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PRODUCCXON DE ANTXCUERPOS 
t10NOCLONALES 

1. ANTECEDENTES.-

La preparacion de hibridomas constituy6 un hito en la 
inmunoqu1mica. La primera aplicacion de esta tecnolo­
gta fue la produccion de anticuerpos monoclonales (A~.M• 
para remplazar en toda clase de inmunoensayos a los 
anticuerpos policlonales obtenidos por medios conven­
cionales. Es cierto que la preparacion de AcM de alta 
afinidad no deja de ser una tarea labariosa. pero las 
posibilidades que ellos ofrecen tueron pronto obvias 
para todo el mundo. Qui7.A lo IMS importante de los ~ 
f ue que nos ayudaron a comprender muehos prGcesos 
irnunolOgicos y que posibilitaron el manipuleo in vitro 
de los anticuerpos. 

Es ast. que hace pocos aftos atras. el inter~s comercial 
de los AcM fue incrementado r4pidamente. especiahnente 
en las areas de diagnostico. im6genP.s de tumor. terapia 
del cancer. etc. 5e estimo que en el ano 1990 se 
invirtieron 2.7 billones de dolares: de los ~uales la 
mayor parte fue dirigida hacia la 1nvestigaciOn. 

Los procedimientos de las t~cnicas en su gran mayorta 
se encuentran basadas en las investigaciones realizadas 
por Ge~rges K6ehler y C~sar Milstein (1975). quienes 
demostraron que la hibridizaci6n de linfocitos inmunes 

de reton y r,itlulas d~ mi.,lomn. dabe por resultado la 
formaci6n de c~lulas h1bridas las cuales pcxlian secre­

tar inmunoglobulinas hC4n0geneas de especiticidad prede­
finida: los anticuerpos monoclonal~s. 

La Replabl ir.a de Sol ivia a trav~s del proyecto: PROOUC­
CIOH MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES, otorgado por 
Naciones Un1das y donde participan varios paises lati 
noamericant>s.ahori\ se s1.lllNl al conocimiento de la tecno·· 
Jog1a que har6 po~ihle que en un plano mP.diato pueda 
llegar a producir su AcM. 

2. A.5PECTOS BASICOS DEL PROGRAl'IA DE ENTRENAMIENTO PARA LA 
PRODUCCJON DE ANT JCUEfrr'OS l'tONOCLONAl.ES. 

1) Preparaci6n de mec1ios y matftriales para el cultivt> 
de lineas celulares de mieloma y de hjbridomas. 
Oesconqelacion y congelaci6n de lineas c~lulares. 

2> Inoculac16n de ra-tt>nes con c~l1Jlas de mieJoma y con 
hibridornas para preservar las lineaa y P"'ra produ­
cci6n de ascit1s. 

3> D"tecci6n tie micopl;ssma. MP.t0<lc:rlog1a P"'ra la 
d~scont.,min.,r.16n. 

1 
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3. 

la caracterizaciOn de hibridomas. Inch1ye: velocidad 
de crecimiento. consumo de glucosa. pH. y producci6n 
de anticuerpos. 

5) IMtodos de inmunizaci6n empleados para la obtenci6n 
de anticuerpos monoclonales. 

6) Hibridizaci6n celular mediante la fusion con polie­
tilenglicol. mantenimiento de los cultivos: Prepara­
ciOn de PEG. de medios selectivos. procedimiento de 
fusi6n. mantenimiento de los cultivos. clonado y 
preservaci6n de btbridos. 

7) Metodologtas de detecci6n de anticuerpos <Tamizaje)..i.. 
radioinmunoensayo. hemaglutinaci6n. dot blot. 

8) Purificaci6n de sobrenadante y ascitis por preci­
pitaci6n y cromatograf1a. Determinaci6n de la pure­
za. 

ESQlEM GENERAL DEL TRABAJO REALIZADO. 

PARTE I 

Oescongelaci6n de 
htbridos B2Cl14 

Recuento celular 

Expansion en medio 
de cult1vo 

Congelac16n InoculaciOn Caraterizacion Clonado 

Actividad 
Cle• Ac. 

en ratones metab6lica de 
linea B2C114 

Producci6n 
de aecitis 

Macr6fagos t.imocitos 

Purificaci6n 
del Ac. , 

' 

,2 ' 

()1.,termi naci6n 
de ~a actividad 
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PAR'TE II 

Jmnunizaci6n a OescongelaciOn de 
ratones con SOD ct\l. NSO 

I 
1-.-- y 2d• Rat6n con 
inmunizaciOn ~yor tt- Cultivo 

tulo de Ac. 

Extracci6n I 
de sangre Obt.enci6n d llantenci6n Verificacion 

I 
de las c41. en f ase loga- de la acti-
de bazo rttmice vidad de la 

Tamizaje via end6gena 

Detenninaci6n lcultivo 
de Jos tltulos 
de los ratones 

L-j FUSION t--

4. CARACTERISTICAS DEL MATERIAL DE TRABAJO. 

Es necesario recalcar que todo el material de trabajo 
debe estar eorrectamente lavado y esterilizado. 

4.01.- Lavado del mat~rial usado.-

,1, 

-

1) De ser nece~ario inmediatamente lavarlo r.on abun­
ante agua. y/o solamente sumergirlo en un recipiente 
que contenga lavandina a I 10%. 

2) Cepillar ~on detergente especial y enjuagar con agua 
r.orriente 8 vec~s. 

3 
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3) Sumergir el material en bandejas con agua destilada 
(8 veces). 

4) Enjuagar con agua desionizada Q bidestilada 2 veces. 

5) Secar el material de vidrio a 100 ·c y el material 
de pl4stico a temperatura ambiente. 

6) Esterilizar <autoclave o radiaci6n ganma>. 

4.02.- Soluciones.-

Todas las soJuciones que seran utilizadas en Jos medios 
de cultivo y/o que entren en contacto con las c6lulas ~­
en cultivo deberan ser previalllf!nte filtradas atravez de 
tiltro milipor (0.22): o radiacion ganma; de esta 
manera se asegura su esterilizaci6n. 

4.03.- Composici6n del medio Opti-MEM. 

Reduced Serum Medium 
Modification of MEM <Eagles> 

- Componentes: 

HEPES buffer 
Hypoxanthine 
Thymidine 
Na Pyruvate 
L-Glutamine 
Trece Elements and Growth Factors 
Phenol Red reduced to 5 mg/L 
Naff C03 

4.04.- Preparacion del medio Opti-MEM. 

