro de vinilo (PVC): a cada
pocillo de la placa, se le agregarcn 50 ul de uno de los siguientes
antigenos BSA, 0OVO, KLH, BSA-mollerosina, OVO-mollerosina y KLH-
mollerosina, preparados en tampén carbonato (pH 9,6) en una
concentracién de 20 ug/ml. La activacién se realizé toda la noche a
42C,

ii. Blogueo: todos aquellos sitios inespecificos libres se saturaron
con una proteina irrelevante. Para ello, se incubaron las placas con
300 pl de tampdén PBS que contenia proteina de sova al 1%. por toda la
noche a 4:C.

iii. Incubacidén con el primer anticuerpo: 1los sueros anti OVO-
mollerosina, anti BSA-mollerosina Yy anti KLH-mollerosina,
correspondientes a las sangrias primarias y secundarias se diluyeron
1/100. 1/1000, 1/5000, 1/10000 y 1/100000.

iv. Lavado : para eliminar el exceso de anticuerpos no unidos, se
lavé cada placa 4 veces con PBS-Tween 80 al 0,01%.

v. Incubacidén con segundo anticuerpo (detencidén): finalmente, a cada
pocillo se le agregaron 50 ul (100.000 cpm) del anticuerpo cabra
anti-Igc de ratdn radiomarcado con yodo-125 y se incubé por 2 horas a
temperatura ambiente.

vi. Lavado : se eliminé el exceso de anticuerpo radiomarcado no
unido, siguiendo el procedimiento descrito en el punto iv.

vii. Cuantificacidén de la radioactividad. Las cuentas por minuto
(cpnm) asociadas a cada pocillo se determinaron en un contador gamma.
Comc controles se utilizaron placas sin antigeno o© sin primer
anticuerpo. Nuestros resultados demostraron la estandarizacidn
exitosamente un IRMA gque permite evaluar la respuesta inmune.
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5.2.7. Determinacién de 1la respuesta 1inmune en los animales
inmunizados.

El IRMA permitid evaluar la respuesta inmune de los ratones
inmunizados con los acoplados BSA-mollerosina, OVO-mollerosina y KLH-
mollerosina. Se evaluaron los sueros provenientes de las sangrias

"primarias y secundarias en diluciones entre 1/100 a 1/100.000. Los

resultados de las sangrias secundarias con OVO-Mocllerosina se
muestran en la Figura 5. Como controles negativos se ensayaron
incubaciones sin primer anticuerpo o sin antigeno. La respuesta de
cada ratdn se compard en relacién a su suero preinmune.

Para determinar si la respuesta inmune en los animales era
contra nuestro antigeno (mollergsina) o contra las proteinas
transportadoras (BSA, OVO o KLH), se evaluaron los sueros de las
sangrias primarias y secundarias de los ratones inmunizados con 1los
distintos acoplados.

El andlisis de 1los titulos de 1los ratones inmunizados,
indicé que sélo algunos ratones del grupo inoculado con el acoplado
OVO-Mollerosina Yy KLH-mollerosina presentod una respuesta
satisfactoria contra el antigeno. En los ratones inmunizados con el
antigeno BSA-Mollerosina no se observé diferencia entre los sueros

preinmune e inmune. En la Figura 6 se muestran como ejemplo las
diferencias al emplear dos proteinas transportadoras. También en la
Figura 7 se muestra que los titulos de anticuerpos anti ovo-

Mollerosina aumentan en el tiempo.

Dado que la mollerosina presenta semejanzas estructurales
con histamina, se verificé si este suero reacciona con un conjugado
histamina-BSA. Los resultados indicaron que este sueroc no reconoce
la histamina.

En resumen, algunos sueros anti OVO-Mollerosina y KLH-
mollerosina parecen reconocer especificamente la mollerosina.
Controles con antigenos estructuralmente similares demuestran
especificidad en el reconocimiento y el titulo del suero, en dilucién
1/1000, es satisfactorio para la Ggeneracién de anticuerpos
monoclonales.
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5.2.8. Evaluacién de la especificidad de 1la respuesta inmune.

