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PRESENTACION:

Esta es una guia elaborada y revisada por el COMITE DE BIOETICA del Instituto de Biotecnologia, sometidos a revisién de
los lideres académicos, se agradece la revision y comentarios de la Q.F.B. Rafaela Espinosa Organista.

Esta guia puede ser utilizada para someter este procedimiento a evaluacién del Comité, se debe modificar para el caso que
se somete a revision.

CUADRO 1. GUIA DEL PROCEDIMIENTO ESTANDAR PARA LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Notas: No se permite la administracién de sustancias en el cojinete plantar, ni en ganglios. La ruta IP no es recomendada
para produccion de anticuerpos policlonales, por probables efectos de peritonitis, o cambios de comportamiento.

ES FUNDAMENTAL MINIMIZAR MOLESTIAS A LOS ANIMALES por lo que se recomienda consultar al personal de la Unidad
de Bioterio, en caso de requerir analgesia.

ACCION OBSERVACIONES

PREPARACION Indicar procedencia y método de preparacién de los antigenos para lograr la mayor pureza. Observar
DEL ANTIGENO | que haya un control del pH a nivel fisiolégico. Mantener condiciones de esterilidad durante la

(Ag) preparacion de la mezcla de antigeno e indicar la cantidad a usar. Si el antigeno es una toxina o
cualquier otra sustancia téxica para el animal, se debe justificar su uso, indicando cuales serian los
sintomas patoldgicos que pudieran presentarse durante el proceso de inmunizacién y cuales los
parametros para la determinacion del punto final humanitario (PFH).

ELECCION Y Indicar: nimero animales, especie, edad.
MANEJO DEL

ANIMAL Garantizar la capacitacidn y experiencia del personal del proyecto encargado de esta parte (NO del

personal de la U. DE BIOTERIO), en la manipulacién de animales de laboratorio, inoculacién, toma de
muestras, observacion y valoracién del estado de salud del animal para evitar estrés, dolor. etc.
Indicar con el detalle necesario, el lugar y condiciones en los que se mantendran a los animales.

Los mas usados en U.B. del IBt, ejemplo: Ratén — cuando se requiere poco pAb; rata — ANTI-RATON o
IgE; mas usado conejo (hasta 250mg de pAb).

También se han usado gallinas (250mg/huevo, anti-mamiferos).

ELECCION DEL Usar adyuvante INCOMPLETO de Freund y/o sales de aluminio (ver recomendaciones y esquema
ADYUVANTE inmunizacién), si usa otros adyuvantes: Justificar y ver
http://www.ibt.unam.mx/server/PRG.base?alterno:0,clase:betica,tit:Recommendatioclase:betica,tit:

Recommendations for Use and Alternatives to Freund's Complete Adjuvant,tipo:doc,edi:d,dir:bio

e alternativas freunds.html,pre:betica.

ESQUEMA DE Describir ruta, periodicidad y volumen de administracién de sustancias, Nim. sitios, volumen/por
INMUNIZACION | sitio, fecha de suministro, peso del animal, etc. (ver CCA, 2002, APPENDIX B) (ejemplo Cuadro 2).
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ACCION OBSERVACIONES

OBSERVACION Resumir y determinar método de observacién de estado del animal, medidas para disminuir malestar
Y CUIDADO DE | y/o enfermedad y signos/sintomas que determinaran finalizar experimento PFH. Incluir el uso de

LOS ANIMALES | analgésicos para disminuir el dolor de los animales, en caso necesario. Es indispensable la observacion
diaria, vigilar el consumo de agua y alimento, etc.

SEDACION/ANA | Indicar uso de sedantes, analgésicos, anestésicos via de administracién, volumen, segin la especie
LGESICOS (ver Reglamento del Comité de Bioética
http://ibt.unam.mx/computo/pdfs/ReglamenteoComiteBioeteicaAprobadoCl.pdf).

EUTANASIA Describir método a utilizar, Y COMO SE OBTIENEN LOS ANTICUERPOS
RESIDUOS Indicar la forma en que seran almacenados/dispuestos los distintos productos/residuos
NOTAR QUE:

En caso del uso de sustancias toxicas o patdgenos (Grupo de Bioseguridad 2 o mayor), indicar medidas de bioseguridad /
seguridad y anexar Manual de bioseguridad (revisado por la Comision Interna de Bioseguridad del IBt), con firma de
capacitacién de los participantes.

Es importante que la mezcla adyuvante/inmundgeno se pueda inyectar facilmente y en volimenes lo mas bajos posible,
para evitar sufrimiento de animales. Si fuera posible y/o necesario, se sugiere usar emulsificantes.