Disolver f!l r,ontenido de •Jn sobre en 900 ml de agua 
bidestilada.{enjuagar varias veces el sobre> y adic10-
nar 2.4 gr. de bicarhonato de Na y 1 ml de 2 mercapto 
etanol. y llevar a pH 7.2. luego enrasar a 1000 ml. 
Filtrar con filtro 0.22 p~ra su esterilizacion. 

Si ha este medio se ndiciono los componentes abojo 
indicndos <esterilizados> se denomina medio completo al 
5% de suero fetal bovino. 
93 ml de medio 
I ml de piruvto de Na 100 mM. 
1 ml de glutamina 200 mM. 
0.25 ml de qentamicina 80 mg/ml 
~ ml SFB 

Este ln'!dio fue el que se otilizo para la mayor1a de 
Jos cultivos reftlizados e~ ~ste trab~jo. 

4 
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5. DESCONGELA11IENTO DE CELULAS. 

Las c~lulas a descongelar denominadas BiC114 son c~lu­
las htbridas que provienen de la fusi6n entre linfoci­
tos esplenicos de ratones BALB/c inna.anizados con en 
ant1geno carcinoembrionario (ant1-CEAI y c~lulas de 
mieloma. Estas c4lulas B2C114 tienen la propiedad de 
produc1r anticuerpos monoclonales dirigidos contra el 
anti-CEA. y tambien producen la aglutinaci6n especif ica 
de gl6bulos rojos hwnanos portadores d~l ant1geno A. 
Las c~lulas B2Cll4 utilizadas fueron congeladas el 2 de 
Diciembre 1988. encontrandose en viales p14sticos 
sumergidos en nitr6geno ltquido. 

5.01.- Metodole>gia.-

1) Sacar el vial del tanque de nitr6geno 11quido y 
sumergirlo rapidamente en un recipient~ con agua aJ. 
37 ·c. 

2) Una vez descongelado. empaparlo con alcohol al 70%. 

3) Abrir el vial dentro del f lujo laminar y recoger el 
contenido con una pipeta y pasarlo a un tubo centri­
fuga. 

4l Adicionar 10 ml d~ ~diode cultivo. CP.ntrifuqar a 
800 rpm rturante 5 min. 

5l Tirar el sobrenadante y resuspender el pellet con 
una cantidad conocida de medio 

6l Realizar recuento celular. 

7) Sembrar y rotular. 

6) Cambiar el medio cada 24 hrs aproximadarnente. 

6. RECUENTO CELULAR 

Sirve para conocer el numero de c~lulas vivas y muertas 
(viabilidad> que se tiene en un det~rminado volwnen de 
medio: dl\to p<"r lo cual nos permite IDl.lnip11l11r las 
c~lulas segun nu~stros requerimientos. 

6.01.- Metodologfa 

1> Re3uspender las celulits "" un volumen conocido de 
medio. 

2> Tomar 50 ul y adicionar 50 ul de azul tripan . dejar 
al medio ambiente por 3 min. 

3) Sembrar en cami'lra de NeuhauP-r. 

5 
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4) Contar las c6lulas vivas (no coloreadas•) contenidas 
en los cuadrados. Sacar un promedio. hacer la 
correeciOn por la diluciOn con el azul tripan. 
Calcular las c6lulas por ml de suspensi~n. luego 
multipliear i-or el volumen inicial ~ara ealcular el 
nUlllero total de c6lulas. 
R Las c6lulas muertas han perdido su permeabilidad 
selectiva y se tiften. 

El siguiente recnento eorresponde a las c~lulas 
B2Cll4 descongeladas. donde el volumen total de 
medio fue de 6 ml. 

24 + 26 + 33 + 29 - 112 c~l. vivas 

+ 4 recuadros 

28 eel. 

+ 2 diluci6n 1:2 

- 56 eel. 0.1 nm3 
x eel --~ 1000 nm3 

x - 560 000 eel.----- 1 ml 
y eel.----- 6 ml 

y = 3.360.000 celulas. 

10 + 7 + 9 + 12 • 38 eel. muertas 

+ 112 eel. vivas 

• 150 eel. totales ------ 100 % 
112 eel. vivas ------- x 

x - 74.66 % de Viabilidad 

A partir de este numero de c~lulas se procedio a sem­
brar en frascos de eultivo de 25 cm2. se repicaron 
varias veees hasta que se realiz6: 

7. CONGELACION DE CELULAS B2C114.-

.-t .. 

Una VP.7. ohtP.n'ic1o P,O los frascos de cultivo una buena 
cantidad de c61ulas en taeA expon~ncial. ~e procedi~ 
con una parte de el\as a conqelar. con e~to ee conser-
van por tiempo indP-fin\do. 

7 .01.- Metod<ilO•J1a.-

lJ Desprende.r las c~lulas de las pl~c~s con golpe de la 
mano y/o raspado con pipeta. y tr~nsvasarlo a un 
tubo cP-ntrifuga con tapon. 

6 



2) Mezclar. y tomar una alicuota para recuento ~e c~lu­
las • lo restante centrigugar por 5 min. a 800xg. 

3l Sog\ln el resultado del recuento. F66U5pendCF ~l 
pellet con medio de congelaci6n trio lver textos> en 
una cantidad que no exceda las 1-10• c~lulas en 1 
ml. 

4) Inmediatamente transferir 1 ml de la suspensi6n a 
cada vial de pl4stico frio esterilizado. rotular y 
guardar a -70 ·c en recipiente de tergopol. 

5) Luego de 24 hrs. pasarlos a nitr6geno 11quido. 

8. CARACTERIZACION P'IETABOL.ICA OE LA LINEA B2Ctl4.-

8.01.- Metodologta.-

1) Pregasear 11 frascos T-25 est~riles con 5% de C02. 

; .... 

2) Adicionar a 10 frascos 9 ml de medio Opti-MEM al 5% 
de SFB con 1.10 5 eel/ml. Mantener un frasco con­
trol (sin c~lulasl. 

3) Incubar los frascos a 37 ·c en 5% de C02. durante 2 
hrs. para obtener el equilibrio gaseoso dentro de 
los frascos antes de remover la muestra. 