Para confirmar que los sueros antes mencionados reconocian
especificamente a la mollerosina Y no a la proteina transportadora,
se realizé un ensayo de inhibicién. Este ensayo consistid en inhibir
con mollerosina, el reconocimiento del suero anti OVO-Mollerosina por

-BSA-mollerosina, basado en la siguiente hipétesis: si el suero es

especifico contra mollerosina se producira inhibicién pues todos los
anticuerpos anti OVO-Mollerosina reaccionaran con la mollerosina en
solucién y no habrd, entonces, anticuerpo disponible para reaccionar
con BSA-mollerosina. Como control positivo de la reaccidn se hizo
reaccionar el antigeno BSA-mollerosina con el suero anti ovo-
mollerosina en ausencia de mollerosina.

El protocolo realizado que se ilustra en la Figura 8, fue
el siguiente: se activaron placas de PVC con 50 ul de BSA 20 ug/ml o
BSA- Mollerosina 20 ug/ml. La activacién se realizé toda la noche a
4 =2C, Los sitios libres a los cuales el antigeno no se unid, se
bloquearon con una solucién de PBS-soya al 1% por toda la noche a 4
"C. Luego, las placas se incubaron con 50 pl del suerc anti ovo-
mollerosina diluido 1/1000 en tampén PBS-soya al 1% Simultdneamente,
se preincubé el suero con 5 ug de mollerosina por 1 h a 25 =C.
Finalmente, esta mezcla se agrego . a la placa y se incubé toda 1la
noche a 4 =, Como control positivo se usé suero en la misna
dilucidén, preincubado sin mollerosina. Los controles negativos se
usaron sSueros preinmunes en la misma dilucién, con vy sin
preincubacién con mollerosina. La placa se lavé 4 veces con PBS
Tween 80 0.05%. Finalmente, se agregaron 50 ul (1000.000 cpm) de
cabra anti IgG de ratén radiomarcadec con yodo-125 y se incubé por 2
horas a temperatura ambiente. El exceso de anticuerpo no unido se
eliminé y se determino la radiocactividad.

La resultados de la Tabla 3, muestran 1la inhibicién del
suero anti OVO-Mollerosina por la mollerosina, pues las cuentas
obtenidas fueron significativamente menores que las obtenidas con el
control positivo. Por otra parte, los controles negativos mostraron
que esta reaccidn es especifica, confirmando que la respuesta del

ratén inmunizado con el acoplado OVO-Mollerosina es contra nuestra
toxina.

Estos resultados nos permitieron continuar a la etapa
siquiente de fusidén somdtica, pero, previo a ello, cinco dias antes
los ratones se reinmunizaron por via intravenosa con 5 ug del
antigeno para aumentar el titulo de anticuerpos.

5.2.9. Anticuerpos monoclonales: fusién Y produccién de hibridomas.

Para la generacidén de anticuerpos monoclonales se debid sequir

una serie de etapas que se muestran en la Figura 9 y que
correspondieron a las siguientes:
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- Preparacién de linfocitos esplénicos.

Tres dias después de la ultima inmunizacién por via intravenosa,
los ratones gque presentaron titulo contra los conjugados QVO-
Mollerosina y KLH-mollerosina fueron sacrificados. Se disectaron los
bazos y se disgregaron mecdnicamente, en una placa Petri con 10 ml de

-medio D-MEM completo sin suero. La suspensién celular de

esplenocitos, libre de agregados, se centrifugé a 1.000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente y se lavé 3 veces con medio D-MEM.

~ Preparacién de células mieloides.

