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INFORME TECNICO 

PRO~RAHA DE CAPACITACION PERSONALIZADA EN 
PRODUCCION HASIVA DE ANTICUERPOS HONOCLONALES 

I. ASPECTOS .TEORICOS 

Durante el curso se incluyeron 3 sesiones te6ricas 
semanales consistcntes en conferencias, a cargo de profesionalcs 

"de la Divisi6n de Hibridomas y Modelos Animates, seminaries 
presentados por los participantes ~n el curso y seminarios 

·; nternos de es ta agrupaci 6n . 

• 1. Conferencias: 

a. La 
general es. 
lngenieria 
del cultivo 
AcM. 

tecnologia de anticuerpos monoclonales <AcM>. Aspectos 
Proyectos de la Division de Hibridomas det Centro de 
Genetica y Biotecnologia CCIGB>. Aspectos generales 
de hibridomas. Reactores ~e Fibra Hueca para producir 

b. Uso de lineas de ratones para la producci~n de ~cM. 

c.-Caracteristicas de los AcM seg6n su empleo. Uso de AcM en 
la purif icaci6n de molecutas diversas. 

d. Ensayos para AcM. 
e. AcM por lngenieria Genetica. 
f. AcM bifuncionales. 
g. Producci6n de AcM en bioreactor a.burbujeo. 

' 2. Seminarios: 
J 

a. Encapsulaci6n de hibridomas en alginate. Cultivo de 
hibridomas en saco de di~lisis. 

b. Hetodos generates de purificaciOn de AcM. 
c. Fus16n celular para la obtenciOn de AcH. 
d. AcM .humanos. 
e. Estudlo del efecto de nutrientes en el cultivo de 

hlbrldomas y produccl6n de AcH. <Seleccionado por los 
particlpantes>. 

t. Uso de vectores <shuttle vectors> en la generac16n de AcM 
blespeciflcos. <Selecclonado por los partlclpantes>. 

.. , 

.( 

. .. .,,,. . ( ' 

.,• :~ 
• . .• "~"j 

..•. ;. . • • • ~ '":l 
',' I 

.··.~~ ,. '·· .. 



/ 

II. ASPECTOS PRACTICOS 

1. Aspectos generales en el cultivo de hibridomas. 

1.1 Descongelamiento, cuitivo y expansi ·n de hibridomas. Se 
descongelaron ~mpulas del hibridoma CB-Hepl, productor de! AcM 
contra el ant1geno de superficie del virus Je hepatitis 8. Los 
h:bridos descongelados se sembraron a una concentraci:·n entre 3-5 
x lOES eels/ml en frascos de cultivo de 75cc con medio RPMI 
1640/10% de suero de ternera <STJ.Estos cultivos fuercn 
expandidos durante dos semanas, en el transcurso de las cuales, 
sc real iz·· la detecci:.n y cuantificaci ·.n de las inmunoglobul inas 
presentes en las sohrenadantes mediante la t£-c;1ica de ELISA ya 
estandarizada en este laboratorio. Adicionalmente, las hlbridos 
fueron congelados utilizando media completo RPMI 1640/20% ST y 5% 
de dimetilsulfcxido, mantenido a 4 C durante el proceso y 
almacenados primero a -70 C y posteriormente en nitr-.geno 
11quido. 

1.2 Oeteccir~ de 
inm~nofluorescencia 

desarrol lo. 

Hicoplasmas: Se determina par 
indirecta. La experiencia 

la tecnica de 
se encuentra en 

1.3 Estudio de las par;..metros metab•·l icos: Para este prop•·sito se 
descongelarcn las hibridomas CB-Hepl y CB-Hep2, expandidos 
durante una semana, y luego distribuidos en frascos de cultivo de 
25cc por duplicado para cada hlbrido. Se determinaron 
diariamente las siguientes par~metros: pH, consume de glucosa, 
densidad celular y cuantificaci0n de inmunoglobulinas en el 
sobrenadante. 

1.4 Transformaci~n de 
Epstein Barr <EEVJ 

linfocitos perifericos humanos con virus 

Aunque las objetivos eel curso est~n dirigidcs a la 
produccinn masiva de AcM, fue de interes para las participantes 
conocer lo que se realiza en esta Agrupaci·~ en AcM humanos. Se 
nos brind•· la oportunidad de aprender la metodolog~a involucrada 
en 1 a t r a n s f o r· mac i "" de 1 i n f o c i to s p e r i f er i cos human o s con EB V . 