4) Del frasco del dia O. tomar 0.5 y 2 ml del sobrena­
dante y transpasarlos a un vial de pl6stico. y un 
tubo centri fuga respectivamente. Con las alicuotas 
del vial se detenninara consumo de glucosa e activi­
dad, las del tubo se medira pff. El resto realizar 
recuento celular y viabilidad. 

5) Repetir el procedimiento con los frascos restantes 
en los dtas respectivos. 

6) Tabular los datos y graficar los valores. 

8.02.- Reproducci6n de c~lulas Vs. tiempo 

Datos.-

0 23 46 72 96 Hrs. 

y 98500 112500 242500 805000 1995000 eel/ml 

7 
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REPROOUCCION DE CELULAS 

20 
18 
16 . " 
12 
10 
8 
5 
4 
2 
Q 

0 

Figura 1 

Conclusion.-

VS TIEMPO 

~ 
v 

/ 
/ 

/ 
,,' 

/ 
_/ 

72 

~ 

... 

En uu principio las c~lulas se encuentran a una baja 
densidad poblacional. periodo en el cual estas no 
cuent~n con todas las condiciones de crecimiento y 
requieren de un ~eriodo de readaptaci6n en el cual no 
se reproducen. Pasado este periodo las ctHulas comier..­
zan a reproducirse en una escala casi gradual. 

Consumo de glucosa Vs. tiempo.-

Datos.-

x 0 23 46 72 94 Hrs. 

y 0 0.08 0.32 0.92 1. 71 Glu. g/l 

y' 2.21 2.13 1.89 1.29 0.5 Glu. g/l 

8 
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Figura 2 

- Conclusi6n.-

La gr6fica nos indica que a partir de las 24 hrs. se 
inicia el eonsumo de glucosa por parte de las c~lulas. 
este consumo va aumentando gradualmente a medida que el 
tiempo de estan1a de las celulas en el medio de cultivo 
va awnentando. 

6.04.- Consumo de glucosa Vs. nOmero de c~lulas.-

- Datos.-

x 98500 

y 0 

112500 

0.06 

242500 805000 1995000 eel/ml 

0.32 0.92 1.71 Glu. g/l 

- Ccileulos.-

562500 eel.----- 0.92 Glu. g/l 
14000 eel.----- x x • 0.023 Glu. g/l 

14000 eel.----- 0.023 Glu. g/l 
100000 eel.----- x x • 0.161 Glu. g/l 

130000 eel.----- 0.21 Glu. g/l 
100000 eel.----- x x • 0.161 Glu. g/l 

562500 eel.----- 0.92 Glu. g/1 

100000 eel.----- x x • 0.1635 Glu. g/l 

1195000 eel.----- 2 .12 G l 11. g/l 
100000 eel.----- x x • 0.177 Glu. g/I 
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- Conclusiones y observaciones.-

El consumo de glucosa obtenido por cada 100000 eel. 
corresponderia a 0.164 g/l.; dato que se verifico en 
todos los puntos tomandose en cuenta que el nOmero de 
eel. que se reproducen en 24 hrs. es de 562500 y consu­
men 0.92 g/l de glucosa. tomados entre los puntos 0.32 
y 0.92 respectivamente. Sin embargo caba seftalar que 
el procedimiento no fue dilucidado a profundidad. por 
lo que no se sabe si fue el correcto. 

6.05.- Viabilidad de las r.elulas Vs. tieapo.-

- Datos.-

x 0 23 46 72 95 Hrs. 

y 78.2 80 68.8 62.25 71.5_. % 
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Figura 4 

- Conclusi6n.-

Esta grlfica nos in<licario que la viabilidad bejo en 
pequena proporciOn a medida que las c6lulas se reprodu­
cen. 

6.06.- Variacion del pH Vs. tiempo.-

VARIACION DEL TIEMPO 
VS PH 

9 

1.5 

I 

1~ 
~ 

7 
-. 

1.5 

I 

S.5 
0 23 46 72 14 

lh. 

, ...... ,.. 
-

Figura 5 
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- Datos.-

x 0 23 46 72 94 Hrs. 

y 7.53 7.515 7.5 7.38 7 .16 pH 

- Conclusion.-

Los datos obtenidos de 0.0. verifican una disminuci6n 
del pH. sin embargo la variaciOn en la escala de pH es 
atnima lo que hace que este ensayo no pueda utilizarse 

COllO un indicador del crecimiento de las c6lulas. 

$ 

8.07.- Actividad del Ac. mediante hemoaglutinaci6n directa e 
indirecta 

IACTIVl>AD DEL AC. VS. TDf'01 ....... 
.. 

I ' .. 
~ ... 
I 
I 10 

I 1 I 
2S .. 72 ff 

lh. 

I•·~•> o.-IN(..,.. ..., •• ....w.... I 

Figura 6 

Datos.-

x --> 0 23 46 72 94 Hrs. 

y --> 0 16 64 128 256 Di l. l/y 

y"--> 0 32 128 256 512 Di 1. 1/y' 

y"--) 0 0 2 4 8 Di 1. 1/y" 
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8.07. b N\)mero de c6lulas Vs. actividad del Ac. 

NlAERO DE CELll..AS VS 
ACTIVl>AD DEL Ac. 

100 
0 
0 
0 
0 
0 ~ - 10 
• 
I -
........ 

i 1 
• ... 
t 

0.1 
1' S2 H 121 2H 

la l/x 

I 1---w.. I 
Figura 7 

- Oatos.-

x·--> 16 64 126 256 
y ~> 112500 242500 805000 1195000 

- Conclusi6n.-

Oil. 1/x 
eel/ml 

La producciOn del Ac. va aumentando gradualmente a 
medida que el numerao de c~lulas awnenta: esto se 
verifica indirectamente con la actividad. 

8.08.- Comparaci6n de graficas.-

CARACTERIZACION METABOUCA 
DE LA ll£A IBl>A BZC I 14 

20 
) 

2.4 
0 Ill - / 

:u 
g II 

~ ~ .... / z 
g 14 

---- '' / ••• ... 12 

I.I " ' ~' f__. 
u .. '•. 10 ~ 3 • / '' 1.2! 

I I / "' 
1 . " v '-:'-
;.1 

~ 2 :.1 
0 :.4 

0 23 45 n t4 ..... 
1-.. c...-.-._ ~ ... ..... v....... 