Se utilizaron células de la linea mieloide no secretora NSO/2,
mantenidas en crecimiento exponencial en medio RPMI-1640,
suplementado con suero fetal de bovino (SFB) al 10%, aminodcidos no
esenciales 1mM, estreptomicina y penicilina 200 U/ml.

- Fusiones somdticas.

Se realizaron un total de 3 fusiones para lo cual, los
linfocitos esplénicos de los raténes inmunizados con OVO-mollerosina
Y KLH-mollerosina se fusionaron con células mieloides de la linea
NSO/2, segun la técnica descrita por Kohler y Milstein (10). Se usé
como agente fusdgeno polietilenglicol 4000. Para asegurar sélo el
crecimiento de los hibridos celulares resultantes de 1la fusién, se
resuspendieron en medio de cultivo que contenia Hipoxantina,
Aminopterina y Timidina (HAT) y se colocaron en placas de 96 pocillos
a una densidad celular 10°© células/ml. Quince dfias después de la
fusidén se inicié la seleccién de los hibridomas.

- Screening de los hibridomas.

Los scobrenadantes de los pocillos en que se observd crecimiento
de hibridomas, se analizaron por IRMA. Para esto las placas de PVC
fueron activadas con OVO-mollerosina Yy KLH-mollerosina,
respectivamente, de acuerdo a 1los protocolos ya descritos vy
posteriormente se les agregé sobrenadante de 1los hibridomas. Como
controles negativos del ensayo, se incubaron pocillos con un
anticuerpo monoclonal no relacionado, o en ausencia de sobrenadante o
del antigeno. Como control positivo se usé suero inmune del ratén
usado en la fusién.

En la primera, segunda y tercera fusién se obtuvieron 480,850 y
840 hibridomas respectivamente, en cuyos sobrenadantes se determind
la presencia de anticuerpos anti-mollerosina mediante IRMA. Sélo 9
hibridomas provenientes de la primera fusién fueron positivos (Tabla
4), los cuales pasaron a la etapa siguiente de expansion.

Las fusiones 2 y 3 llegaron sélo hasta 1la etapa de screening
pues ninguno de los clones presenté una alta afinidad por 1la
mollerosina cuando se comparé esta respuesta con la producida frente
a la molécula usada como carrier
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En ninguna de las 3 fusiones realizadas, se obtuvieron
clones con respuestas claras y categdricas, sino que por el contrario
estas fueron vagas y poco claras.

.5.2.10. Expansién de hibridomas

Los hibridomas secretores de anticuerpos que reaccionaron con
BSA-Mollerosina, se transfirieron a placas de 24 pocillos, cada uno
de los cuales contenia 1 ml de medio D-MEM completo, 20% de FBS. Una
vez, alcanzada un 70% de confluencia, se transfirieron a frascos de
cultivo con 5 ml de medio, en presencia de linfocitos esplénicos (2.5
x107 linfocitos de ratén Balb/c no inmune en 40 ml de medio).

El panel de 9 hibridomas se congeld para asegurér su viabilidad
Y el sobrenadante de medioc de cultivo se utilizé en las pruebas de
especificidad frente a BSA y BSA-mollerosina (Tabla 4).

5.2.11. Criopreservacién de células

Las celulas se centrifugaron a 1000 rpm por 10 min y se
resuspendieron en solucién crioprotectora ( 90% FBS, 10% DMSO), a una
concentracién de 1-3x10° células/ml. Las células se distribuyeron en
alicuotas de 1 ml en criotubos y se dejaron por 24 horas a -80°C en
ultrafreezer. Posteriormente se almacenaron en nitrégeno liquido.