Esta permitido que para inmundgenos que sean moléculas pequefias se utilice en la primera aplicacién ACF via SC (no ID
ni IM) bajo condiciones asépticas y evitando derrames, asi como indicar proceso y cuidado del animal.

Solo se puede usar el mismo sitio de la primera inmunizacidn o uno cercano, siempre y cuando NO haya reaccion
inflamatoria.
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CUADRO 2. ESQUEMA DE INMUNIZACION PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

NOTAS:

La coleccidn de suero pre-inmune debe ser de maximo el 10% del volumen de sangre del animal (Leenaars, et al., 2005).
Dependiendo del peso del animal, seria aproximadamente para conejos 15 ml, rata 2 mly en el caso del ratén 0.3 ml.

La 12 Inoculacion con Adyuvante Incompleto de Freund o sales de aluminio (fosfato o hidréxido de aluminio ver Gupta y
Rost, 2000). Una relacién 1/1, V/V de antigeno/adyuvante, subcutanea (SC). En el CCAC (2002) se pueden consultar los
volimenes maximos que se pueden inyectar.

En la 22. Inoculacion es posible aplicar soluciones de antigeno-sales de aluminio (como adyuvante).

Agregar un esquema de inmunizacion, que incluya cuando menos la informacién sobre:

A) CONCENTRACION DE LA SOLUCION:
A.1) ANTIGENO usado (ejemplos: pg de toxina, proteina, etc.)
Puede agregar una columna si se usan en cada aplicacién cantidades diferentes de antigeno.
A.2) adyuvante (ml de AlF)
A.3) ml de solucidn (ejemplo sol. salina PBS)
B) Via de administracidn (ejem. IM, SC, IP, ETC.)

Q) Num. de sitios de aplicacion

D) Volumen total aplicado por sitio de la solucidn A.

E) Peso del animal, si se determina en una o mas aplicaciones

F) Las demas que considere importante anotar u “observaciones”

INDICAR AQUI QUE CONCENTRACION (A) TIENE LAS SOLUCIONES A INYECTAR (SI HAY VARIACION DE OTRO
COMPONENTE ADEMAS DEL ANTIGENO, AGREGAR UNA COLUMNA.

INDICAR VIA DE ADMINISTRACION: SI ES SC (CUANTOS SITIOS) U OTRA VIA, SI HAY VARIACIONES NECESARIAS EN
CADA APLICACION AGREGUE UNA COLUMNA

CUADRO 2. ESQUEMA DE INMUNIZACION /TOMA DE MUESTRA (ANIMAL)

**Si las unidades de solvente son las mismas; asi como cantidad de adyuvante se puede indicar en esta seccién (fuera del
cuadro) y sélo poner en la tabla las unidades del antigeno si es variable.

NUM. (DIA) PROCEDIMIENTO Unidades ANTIGENO (ul | PESO ANIMAL OBSERVACIONES
ADMINIS de toxina, proteina, etc.) | (Unidad)
TRACION U. de adyuvante (ml, g, (Inicial y cuando
etc. nombre del sea necesario)
adyuvante) / Vol.
solvente (ejem. solucion
salina) **
0 DIA1 Coleccidn suero pre- -

inmune (nota:
maximo entre el 7.5%
y 10% del volumen
total de sangre del
animal (1% del peso,
Leenaars, et al, 2005).
1 Primera inoculaciéon
Entre Segunda inoculacion
sem. 2
a4
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Las rutas de inyeccién, vols. maximos, etc. se pueden consultar en Apéndices de CCA, 2002.
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NOTA:

Agregue sus propias referencias, las que haya consultado para su procedimiento especifico.
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INDICACIONES GENERALES

Verificar y justificar CON EVIDENCIA S| ES QUE NO se pueden obtener los mAbs comercialmente. Para la evaluacion del
procedimiento por parte del Comité de Bioética del IBt/UNAM, se debe presentar INFORMACION DETALLADA DE
PROCEDIMIENTO (Incluyendo medidas para reducir dolor - incomodidad de animales, condiciones de mantenimiento,
observacién, esquema de inoculacién (Cuadro 3 -primera parte del proceso- y, en su caso el Cuadro 4).

Etapas para la produccion:

1) PRIMERA ETAPA. Induccion de la produccion de anticuerpos en las células B in vivo por inmunizacién, y la
seleccién de hibridomas in vitro.

CUADRO 3. PROCEDIMIENTO ESTANDAR PARA LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES (mAb)
PRIMERA ETAPA

Ejemplo de un esquema de inmunizacion para 1 ratéon BALB/c, normalmente se usan 6 ratones hembra.