Figura 8 
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8,09.- ELISA ANTI A-B.­
A. Metodologta 

a) Se sensibiliz6 las places con 100 ul de sustancia A­
B en buffer carbonato pit 9.6 en distintas diluciones 
dejanclo libre una hilera de pozos para sensibilizer 
con RAii diluido 1:50. (ver tabla). 

bl Se incub6 una noche a 4 •c en camara humeda. 
cl Se lav6 3 vecee con PBS T-20 al 0.05• (sol. de 

lavado). 
d) Se bloque6 con PBS T-20 + a de BSA 1 hr. a tempera­

tura· mmiente. 
e> Se lav6 3 vece~. 
f) Se sembr6 las 1uestras y contro 1 es en un vo h.nnen de 

50 ul/pozo y se incv.bo en camara humeda una noche 
(ver tabla) 

g) Se lav6 4 veces. 
h) Se adicion6 50 ul/pozo de GAii (Goat anti mouse) J.. 

biotinizado diluido 1:500 en PBS T-20 + t• BSA. y se 
incubo 1 hr. a temperatura all'lbiente. -

i) Se lav6 3 veces. 
j) Se adiciono 50 ul/pozo del conjugado streptavidina -

peroxidasa diluido 1:1000 en PBS-T + t• de BSA. y se 
incubo 1 hr. a temperatura ambiente. 

k> Se lav6 3 veces 
l> Se adicion6 100 ul/pozo de OOP (o-felidendiamino> 1 

mg/ml en buffer citrato pH 5. y se incubo 30 min. en 
oscuridad. 

Ill Se detuvo la reacci6n con 50 ul/pozo de a. sulfuric 
4M. 

B. Resu ltados y cone l usiones. -

RA• lllfflt 
SUSTdCIA A-B 4iluicla 1/x .. 

12en-2560-Sl20 1:soci •J.O 20 40 80 160 )20 640 

Al'l'I A 

AJl'fl B 

ASCI"rl:S 
B2C114 • .. + + + + • .. + .. + 

•'\TI 0\---··----. + B2C1l4 + t t + • + + + • 
•IW.10 11!1 
CUT'fIVO 
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- Se constat6 reacci6n positiva tanto en la ascitis COIDO 
en el sobrenadante de las c6lulas. sin embargo no se 
pudo encontrar diferencia entre ftmbos debido a que la 
concentraciOn utilizada fu6 ••Y alta. 

- Los controles positivos 1suRtanr.ia anti A - BJ resulta­
ron negativos debido a que son policlonales de origen 
humano. 

El medio de cultivo resulto RP.r un buen control nega­
tivo para este ensayo. 

8.10.- JNMUNO DOT ANTI A-8.-

A Metodologta empleada.-
al Se corto la nitrocelulosa del tmnafto de una placa 

de 96 pozos. 
b) Se marcaron los pozos colocando el papel sobre fa 

placa y presionando para que se marquen los con_ 
tornos de los pozos. 

c) Se agrego 4 ul de sustancia A-B en distintas 
diluciones en PBS y RAM (ver graticaJ. y deJar 
secar a temperatura ambiente. 

dl Se bloque6 con PBS T-20 0.05% + 5* Molico. 

e) Se lav6 5 veces en PBS T-20. 

f) Paralelamente se sembraron 100 ul/pozo de las 
muestras y co~troles diluidos ~n PBS T-20 + 1 % de 
Molico en un~ plar,a de 96 pozos con fondo piano. 
(ver tabla> 

g) Se puso el papel sobre la placa haciendo coinc1d1r 
Ins pozos y se cubrio con paraf1lm. luego se 
pus1~ron 4 papeJe~ filtro • se tapo la placa y s~ 
aseguro con ganchos. 

h) Se invirtio la placa y se dejo una noche a tempe­
ratura ambiente. 

il Se lav6 5 veces. 

j) Se incubo con GAM biotinizado diluido 1:750 en PBS 
T-20 + 1% Molico durante 2 dtas a temperatura 
ambiente. 

k) Se lavo 5 veces. 

1) Se incubo con el conjug~do streptavidin& peroxi­
dasa diJuido 1:1000 en PBS T-20 + 1- Molico. 
durl)nte 45 min. a temperatura ambiente. 

mJ Se l~v6 5 vece~. 

O) Se agrP.g<"t 100 U)/fl"ZO de OnP 1 mg/ml + peroxido 
de hit.lr~g-.,no y !'Se inc11ro 10 min. en osc•Jridad. 

15 
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01 Se detuvo la reacciOn por lavado con agua destila­
da. 

B Resultados y Conclusiones. 

IWI SUSTAlfCIA A-B clil uida l /x 

1:)00 
PB.CJ 10 20 40 80f. 160 )20 640 IUO t5'0 5ll0 

x• 

Al'f I A 0.1 

AftI B 0.1 

ASC.B2C11~ 5 4 4 4 ' ' 2 1 0.5 O.) 0.1 

Sb. 

Sb. 

Sb. 

Ig. 

B2C11• 
4 ) ' ' 2 2 1 0.1 O.) 0.1 

B12 ) ·1 1 0.5 0.4 0.2 0.1 0.1 

wso 1 n.1 0.1 0.1 

Ba\da ) 0.1 0.1 0.1 

- La ascitis de las c6lulas B2Cll4 dieron reacci6n 
positiva hasta la diluci6n 1:5120. observandose en 
ellas una disminuci6n gradual en lo que se refiere a 
la intensidad de reaccion. 

- El sobrenada.1te del cultivo de estas c~lulas dio 
resultado posittvo hasta la diluci6n 1:2560 observan­
dose de igual manera una disminuci6n gradual de la 
reaccion. 

- Los controles positivos no anduvieron en este ensayo. 

- Como control negativo se utilizo inmunoglobulinas de 
rat6n normal. obse&'"Vandose una muy lev~ reacci6r 
positiva hasta la dilucion 1:40. sin embargo esta 
reacci6n podria solo deberse al ruido de fondo presen­
te en el papel. 

9.01.- PROOUCCXON DE ASCITIS.-
Se realizO con el objetivo de obtener suficiente canti­
dad de anticuerpo. de manera que permita realizar estu­
dios para su caracterizacion. 