2. Entrenamiento en tecnolog:a de cultivo masivo 

2.1 Producci n" in vivo" 

El cultivo del hibridoma CB- Hepl obtenido coma se explic. 
en el pt.into 1.1, fue uti I izado para la inoculaci .•n de ratones 
Balb/c previamente sensibilizados con 0.5 ml de aceite mineral. 
El in~culo fue de 1x10E6 de c~lulas par rat~n en 1 ml de media 
RPMI 1640 si1~ antibi .ticos, por v.a intra.peritoneal. 
Transcurridos 7 d~as se obtuvo el I quido asc tico par punci·n de 
la cavidad peritoneal. 

2.2 Producci n "in vitro". 

2.2.1 Encapsulaci6n en alginate de sodio 

lntroducci.•n 

Uno de 105 metodos des arr 0 I 1 ados er1 1 OS ltimos ai'los 
para el cultivo celular in vitro, partic~larmente de hibridomas, 
es la encapsulaci n de las c~:ulas h bridas en perlas de alginato 
de calcio. 

Metodologta 

Dado que las iones fosfatos son inhibidores competitivos ~n 
el proceso de gel ificaci ·.n del alginate, el hibridoma CB-Hepl fue 
preadaptado a crecer en media de cultivo Dulbecco modificado 
<DMEM>por 3 dlas. Este, por su baja concentraci··n de fosfatos, 
garantiza que el proceso se real ice adecuadamonte. 

Se descongelaron 2 ~mpulas cont~niendo 50 x 10E6 celulas 
cada una provenientes de bancos conservados a -70 C en 
nitr<geno 1 quido. Las celulas descongeladas se sembraron a raz •n 
de 3 x lOES c~lulas/ml en media DMEM/10%ST/3%HECS <MS> en spinner 
<Bel lea> de 250 ml. Al cabo de :24 horas las celulas fueron 
transferidas a un spinner de 500 ml, en el cual se cambi" e! 
medic cada 24 horas. 

Encapsu 1 ac i .· n 

Las celulas fueron centr;fu~adas a 800 rpm par 10 min. El 



p~l let obtenido 
est rep. ' - : ::=.:: 

SQ resusp..:>nd i 

('\JI~·~ 

n 
·· 1 · .. ·r~"~::.l·~_·i n 

A~~--.:· f rz.,~L i···~"i:..··:~ ~ i 1 )t-, ! (1 r. 

m' 1 ~ .. :.: : a .j =- :: i gu::t ! \ .. Ji 1:m·-·n d iI?l.: .. --: ~: ! ·_!~-- i n de 

algin~to d0 snrli0 

tr.=.n::ft:·r i·L• .-. una 
.::1 I C.:. d 3 u n a c~ "? "-' o- t_ -'' .:; s u s p '' r. s i o n E· s f u c-
j •:: r i n ;;; -, <ii--: 5 0 m I :- g '-=' t ·:- _=. d :3 e n t o t i:. ~· ' 1 n i f o r me 

utili=andc ~guja 20 !l:G, 
ml de s0luci r. 50 mM 

de:-sd•? un.:s dist .u-,---; -, de 3cm. ::0br,::. l ~·O 
100 mM de Cl~Ca a t~mpcratura ambiente. 

Las per I as d::: 
.::·! imin nd•:i:;e 
suc•?S i vam._·nt.:-

a!ginato formadas 
t• l sobre:-n;:.dc.nte 

se 
po r ·.· : .. c 

C:Na :) , .... ~'\; :..:· Ml_. f: : ..... ! l=J? 

·_; 1: I J ! I : •: .'11 J.:. :o .:1 J ...,. r . · : ' ~- r d _: . · . , 

,-. ~ ri>·d i ,- ,-..:--!•f:-1 :~4 :!--
-=·.· ... _ :-.::. ·!. :' n ( 1 m I c• ? r , ' l< • l 

~ ~ :-· U I I t ~: • ~'..J : =-1 

·~ w::- n t r i f i ! ~ 

it~ ~ t : •• :: ; : • 

-·~min. 