**Si vol. Adyuvante y/o solvente son constantes indicarlo aqui fuera de cuadro, y dejar sélo en la columna las unidades del
antigeno (variable); asi como el caso de la via de administracién, NUm. de sitios (ya no seria necesaria una columna en el

cuadro.
NUM. (DfA) PROCEDIMIENTO Unidades Via de PESO OBSERVACIONES
ADMINI ANTIGENO/ adomon., ANIMAL
STRACIO Unidades de vol. Admon. | (Unidad)
N Adyuvante (#sitios)** cuando
unidades + sea
unidades de requerid
volumen o
solvente)**
DIA1 Coleccién SUERO - Ejemplo:VEN
pre-inmune A CAUDAL
(maximo 10% del
Vol. de sangre
total, o aprox. 1%
del peso)
1 Primera UNIDADES (ul o pg) | EJEMPLO:
inmunizacion. del Antigeno IP, 500 pl (1
Mantener (toxina, péptido, sitio)
condiciones de etc.) + UNIDADES
esterilidad DE ADYUVANTE
durante la (NOMBRE, ejemplo
., AIF) (mlOg)/
preparacion de la Unidades de sol.
me%cla de buffer (nombre) y
antigeno, e unidades (ml)
indicar la
cantidad a usar
2 Dia15 | Segunda EJEMPLO:
inmunizacion via IP 500 pl
(1 sitio)
Dia 24 Toma de muestra V. CAUDAL
3 Dia 35 Tercera IP
inmunizacién
Dia 45 Toma de muestra
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NUM. (DIA) PROCEDIMIENTO Unidades Via de PESO OBSERVACIONES
ADMINI ANTfGENO/ adomon., ANIMAL
STRACIO Unidades de vol. Admon. | (Unidad)
N Adyuvante (#sitios)** cuando
unidades + sea
unidades de requerid
volumen o
solvente)**
4 Dia 56 inmunizacion

Dia 59 Anestesia 'y
Eutanasia,
obtencidn de
anticuerpos (decir
como)

DIAN obtencion de bazo,
etc.

FUENTE: Harlow, Ed and David Lane, 1988: 151.

Resumir el procedimiento para la obtencidn de células B, fusion con mieloma y obtencién de hibridomas para la
siguiente etapa

SEGUNDA ETAPA: Propagacién de hibridomas:
2.1) in vitro: en cultivo de hibridomas en caldo de cultivo, describir brevemente el procedimiento.

2.2) Otros métodos como las técnicas de expresion de proteinas recombinantes, que pueden ser producidas en
animales modificados genéticamente (debe hacerse también con base en lineamientos internacionales y describir
procedimiento para ser evaluado), o tecnologia de bibliotecas de fagos (phague display techniques), ver
https://app.jove.com/t/22082/production-and-purification-of-recombinant-antibodies-from-mammalian-cells

2.3) in vivo, METODO RESTRINGIDO, porque se produce dolor y estrés a los animales, se revisard detalladamente y
solo se podrd aprobar si su uso estd ampliamente justificado y respaldado con evidencias y con descripcion del

proceso detallado (condiciones para manejo de los animales, esquema de inmunizacion, determinacion de punto
final humanitario, etc.). Los procesos deben ser desarrollados por personal muy capacitado y experto en el
proceso, debe haber observacion diaria de los animales, por personal capaz de reconocer los signos de estrés, y
los del PFH, limitar, en lo posible, el nimero de toma de muestras (3 o 4), etc.

ESTE METODO DEBE SER sometido a evaluacion del Comité de Bioética debe detallar el procedimiento. Ver
Guidelines for Monoclonal Antibody Production in Mice, https://oacu.oir.nih.qov/system/files/media/file/2021-
02/b10 ascites _quide archive.pdf, que entre otras cosas indica que:

“Se requiere el uso de un agente “condicionador” comtn como el Pristane; el Adyuvante Incompleto de
Freund (FIA) también ha demostrado ser un agente condicionador eficaz. Se ha reportado la preocupacion
por la incomodidad y angustia que puede estar asociado con los agentes “condicionadores”,
particularmente Pristane. Debido a esta preocupacion, varios investigadores han sugerido usar una dosis
menor de 0.1 a 0.2 ml de Pristane. El ILAR, sefiala que para algunas cepas de ratones un volumen de 0.2 ml
podria no ser suficientes para producir ascitis y que se podria requerirse hasta 0.5 ml. Por todo lo anterior
se recomienda el uso de las dosis mds bajas de agentes condicionadores .