9.01.- Metodologia.-

ll Inyectar via intraperitoneal 0.5 ml de prist~ne 
taceite minerla 2-6-10-14 tetrametilenpentadecanoJ a 
cada rat6n con objeto de pre-iritar el ambiente. 

2J 10 dtas despues • inocular 1.10-• c~lulas B2C114 a 
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cada rat6n por via intraperitoneal. 

31 Observar a los ratones todos los dtas hasta que se 
encuP,ntren con la cavidad peritoneal inchada. 

4l Obtener la ascitis por puncion con una aguja gruesa 
y dejar drenar en un tubo. Agregar azida de sodio y 
guardar a -70 ·c. 

5 > Re pet i r e l paso 4 • cad a vez q1.1P. se v"a r.onveni ent e • 
hasta el momento que se note la tonnacion de una 
masa s6lida tumoral. 

10. PURIFICACION DEL ANTICUERPO ( IgGl) DEL LIOOIDO Ascinco 

10.01.- Pr~cipitaci6n con sulfato de amonio.-

"'-
1) Se parti6 de 40 ml d~ ascitis de B2C114 <Desconge,~ 

lado de - 20 ·c>. que m<>straban alto t1tulo de 
aglutinaci6n 

2) Se filtro inicialmente por papel Wathman para sacar 
las parttculas groseras (Se guardo una alicuotal. 

3) Bajo agitaci6n magnetica y en hielo al asci~is se 
le agrego 12.52 gramos de sulfato de amonio s6lido 
(313 gr/lt). Esta adici6n se realiz6 lentaaente 
CAproximadamente e" tres horas). 

4J Centritugar a 7500 rpm durante 30 m1n a 4 ·c. 

5) Se tom6 una alicuota del sobrenadante y se guardo 
para el PAGE: el re.sto SP. dASP.~ho. El pellet 
reauspenderlo en 16 ml de sulfatn dA amonjt\ al 
50%: d1.t igual manera que en la part.., 8.01-3. 

6> Se cent.rifug6 a 75UU r(llll duriJnt~ Ju min a 4 ·c. y 
se d.,secho el sobrenarlant~. Al p~llet resu~pender­
lo en 15 ml. de PBS pH 7.2. 

10.02.- DesalinizaciOn en G-25. 

Se empaquet6 una jerinqa de 20 ml con G-25. calculan­
dose lu~go el volt"°"'n mu~rto r.on azul de brorno fenol 
<BFBl. Se realiz6 la corrida con la affcttis y se 
rBcolect6 l~s fracciones que conten1an el ant1cuerpo. 
prev1a prueba de agluttnacion con gl6bulos roJos A. 

El volumen total obtenido tu6 de 50 ml en PBS pH 7.2 . 
Posteriormente se ~idt6 la conr.~ntracion prot~ica en 
IJ. V. dando aproxi~rta~ntA una r.:onr.f!ntn1r.i6n de 10 
mg/ml. 

10.03.- Cromatografia de afin'iddd por proteina A-Sepharosa.-

Se reconstit:uyo la proteina A ron b1Jtfer qi 1c1na 1.5 M 
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en ClNa 3M pH 8.9. y se empaqueto en una jeringa de 
2.5 ml que estaba previamente taponeada con fibra de 
vidrio y papel filtro en el extremo terminal. El total 
de proteina inchada fue de 2 ml. los cuales atrapan 40 
mg de IgG. 

De los 50 ml de anticuerpo obtenidos por G-25. 15 ml 
tueron almacenados a -70 ·c. y los 35 ml restantes 
fueron diluidos 1:3 en buffer glic1na 1.5 Men ClNa 3 
M pH 8.9. El v~lumen final obtenido fue de 105 ml. 
que contienen aproximadamente 350 mg de anticuerpo. 
De este volu:--"8n se tomaron 20 ml y se corrieron en la 
columna que fue previamente lavada con .buffer glicina 
1.5 M pH 8.9. 

La muestra fu~ eluida a un f lujo de 10-~0 ml/hr. Se 
realiz6 un gradiente discontinuo con buffer citrato 
0.1 Ma pH 6 - 5 y 3 . Seg(ln bibliografta a pH 6 ri~ 
desorciona la IgGl. a 5 la IgG2a y a 4 la lgG2b. 

10.04.- Perfil cromatogr6fico obtenido.-

,_, 
Meo.~ 

N• iubos 2·' •v·n n-11' .. 
' LI 

IZ•IJ n 

?KO .J 

s 
&2•. 

21 

Las fracciones que contenian los picos tueron neu­
tral izados con buffer TRIS-HCl 1 M pH 8 hasta un rango 
de pH ftntre 7 - 8 verificado con papel indicador. 

- Se produjo una saturaci6n en la columna debido a que 
se cargo un exceso de la muestra taproxim6damente de 
20 mg.). 

10.05.- O~tenninact6n de la ar.tivtdnd aglut.inante de los 
picos. 

Se realiz6 la actividad aglutinantf.'t de los qlobulos 
rojos A en placa. obtentendosP, los siguient~R resulta-
dos: 
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Tubos 

2 - 9 
10 - 17 
23 - 46 
Sb 1 ptado. 
12 - 13 
17 
22 - 23 
30 
Ase. filtrado 

Ubicaci6n 

Pico 1 
Pico 1 
Pico 1 

Pico 2 
Linea base 
Pico 3 
Pico 4 

Resultado 

Aglutina 
Aglutina 
Aglutina 
Aglutina 
Aglutina 
Aglutina 

No aglutina 
No aglutina 

Aglutina 

10.06.- SDS PAGE.- J~ 
Se realizO siguiendo el •todo de LAflltMLI, y se obtuvo 
los siguientes rasultados. 

GEL.( GEl 2. 

l ' t 3 .. s ' 

--
~ 

~ - --l9I -- -• -- - -f.!t. 

I-__ .._ ________________ ___ 

r---- -
# 
~ "' - Oft 

"' N - . 
"' ;, . % ... - N • J N j 
-:t' ,,; .; -. 

J 3 s .. : • ... 
It: .. 