~ ;, \." ~ r ! ~ ·-= 

·> r·. ~ ,-, :""'· i7. I 

.'\. !-'-~t ! t ! I 

,_. r: .=. :_: .: . 1'"; ! 1_11. -, ~ ~-· 

E! r .-. I : Pt 

! ~ d e t .:· :- m i r: .. ~ · · i n dci 
:. :nt::(' ,_l-: -:-C:lulas/ml dt• :~obr·~·r,~,dant•:·. A:.:irr:i~,~~·::. ,_,3.j;:; ---- ~:._:.ras S•:> 

d:::lerniin •::.-in mer•:i d•.? •:-{·L•las/gramc ._i,:· perL:... par~·!.:• .:ual l::.s 
mi~m;:.s fueron disueltas 0n ml d0 citra•o de sodio SO mM. Se 
d•:.-tt:rmin le. viabi I idad celu!<ir por ·:·xc!usi .-. ·::-un .:i.:•_:: 1!•: •_: ip :1. 

Par 
.::·I 

?3do, 
i n t_ E· r i •) r 

R::-su ! t.=sdcs 

con el fin d-=-
las p•:·rlas 
mirrc,sc•_:pic• 

.:_, b s e r ..,,,. a : I .~ 

se c·:-<tr:tjo 
; :·:'.'!:"I t id::. 

! _. 1 m~· -- ! n .:! 0:.­

;, ! :;u:1.0. - J•· !.:-: misiT'.~•= 

(1 .:.- .;. _ u L' r J •J ~~ I p r ,_ • t o c 0 I c' c- x p •=· r i m .::- n t .;. ! .J ,-:. ., ·-· 1· i F t_ ' , s • -. . ~iii t i '-' ~ r ( • n 

I a s c ~ I u l a s •? n I o s s i g u i ,'.' n t c- -" s D i n n i:· r : 

TABLA II 

Cel. resusp,-:.ndidas .:·n 

Spinner MS r. ........ 

+ 

6 

If c-: I '.:'(" .-1 ,:, !, I" 

- ~ -



Los spinner 1 y 2 f~eron descartados a las 48 horas de 
cultivo debido a quc~ la formaci .. ·n de las perla<; no fue el ptimo. 

Los resultados abtenidos en los spinner 3-6 se presentan en 
la figura la-c <Los resultados obl~nidos con los spinner 4 y 5 
son similares, por lo tanto s lose presenta el histograma de' 
spinner SJ. Del an lisis de las mismos podemos cbservar: 

al La mayor den~idad celular <5,39 x 10E6 eel/gr gell se 
observ( en el spinner 3, con una viabilidad del 83% en el dia 5. 

bl El spinner 3 mostr·. una estrecha correlaci"·n entre la 
densidad celular y el consumo de glucosd. 

c) La producci "n de lg alcanz•. a 6 mg total es al dia 5 en el 
spinner 3. La producci•·n total de este spinner durante las 12 
d 1 as de la experiencia fue de 33 mg de lg. 

d> El spinner 6 fue el que present la menor salida de 
celulas al sobrenadarte durante el per·orlo exp~rimental. 

e> Con respecto a la morfolog~a de las clusters frrmados. 
s~lo el spinner 5 los present~ alargados <de ac~erdo a lo 
descrilo en la I iteratura: Sinacorc- M. et al, 1989, Biotecnology 
7: 1275 >;en los otros spinner eran rerlondos. 

Estas observaciones sugieren que las c~lulas cultivadas en 
el spinner 3 estuvieron sometidas a un mejor intercambio de 
ox'geno y de nutrientes. Ello podr a estar relacionado con una 
formaci·;n mas eficiente de la~ perlas. Par otra parte, se observ·" 
que la gelificaci·~·n en 100 mM Cl2Ca <spinner 6>, si bien permiti·" 
un menor escape de celulas al sobrenadante, podr1a Iimitar el 
crecimiento celular, debi~o a que la porosidad de las ~erlas no 
ser ;a la mas adecuada par-a que el intercambio de gases y 
nutrinntes fuera eficiente. 

Finalmente, entre las tactores que probablemente influyeron 
en un rendimiento de producci;n inferior al descripto en la 
literatura est~ la baja viscosidad Jel a:ginato usado. En efecto 
el uso de alginate de cadena larga (3lta viscosidadl permite una 
formaci~n de perlas de mayor porosidad. Otro factor a considerar 
es la capacidad secretora de lg de! hibridoma usado ~n estos 
experimentos. 