5.2.12. Clonamiento por dilucidén limitante

Los anticuerpos monoclonales son secretados por una
progenie de células gque pueden producir sélo un tipo de anticuerpos..
El clonamiento es necesario para evitar problemas de
poliespecificidad y riesgos de sobrecrecimiento de poblaciones de
células no productoras de anticuerpos. En general se realizé
clonamiento por dilucién limitante vya que de esta forma nos
asequramos que s6lo una poblacién homogénea de células produce un
sélo tipo de anticuerpos. El1 protocolo consistié en realizar
diluciones de modo de tener finalmente 1 célula por pocillo, las que
secretaran finalmente un sélo tipo de anticuerpos.
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5.2.13. Caracterizacién de anticuerpos monoclonales. Estudios de
especificidad.

De los 9 hibridomas elegidos en la primera fusién, se
seleccionaron sélo 2 de ellos (H-4 y H-7), pues presentaron
diferencias en el reconocimiento entre BSA y BSA-mollerosina (Tabla

"4). So0lo en estos 2 clones, se evaludé la especificidad frente a las

distintas proteinas acoplantes y los resultados se resumen en la
tabla 5. En base a estos resultados se eligié el c¢lon H-4, el cual
pasé a la etapa siguiente de dilucién de 10 y 3 células por pocillo.
De la dilucidén de 3 células por pocillo se seleccionaron los clones
resumidos en la Tabla 6, los cuales se caracterizaron con los
antigenos BSA y BSA-mollerosina. Los resultados mostraron que sélo
dos hibridomas (E-1 y F-6) reconocieron levemente 1la mollerosina,
siendo insuficiente su discriminacién para nuestros objetivos.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto no se ha cumplido con el
objetivo de generar anticuerpos monoclonales anti mollerosina a pesar
que para su ejecucién se contrataron los servicios del centro de
referencia de anticuerpos monoclonales de la Universidad de Chile.
Esta entidad a cargo del Dr Arturo Ferreira cuenta con una vasta
experiencia en la generacién de anticuerpos monoclonales. Sin embargo
en nuestro caso ha sido imposible hasta a fecha lograr sefales
positivas (ver carta adjunta del Dr Ferreira).

A pesar que existen en la literatura trabajos gque dan
cuenta de la generacién de anticuerpos monoclonales contra moléculas
de baja masa molecular, no existen hasta 1la fecha anticuerpos
monoclonales anti mollerosina. Posibles explicaciones para esto puede
deberse a que esta molécula es producto de la unidén de sélo 2
aminodcidos por lo que su masa molecular es de sélo de 240, lo cual
hizo imprescindible la formacién de derivados inmunogénicos. Es
importante aclarar que en la etapa de formulacién del proyecto era
imposible predecir los inconvenientes de esta molécula en la
produccién de anticuerpos monoclonales tal como lo indica el Dr
Ferreira en la carta adjunta.

5.2.14 Establecimiento de RIA para la evaluacién de mollerosina.

A pesar que no se pudo obtener con un anticuerpo monoclonal
anti mollerosina, se pudo generar un excelente anticuerpo policlonal
producido en conejo, cuya reactividad cruzada con otros proteinas
acoplantes es casi nula (Tabla 2 ). Es posible que estos anticuerpos
anti mollerosina sean de gran utilidad para ser usados como sondas de
reconocimiento en la determinacién de esta toxina en muestras de
harinas de pescado.
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UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS

CENTRQ PARA LA GENERACION DE
REACTIVOS INMUNQOLOGICOS
(PROYECTO FONDEF-023)

CASILLA 2, CORREOQ 15, LA PINTANA
SANTIAGO-CHILE

FAX. 5417357

Santiago, 29 de Diciembre de 1993.

DR. SERGIO LAVANDERO
Jefe Proyecto FONTEC
TEPUAL S.A.

General Ekdhal 159 .
Santiago — Chile

Estimado Dr. Lavandero:

Informo aqui las labores realizadas por nuestra Unidad en relacién al
Proyecto FONTEC titulado: 'Desarrollo e Implementacién de Técnicas
Inmuncquimicas para la Evaluacién de la Calidad Toxicoldgica de Harina de
Pescado Chilena',

Las actividades relacionadas con este servicio se iniciaron en
Diciembre de 1992 y han implicado, a la fecha, aproximadamente 50 horas
hombre mensuales.