~ I( (J;. :.:; tL 

• l ,.. 
v j 

0 ' ,, -$ 
,. !1 

l i "I • 
c .J -x . .. I a en 

10.07.- Observaciones y ~onclusiones.-
El revel ado del gel indicaria que la asci,tis f il trada 
presenta 7 bandas. despues de la lra pre'i,pitaci6n con 
sul fato de a.monio e11ta tambien preeenta .,,,,- bandas pea·o 
se observa que estas son de menor concentrac1on, 
indicando que en el procedimiento realizado Re el imi­
narcJn proteinae que no eran de nuestro i.1teres. El 
non bound (pico 1) nos revelo 3 banda~. el pico 2 y 3 
nos TP,Velaron a 1 banda. El pico 4 no revelo bandas, 
posiblemente debido a que se encuentra ~n baja concen­
traci6n. Tanto el pico 3 y 4 eluidos a pH 5 y 3 res­
pect1vamente no aglutinaron: mientras que el pico 2 
f:'!htido a rH 6 cho aql11tlnar.1(tn positiva. continnando 
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aue se trata de la laGl. Es imoortante men~ionor que 
ra bGnda revelada pr&eento grah concentrac16n ind1-
cando que el procedimiento de purificacion fu~ el 
adecuado. 

CLONADO.-

Se realiza para obtener una poblaci6n celular derivada 
de una. c6lula madre. de esta manera. se asegura que 
todas las c6lulas hijas tengan id6ntica infonnaci6n 
gen6tica. lo que d4 lugar a la producci6n de los AcM. 
Pero para que una sola c~lula pueda proliferar en el 
medio de cultivo requiere de una cooperaci6n celul~r 
(contacto celular. transferencia de nutrientes y ~cros> 
los cuales tratan de ser adquiridos de las c6lulas 
alimentndoras (feeder cells). Betas c~lulas no son 
capaces de proliterar in vitro. pero secretan al a~ 
biente factores rromotores de la proliteraci6n de 
hibridomas. Las c~lulas utilizadas para este propObito 
son: c~lulas del exudado peritoneal (macr6fagos>. 
timocitos y otros. 

11.01.- Obtenci6n de macr6faqos.­

Metodoloq1a.-

Se sacrific6 los ratones de 4 semanas en eter. luego 
se los sumerg1o en etanol al 70% Luego se removio la 
piel del abdomen. dejando a la vista la menbrana 
peritoneal. Se 1nyecto en la cavidad peritoneal 5 ml 
de sol. de dext.rosa al 10% fr1a y ~e realizo masajes 
abdominales. Luego se procede a extraer la dextrosa y 
traspasarla a un tubo de plastico de 50 ml. Se lav6 
las c~lulas con medio Opti-MEM trio y se realizO 
recuento celular. 

Posterionnente se plaque6 5-l0t4 celulas en 100 ul de 
medio con SFB en placas de 96 pozos. y 2-lot6 celulas 
en 1 ml de medio con SFB en placas de 24 pozos . 

Incubar las c~lulas en estufa gaseada durante 24 hrs. 
y luego observar en microscopio de contr~ste de fases. 

11.02.- Obtenci6n de Timocitos y/o Linfocitos.-

Se sacrif icO los ratones de 5 semanas en eter y se los 
sumergiO en etanol al 70%. Se tom6 el Timo (o el 
Bazo) del rat6n y se lo transfiri6 a una placa de 
petri. que contenta 10 ml de medio de cultivo sin SFB. 

Se efectuo en el Timo (o Bazo> varios p1nchazos con 
las agujas. luego se cargo la jeringa con medio de 
cultivo y se inyect6 en un extremo del mismo. Se 
repiti6 varias veces este vrocedimiento. 

Se disolvio los grumos celulares por p1peteos reiter­
ados del medio de cultivo. Se tranafiriO las celulas 
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contenidas en el medio a un tubo de 15 ml. se decanto 
los trozos de tejido de mayor tamano durante 2 min .• 
luego se toma el sobrenadante y se centrifuga a baja 
velocidad por 5 min .• luego se resuspendio las c6lulas 
en 10 ml de medio y se realizO recuento celular. Se 
plaqueo !gual que 11.01 las c~lulas del timo. Para 
las c~lulas de bazo resuspenderlas en el volumen 
requerido para obtener un nOmero determinado de 
eel/ml. 

11.03.- Clonado por diluciOn limitante. 

Para el aislamiento de las c6lul~s se tienen varios 
m6todos. en este caso solo se describe el m6todo 
realizado en este trabajo. Para esto se utilizaron 
c6lulas B2Cll4 provenientes del ano 1988 con el obje­
tivo de conocer el procedimiento de la t6cnicas. JL 

Metodolog1a empleada.-

Al Se resuspendi6 las c6lulas de un frasco de cultivo 
que se encuentran en fase exponencial. y se realiz6 
recuento celular. 

B) Preparar las siguientes 3 diluciones 1. 100 eel/ml 
de medio. 2. 10 eel/ml. 3. 5 eel/ml. 

C> Sembrar: 

100 ul de 1. por pozo a la lra hilera de placa de 
96 pozos con MacrOfagos. con Timocitos. y sin nada. 
100 ul de 2. por pozo a las 4 hileras restantes de 
la placa de 96 pozos que contienen macr6fagos. 
timocitos. y sin nada. 

100 ul de 3. por pozo a las 3 ultimas hileras de 
las placas de 96 pozos que contien macrofagos.­
timocitos. y sin nada. 

D> A las 24 hrs se aftadi6 100 ul de medio a cada 
pozo. 

E> Se incubo por 2 semanas a 37 ·c y 5% de C02. 

f) Se tom6 el sobrenadante de aquella diluci6n donde 
el crec1m1ento del hibridoma rue buena. y se 
sembro en placa de 24 pozos. 

G> Luego se determin6 la octividad. 
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11.04.- Resultados.-

llA.CROPAGOS 'fl•OCHOS SIB CRJ,UJ.AS AJ.DEll'l'ADORAl 

Cree. • Cree. • Cree. • I Cree. • 
10 oel/p-tai. 91.6 ' 91.6 IUtll 100 ..... t 114' •l 91.6 I n• 1z 

1 eel/pn• 21••r 4).75 ,,~,, 39~6 '" .. '' 29.16 ~ ... , 11 

0.5ce'.1/pn ... 9 cS. ~' 25 =JaY 19.4 as•u 4l .9 2\dt3' 58.) 
.-t .. 

11.05.- Conclusiones y observaciones.-

1 ~: . 