Las suspensiones celulares deben prepararse de acuerdo con las Guias de la ARAC
(https://oacu.oir.nih.gov/animal-research-advisory-committee-arac-quidelines). El nimero de células de



https://oacu.oir.nih.gov/system/files/media/file/2021-02/b10_ascites_guide_archive.pdf
https://oacu.oir.nih.gov/system/files/media/file/2021-02/b10_ascites_guide_archive.pdf
https://oacu.oir.nih.gov/animal-research-advisory-committee-arac-guidelines
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hibridoma inoculadas y el volumen de inéculo suelen oscilar entre 10° y 107 células en volumenes de 0.1 a
0.5 ml respectivamente, pero pueden variar segun la linea de hibridoma. El intervalo de tiempo estdandar
entre la preparacion y la inoculacion de células de hibridoma es de 10 a 14 dias. En general, un mayor
numero de células se asocia con una mayor morbilidad y un nimero menor a 1 x 10° células puede
provocar menos tumores asciticos.

Una vez que se inyectan las células de hibridoma, los animales deben ser monitoreados al menos una vez al
dia, siete dias a la semana, por personal familiarizado con los signos clinicos asociados con la produccion
de ascitis.

La presidn de la ascitis debe aliviarse antes de que la distension abdominal sea lo suficientemente grande
como para causar malestar o interferir con la actividad normal. Se puede utilizar restriccion manual y
anestesia para la paracentesis abdominal (peritoneocentesis o paracentesis). La paracentesis debe ser
realizada por personal capacitado utilizando la técnica aséptica adecuada. Se debe utilizar la aguja mds
pequeiia posible que permita un buen flujo (calibre 18-22). El liquido debe extraerse lentamente y dejar
gotear desde el centro de la aguja en lugar de aspirarlo.

Los animales deben ser monitoreados con frecuencia durante varias horas después de la puncion para
observar complicaciones, incluidos signos de shock debido a la extraccion de liquidos. Hacer si es necesario
una reposicion preventiva de liquidos con 1 a 2 ml de solucion salina estéril tibia administrada por via
subcutdnea antes de la puncion o por via intraperitoneal inmediatamente después de la puncion puede
aliviar algunas complicaciones, especialmente en animales a los que se les realizard mds de una puncion.

Los animales deben sequir siendo monitoreados al menos una vez al dia, siete dias a la semana por
personal familiarizado con los signos clinicos asociados con la produccion de ascitis, shock circulatorio,
dolor y angustia. Los ojos, oidos y hocico pdlidos y las dificultades para respirar son indicativos de shock
circulatorio. Los signos de dolor o angustia también pueden incluir postura encorvada, pelaje dspero,
consumo reducido de alimentos, pérdida de peso corporal, inactividad, dificultad para caminar, problemas
respiratorios y crecimiento palpable de tumores sélidos. Los animales deben ser sacrificados de inmediato
si hay evidencia de paracentesis hemorrdgica, shock, dolor o angustia.

El numero de punciones debe ser limitado, en funcion de la condicion del animal, y debe contar con
justificacion y aprobacion del Comité.”

No se permite la administracidn de sustancias en el cojinete plantar, ni en ganglios. La via IP no esta recomendada por
probables efectos de peritonitis y cambios de comportamiento, sélo debe hacerse el menor nimero de veces y por
personal experto.

ES FUNDAMENTAL MINIMIZAR MOLESTIAS A LOS ANIMALES, por lo que se recomienda que el personal de la Unidad de
Bioterio, pueda indicar si se requiere aplicar analgésicos o anestésicos.

Bibliografia utilizada por el COMITE DE BIOETICA PARA LA ELABORACION DE LA GUIA:

Ascites Production in Mice, https://oacu.oir.nih.gov/system/files/media/file/2021-02/b10_ascites_guide_archive.pdf

Guidelines for Ascites Production in Mice, 2014,
https://www.med.hku.hk/images/document/0O4research/culatr/NIH Guidelinese for Ascitis Production in Mice 2016.pdf

Johns Hopkins University Animal Care and Use Committee. Monoclonal antibody production,
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(CMPMA/ILAR/NRC) Committee on Methods of Producing Monoclonal Antibodies, Institute for Laboratory Animals Research
National Research Council, Monoclonal Antibody Production. National Academy Press, 1999.
http://grants.nih.gov/grants/policy/antibodies.pdf

Greenfield, Edward (ed), 2014, Antibodies: A Laboratory Manual, Second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
https://www.cshlpress.com/default.tpl?cart=156950859358932057&fromlink=T&linkaction=full&linksortby=o00p title&--
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