El Objetivo General de nuestro servicic ha sido la generacién de
anticuerpos monoclonales contra mollerosina.

Los Objetivos Especificos se resumen como sigue:

Fase I : Inmunizacién y Desarrollo de Ensayos
Inmunométricos,

Fase I1 : Fusion..

Fase 111 : Evaluacidn.

Fase IV : Clonamiento, Isotipificacién y andlisis de actividad.

Fase V : Produccidn de 200 ml de medio de cultwo y de 50 ml
A de liquido ascitico,

A la fecha, se han realizado tres fusiones. En todas ellas se logré
animales con un grade de inmunidad humoral tal que fue posible diluir los
sueros 1/ 1000 y lograr sefiales positivas en ensayos inmunorradiométricos.
Este es un requisito esencial que debe cumplir el suero del donante
prospective del bazo ya que, en los sobrenadantes de los cultivos la
concentracién de anticuerpos especificos rara vez supera a la del suero
diluido 1 / 1000. En la primera fusién se llegd a la etapa de clonamiento (fase
1V), oportunidad en que se perdieron las seffales positivas. En la segunda y
tercera fusién se llegd a.la etapa de evaluacién, en gue no se detectaron
clones positivos (VER ANEXO 1).



Los experimentos realizados indican que en los ratones existen
linfocitos B con receptores para mollerosina, ya que se ha generado, en cuatro
oportunidades, respuestas humorales (anticuerpos policlonales) contra el
complejo transportador — mollerosina. muy superiores a las obtenidas contra
el transportador solo. Sin embargo, las respuestas generadas han sido
relativamente modestas, comparadas con las obtenidas recientemente en
nuestro laboratorio contra otros antigenos (TNFa, IFNy, Pili K99 y antigeno
Tca43 de T. cruzi}. Es probable gque el pequefio tamafio de la mollerosina se
refleje.en la existencia de pocos clones especificos y en la generacién de
anticuerpos de muy baja afinidad.

Estos factores pueden explicar las dificultades encontradas para aislar
y estabilizar hibridomas monoclonales productores de anticuerpos contra este
antigeno, lo que nos ha impedido cumplir con el objetivo general de nuestro
servicio. Como se establecio en un inicio, esta situacién era imposible de
predecir sin realizar los experimentos pertinentes.

Le saluda muy cordialmente,

Dr. Arturo Ferreira

Ntro para la Generacion
de Reactivos Inmunolégicos

AF/ocs
Serg.Lav
FACS



ANEXO 1 :

Experimentos en curso, intentan aumentar operacionalmente la
inmunogenicidad del preparado antigénico. Para ello, recientemente se han
inmunizado animales provenientes de tres cepas certificadas de ratones: A.CA
(H2), B1O.M (H2) y B10.5 H2%. Estos animales representan una combinacién de
dos trasfondos genéticos y dos haplotipos H-2. Siendo la mollerosina una
molécula pequefia, es esperable que su inmunogenicidad sea variable, de
acuerdo a la constitucidn genética del receptor, especialmente en H-2. Los
resultados obtenidos a la fecha, muestran que un animal A.CA y un B10.5 han
respondido muy bien, en anticuerpos policlonales. Como ultima actividad,
incorporada a este informe, se ha dado un "boost" y, de acuerdo a la respuesta
generada, se procederd a una fusién (4%).



6. CONCLUSIONES

1. El acoplamiento de mollerosina a tres proteinas diferentes (BSa,
OVO y KLH) fue completamente exitoso. Todas estas proteinas se
utilizaron como transportadores para aumentar la escasa
inmunogenicidad tedérica de la mollerosina.

2. Los antisueros de algunos animales inoculados con los conjugados
OVO-mollerosina y KLH-mollerosina, presentan titulos satisfactorios
de anticuerpos.