Se9un la distribuci6n de Poisson indica que en ilque-
1 las diluciones (0.5 - 1 - 10 cel/pozo) donde se 
observe un crecimientc• del 63% (o rnenori de sus po~os 
son los que deberan ser tomatlos en cuenta para ia 
detecci6n del Ac. y p~ra realizar el recionado. 
Gi 0b~ervamos nuestros resultados nos indica que ia 
may(•ri<t de las pl.1cas cumplen con el porcentaje 
indicado en la distribuci6n de Poisson. 
Lament .• 1blemente las J primeras plilcas se contaminilron. 
por Jo rtue se cont i nu6 e I trahajo con i il tt it ima. de i a 
cu.:tl Sf" tomaron J pozos para su rer:lon.:H.io "" piaca dl!!t 
24 p•.•ZCts. en Ill Cltcll se c.Jet~rmino lil cict1viuau llgiu­
l.lndnte directa de gl6hulos rc•jos A. ddruio en todos un 
tHulo l:~. 

Esto jndJL~•lria que las celul.1s B2C114 mantienen una 
mismo nivel de actividad. 

PARTE II 

INMlltHZACION. -

En la producc:i6n de anticuerpos monoclonilies uno de los 
prim~ros pasoe a renlizar es la inmunizaci6n que con­
sistP. P.ll t;, 1'dm1n1~trac16n d"I anttgeno il l•)~ animales 
seleccionados Cratones) para ~ue se d~ iuo~r n la 
fr:tnJ1i)GJN1 de e1nticw...-pos por Pi.U-l., d.., 1.:·H3 celuiaf:l uei 
sistema inmune. Antes de proceder con la irarnunizaci6n 
se requierc conocer las principales caracter1sticas dei 
ant1g~no. como ser el grado de p1Jr~za. Piwi. soiubiiidaci, 
esttlbil1~~rt y actividad. Para eata Oltim~ ~e requier~ 
r:onttlr rnn 11n sistema de tilm;zajr. <Jue ~P.a SP.nsibie, 
e!::pPr.1 ri,·I'.'•, econ6mico. y r"l11t.1v;•,.11ent~ fttci 1 de manipu·-
1 a1 . 

I 

Tr•mo111lo ,.. .. ~•.1Pnt;.~ l•lf'I C<."lOS-id~rac-i···nP!'I rnPr11:i<:•ntldtHJ se 
rl•ll I i 7." J ,J i r:ununi zac 16ri. para Io cu.·tJ e;;. i Ht en Vi)r i as 
m~todnln~1~B,~ aeguir que depend~ri en si del tipo de 
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anttgeno que se utilizara en e-st~ fasP-. 

13. 11'1PORTANCIA Y CARAClERISTIC#'S tlEL ANTIGENO.­
Anttgeno: superoxido dismutasa Cu-Zn <SOD• 

14. PROTOCOLO DE INl'IUNIZACICIN IN VIVO.-

A> El dta 20 antes de la fusi6n (dta Oa se inyectaron 
de 50 a 100 ug del anttgeno en adyuvante completo de 
Freund. por via intraperitoneal a 5 ratones BALB/c. 

Bl El d1a 15 antes de la fus1~n se volvio a administrar 
50 ug ..:lel ant:fgeno en adyuvante incompleto de 
Freund. a cada rat6n via intraperit.Qneal. 

C) El dta 12 antes de la fusi~n se extrajo sangre~ los 
ratones para realizar el primer serening del anti­
cuerpo. 
ever punto 15) 

Dl El d1a 5 y 4 antes de la fusi6n se administrarC'n 
50 ug del anttgeno en soh1ci~n fisiologta a cado 
raton via intrapP.riton~al. 

E> El dta de la fusi6n (d1a 0) se extrajo el bazo. lver 
9.02). 

15. DETERPIINACION DEL ANTICl.IERPO PtJR ELISA. 

Se procedi6 a rP-alizar un test ELISA en placa con 
objeto de de-terminar que rat~n pre5entaba un mayor 
tttulo del ant1cuerpo en el s~ero. 

15.01.- Met(tdologta empleada.-

A> Se sensibilizaron laR placas grado ELISA con 100 ul 
de SOD tsuperoxido dismutasa cu-Zn , en 
distintas diluciones en buffer carbonato pH 9.b . 

B > Se i ncubo una noche a 4 ·c en camara h•uneda. 

C) Se l av~ 5 vecP.s ~on PB~-T 20 '-' ! O. 05 · % ( sr• l uc ion cle 
lavadoa 

D> Se bloqueo los pozos con 100 ul de PBS T-20 + 1 % 
de Molico ever tabla) y se incubo 1 hr. a 37 ·c. 

E> Se lavo 7 veces. 

Fl Se adiciono 50 ul/pozo de GAM lGoat ~nt1 mouse> 
biotinizado diluido 1:750 en PBS T-20 + 1 ~de BSA: 
se ln~uM a tempf.l!rl.\tur;, l'mbientP- 1 hr. con agita 
ci6n esporadica. 

H> Se adic'iono 100 111/poz" '1f" r.nn111g.,r10 strP.pt.l!Wit11-
na - peroxidasa diluida 1:1000 en PBS T-20 + 1 % de 

.2.3 
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BSA. y luego incubtlr 45 min. a temperatura aabiente 
con agitacion eBporad1r.a. 

IJ Se lavo 5 veces. 

J) Adicionar 100 ul/pozo de OPO to-felidendiam1not 
conteniendo 1 mg/•l en buffer citratro pH 5 y 50 ul 
de peroxido de hidr6gP-no d~ 10 vol. e incubar 10 
min. en oseuridad. 

KJ Se detuvo Ja reacci6n con 50 ul/pozo de a. s•11fu­
ric" 4M. 

15.02.- Resultados y Conclusiones.-

0 • 
SOD Cu -Zn SUDO DB C/RA!'OW DIT.o:IDO 1 :100 r-l ~ ~ 

I:\~ :: 

uc/•1 

' 100 

50 

25 

12 

6 

0 
1°67 •• 69 •• n ••16 r18 ~ • ., ~ 

1 s; 
0-1 ~1 0-1 P-1 

n-1 ~-1 0-1 D-1 

0-1 b-1 0-l P-1 
0-1 b-1 0-1 p-1 

0.-l 0-1 0-1 P-1 

Los ratones numP.ro 67 y 78 son los QIJP. presenrtan una 
cantidild mayor de ant'icuArpo 'lUe los otros: sin 
embargo el tltulo aue e\ los pn~sentan es muy bojo 
de bi do a que se encuent.ran f!n la primera fase de la 
inmunizaci4'n <7 d1asl. Durante el periodo restante 
ll~ cl 1 ilS > • ~P. ~spP.ra qne I a pro<1ucc 16n tie ant 1 cuerpo .. 
sea elevada. 

- Lc•s re~ultado~ ("•btenido!" ~on el med10 de cultivo 
l nd i r,an que est e es un buen neg~ t. 1 vr1 para e!ltf! ensa­
yo. 
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lb PREPARACION DE CELlLAS NSO PARA LA FUSION.-

Las c~lulas NSO <ltnea de mieloma) fueron desconge­
lada~ siguiendo el procedimiento del punto 5. y luego 
f11eron sembradas para su expe.nei6n. Una vez obtenida 
una bmma cantidad dea ct!lulas una rerte de el las se 
utiliz6 para detenminar la actividad de la via end6-
gena. y la otra se mantuvo en fase loqarttmica. 

16.01.- lct1vidad de la vfa endogena.-

J7. 

Es un ensayo que se re.aliza para seleccionar las c~lu 
las de mielorna a utilizar. para lo cual se tom6 las 
c~l•1las NSO y !!le le adiciona medio HMT thipoxantina • 
.etotrexate. ti•idinal hasta llegar a una concen~ra 
ci6n del 100 ~. Sise observa muerte de todas"ras 
c6lulas en 6 dtas. se comprueba que las c~lulas NSO 
ti enen bl l)l.}ueada la vta end(lCJena y exogena para I a 
stntesis de la prote1nas . l..t\s r.~lulas que tienen esta 
propiedad son las utilizadas para la fusion. 

FUSICIN 

~ntro la produci6n de antir.uerpos monoclonales. la 
f us i ~n i nvo l •Jcra la uni 6n de dos r~ 1 u las a tri'\v~s de 
$11~ m~mbranas. dando origen en •m principio a una 
C"~lula que presentll 2 nucl4'os. estos al ingresar en 
el pror.eso de mitosis intercambian el material gen~ 
tico. y dan por re~ultado la fonnaci6n de una ~~lula 
h1bri~a o hibridoma. Este proceso se halla facili­
tado in vitro por la adici6n del PEG (polietengli 
coll. el ctJc1) disminuye l"' tensi6n superficial de las 
c~lulaf'. 

17.01.- Metodolog1a por agit~ci6n con PEG al 50 % 

Al Se procedio cuando todas las soluciones estaban 
pr~paradas. 

BJ Se lavo los esplenocitos 2 veces por centrifugaci6n 
a baja velocidad l400xg) en med10 de cultivo Opti­
MEM A)n su~ro y rrer.alentado ft 37 •c. Con el 
segundo lavado se centr1tuga paralelamente 20 ml de 
c~lulfts de mielorM. DurantP- la centrifugaci6n se 
coloca el PEG ~n bafto de agua a 50 ·c. Se agrego 
al PEG fundido 0.5 ml de Opti-MEM sin suero y se 
transf irio el frasco a hafto de agua a 37 •c. 

Ct Se r~suspend i o ambos ti pos ce l u l 'l n~s en med i o 
prec~lentado a 37 ·c sin ~uero. y se mezclo amb4s 
s11~pAnR1oneB celulares Bn relac16n 1:10 de mieloma 
lintocito resp~r,tivament~. Luego se centrifugo a 
Annxg '11Jrant4' ~ min. y RA rP.moVH" _,I sobrenad.,nt.e 
cniti..,rtos~~nt.e P.n form" ~omf"l'!!ta. 

rn SP. arrreg6 O. 8 ml di'.' P~~ "' 50% c:hsrdnt" 1 min. r.on 
~q1t~cion dP. l~s r~tuJ~R. Se continuo la agita­
t·1 ~n rlur,,,nt" I min. ,,di r.1 ona I . l .. uttCJO se ftgreq<• I 
ml dP. Opti-MEM durl.'ntP. l min .. l11P.go 11 ml gota a 
got.ft. continuandose lueryo con 17 ml tambien gota a 
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qota y luego centrifugar a 400xg durante 5 min. 
E) Se resu~rfl!ndin las c9'1n1as en me.d10 Opti-MEN con 

10 l(. d" SFB precalentad.-) a :37 ·c y difl~nsar 
110.000 c~lulas en 100 1.11 pozo para placa de 96 : 
y t.100.000 c~Julas en 11nl/P<-l7.0 para pJaca de 24 . 

Estas placas estaban prev1anaentP. pr~paradas con 
mar.rofagos. 

Ft Oe$pues de 24 hrs. se P.Xtrajeron ~O ul por pozo y 
se ad1cion6 50 ul de medio HMT. Repetir este 
procedimiento hasta lleg~r a una concentraciOn <tel 
100 5' de HAT. 

17.02.- Resultados y Conclusiones.-
- El dta 6 despues de la fusi~n s~ purlo observar en 

algunos pozos. c~lulas que podrian estar inicial'\to la 
formaci6n de clones. 

19. CONCLIJSION GEtERAL DEL TR"8AJO REAl.llAOO 

En el trabajo realizado se pudo llegar a obtener un 
r.onocimiento claro d~ Jos pror.edimiP.ntos de obtencion 
de ant:icuerpos monoclonales. Tanto la parte teorica 
como la parte practica futarC'.'n asimiladas bajo expe­
riencias pr4cticas qne fuE'!ron sP.gwirlas en su totalidad 
por protesionftles ~n el tP.ma. l~ cooperaci6n brindada 
por todos los integrantes del Centro Onr.o16gico de 
Medicina Nur.lear hicieron -pns1ble quP. estP. trabajo se 
realizara sin contratiE'!mro~ Que pO'lrian haber retras11do 
este trabajo: para el lo~ va mi mcis sincero agradeci­
miento. 

Igual~nte la Rep•1bl ica de Bolivia agradece la coopera­
ci6n prestada por todos los p~ises y organismos que 
participan de este proyecto y que hizieron posible la 
realizaci6n de este trabajo. mediante el cu6l mi pa1s 
se suma a la buequeda de 311 anticuerpo monoclonal . 

Eduardo L. Gonzales 06valos 
BIOOUIMICO-FARMACEtJrICO 

26 