3. Se estandarizé un ensayc inmunorradiométrico (IRMA) para evaluar
los titulos de anticuerpos en los sueros de los animales y en los
medios de incubacién de los hibridos somdticos (células productoras
de anticuerpos monoclonales anti-mollerosina).

4. Los animales, en general, presentaron mejor respuesta inmune
contra el conjugado KLH-mollerosina gue contra OVO-mollerosina y BSA-
mellerosina

5. Los ensayos mostraron que el suero anti KLH~mollerosina reconoce a
la toxina y su reactividad cruzada con otras moléculas es casi nula.

6. Después de tres intentos realizados en el Centro de Referencia de
Anticuerpos Monolonales de la Universidad de Chile no fue posible
generar anticuerpos monoclonales anti-mollerosina.

7. Los sueros inmunes de los conejos inmunizados con el conjugado
KLH-Mollerosina presentan anticuerpos especificos para la toxina
(anticuerpos policlonales anti-mollerosina). Estos pueden ser usados
como sondas de reconocimiento de mollerosina en muestras de harinas
de pescado.

8. Se desarrollé un ensayo inmunoenzimdtico (ELISA) para evaluar los
titulos de anticuerpos anti-mollerosina en los sueros de animales
inmunizados. Esta técnica serd de gran utilidad para la posterior
cuantificacién de la toxina en muestras problenma.

Del desarrollo de este proyecto se perfilan como beneficios
directos para nuestra empresa los siguientes aspectos:

(a) Se espera que el posterior uso de los anticuerpos policlonales
generados en este Proyecto permitan el establecimiento de un ensayo
inmunolégico gque mejore 1la calidad del servicio de seleccién
toxicoldégica de harinas de pescado especiales. La implementacién de
estas herramientas inmunolégicas permitird evaluar 1la calidad
toxicolégica de harinas de pescado en forma masiva, rapida y certera.

(b) Igualmente se podrd expandir nuestro mercado objetivo nacional e
internacional al poder seleccionar una mayor cantidad de harinas
especiales, resultando en un aumento de divisas que ingresan al pais.
También esto incidird en una reduccién de los costos de seleccién de
harinas de pescado por disminucién de los ensayos bioldégicos. El
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desarrollo de esta técnica para la deteccién de mollerosina serd una

alternativa fdacil y econdmica comparada al actual ensayo biolégico
utilizado en nuestra Empresa.

(c) Por dltimo, el desarrollo e implementacién de esta tecnologia de
vanguardia en nuestra empresa permite aplicarla a la deteccién de

-otras moléculas gue sean de nuestro interés.
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7. Figuras y Tablas
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la mollercsina.
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Figqura 4. Esguema del ensayo inmunorradiométrico (IRMA).
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Tabla 1. Estandarizacidn de un ensayc de ELISA para la determinacién

de los anticuerpos anti RKLH-mollerosina.

Absorbancia 405 nm

Dilucidn suero Suero preinmmune Sueroc inmune
1/1.000 0,03 1,61
1/2.500Q 0,02 1,20
1/5.000 0,01 0,73
1/7.500 0,01 0,47
1/10.000 0,01 Q,42
1/25.000 0,01 0,14
1/50.Q200 Q,01 0,09

Controles

Absorbancia 405 nm

Ausencia de antigeno

Suerc preinmune 1/1.000 g,02
Suero inmune 1/1.000 Q0,05
Ausencia del primer anticuerpo 0,00
Control positive Suero normal de ratdn 1/1.000 1,74

BIBLIOTECA CORFQ
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Tabla 2. Caracterizacién de anticuerpos policlonales anti-
mollerosina, mediante ELISA

Absorbancia a 405 nm

Antigeno (20 ug/ml} Suero Preinmune Suero Inmune
Bsa ag 0.02
BSA-mollerosina a 0.13
avo Q.05 0.08e
QVC-mollercsina G.05 Q.25
KLH Q g.32
KILH-mollerosina 0 0.45

Se usd el suero inmune del conejo #2 correspondiente a la 42 sangria
en dilucidn 1/10.000. El reconocimiento de los anticuerpos presentes
en este suero a los antigenos sefialados, se evalud por ELISA. Cada
valor corresponde al promedio de 3 determinaciones
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Tabla 3 . Ensayc de inhibicidén de mollerosina

Antigeno ( 20 ug/ ml)}

Sueros CPM
[V,
BSaA Preinnune 397
" Preinmune + Mollerosina 411
" Inmune 489
" Inmune + Mallerasina 5158
BSA + Mollerosina Preinmune 657
" Preinmune + Mollerosina 739
" Inmune 1863
" Inmune + Mollerosina 1118

Cada punto corresponde al

promedic de 6 determinaciones.
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Tabla 4. Hibridomas seleccionados de la primera fusidén para la
obtencidn de anticuerpos monoclonales anti OvVo-mollerosina.

cpm anticuerpo radiomarcado

Hibridoma BSA BSA-Mollerousina
H-4 211 1264
H-8 940 10886
H=-3 878 925
H=6 657 762
g2-7 816 1119
G-10 681 853
H-11 1051 985
H-5 1a0a 1064
lLos linfocitos esplénicos del ratén 1, Iinmunizado con QVO-

mollerosina, se fusionaron con células mieloides tal comoc se indica
la seccidn correspondiente. Después de quince dias de cultivo en
medic de seleccidn HAT, se evalud en los “sobrenadantes la presencia
de anticuerpos anti BSA-mollerosina mediante el ensayc de TIRMA
descrito en el prlmer informe de avance. Cada valor corresponde al
promedic de 3 determinaciones. Se utilizaron come controles positivos
v negatives, los sueros inmunes Yy preinmune del mismc ratdn,
respectivamente. Adicionalmente se uso como control negative un
anticuerpo monoclonal no relacionado.

Pdgina 35



Tabla$ . Caracterizacién de los anticuerpos secretados por los
hibridomas H 4 Yy H 7.

cpmr anticuerpo radiomarcado

Hibridoma ovo OVOo-Mollerosina BSA BSA-Mollerosina
H-4 2392 3193 2937 3443
H-7 2093 2372 2569 2929

Los 1linfocitos esplénicos del ratén 1, inmunizado con OVO-

mollercosina, se fusionaron con células mieloides tal comoc se indica
la seccidn correspondiente. Después de quince dias de cultivo en
medio de seleccidn HAT, se seleccionaron los hibridomas H-4 y H-7, se
expandieron, evaludndose después de cinco dias en los sobrenadantes
el reconocimiente de los anticuerpos hacia los antigencs indicadas,
mediante un ensayc IRMA. Cada valor correspende al promedic de 3
determinaciones. Se utilizaron como controles positivos y negativos,
los sueros inmunes y preinmune del mismo ratdn, respectivamente.
Adicionalmente se uso como control negative un anticuerpo monoclonal
no relacionado.
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Tabla é. Hibridomas obtenidos por dilucidén limitante (3 células por

pocillo).
cpm anticuerpo radicmarcado

Hibridoma BSA BSA-mollerosina
A-1 545 520
E-1 385 614
F-9 475 494
F-12 513 470
G-8 5589 413
H-8 631 565
H=-12 865 403
B-4 731 434
B-12 510 568
F=6 453 654
G-4 502 454

El hibrido H-4, mostrado en la tabla 4, se expandid y se llevd a
dilucidn limitante con tres y diez células por pocillo. En los
sobrenadantes de las diluciones se determind por IRMA la presencia de
anticuerpos anti-mollerosina empleando los dos antigenos sefialados en
estas tabla. Los valores <corresponden al promedic de tres
determinaciones con una desviacidn standard inferior al 5%.
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