2.2.2 Producci6n de anticuerpos monoclonales por cultivo en 
bioreactor Acusyst-R ~Endotronics> 

Int reduce i .-.n 

El Acusyst-R =onstituye una alternativa de escalado al 



efecto de reemplazar la producci~n de AcM en ratones y roller. El 
sistema consiste en: reservorio de media. sistema de gaseado para 
el control de pH, cartucho de fibra hueca y un dispositivo que 
permite el flujo reverse. El panel de control permite regular: 
temperatura, flujo de C02, tiempo de ciclaje reverse y velocidad 
de las bombas <media, circulaci~n, cosecha y factores>. 

Desarrol lo 

Se rea Ii zc- ron 3 procesos · de p :-o.: ·cci ··m, s i gui ~ndose e 1 
protocolo experimental que se detalla a ::-:·ntinuaci .. n: 

1. Montaje del Bioreactor: se realiz en sesi,.n demostrativa 
bajc condiciones de extrema esterilidad. El espacio extracapilar 
<ECS' fue pretratado con media RPMl-1640 sin aditivo~ durante una 
semana con el objeto de eliminar compuestos t~xicos. 

2. Preparacion y siembra del in~culo: se descongelaron \mpulas 
conteniendo el hibridoma CB-Hepl, secretor de AcM contra el Ag S 
de! virus de la hepatitis B. Se creci: en media RPMI-1640 <3.5 g 
glucosa/l con 5~ de suero de ternero durante 7 d:as>. EL in~culo 

obtenido fue de 300 mil lanes de celulas con una viabilidad 
aproximada al 90%. En el bioreactor se sembraron 200 mil lanes de 
celulas y se ajustaron las siguientes condiciones de cultivo: 

a. Control de consume de glucosa: fue reatizado diariamente 
Ckit Sigma> ajustando la concentracicn de glucosa mediante un 
aumento progresivo de Ia circulacf0n del media intracapilar y dE 
su renovaci·..,n. 

b. Ajuste de pH: se realizn 2 veces par d1a mediante el 
rot~metro de C02 ajust'·ndolo con el objeto de alcanzar pH 7.3. 

c. Velocidad de circulaci0n: fue inic~ada a 100ml/min. 
d. Media fresco: St renov.:-:o a raz·~·n de 50 ml/h. 
e. Ciclaje del flujo reverse: se inicf.-·. el d1a 2 con 

intervalns de 12 horas. 

Las experiencias 1 y 2 se detuvieron el d1a 7 al aparecer 
contaminacinn bacteriana en el media intracapilar. Al iniciar la 
experiencia 3 se extremaron las medidas de esterilidad en el 
envasado y conservacinn de aditivos Cglutamina, piruvato>. Al 
momenta de realizar este informe, esta experiencia cursa su d\a 
20 con un desarrol !o normal. 



2.2.3 Cultivo de hibridoma en saco de di~lisis 

Como tecnica alternativa al cultivo par encapsulaci6n en 
alginato,se cultiv0 el hibridoma CB-lFNA 2-4, productor del AcM 
contra interfercn alfa, en membrana de di~lisis. 

Metodologl.a 

a. Prepc..rac i •"'.:>n de 1 i n•~•cu 1 o: . se desconge 1 a ran : .. mpu I as de 1 
hibroma mencionado, el que fue cultivado en media RPMI-1640/10% 
ST. Se prepararon 2 infculos de 10 y 15 x 10E6 c~lulas totales. 

b. Tratamiento de los sacos de di~lisis <SD>: se utilizaron 

SD de 2.4 cm de di~metro, 7.0 cm de longitud y un cut 
mo I e cu I a r d e 1 4 k D . Co n e I o b j e t: ·=· d e -=- '. : '·. i ·, ' :• ,. ~ .. · "-, : : 
< g I i c -:·; : : , ::: ~ •. :. : . i. 

~:z~i~~t0 proceso de lavado: 
!1.1. Dos en etanol al 50% 

~- I i ! ! 1 i I ·= ~ ~ ~ ' 

b.2. Dos en bicarbonate de sodio 10 mM. 
b.3. Dos en EDTA 1 mM. 
b.4. Dos en agua destilada. 

.:.: t c > se !es 
•:;xi cas 

sometii"·, al 

Los lavados fueron de 1 hora cada uno. Posteriormente 
fuer~n almacenados en ~cido acetico 10% a 4 C. 

los SD 

c. Montaje: las SD, lavados seg••n b.4, fueron anudados en 
uno de sus extremes con hi lo esteril mientras queen el otro se 
coloc6 una c~nula de pl~stico para facilitar la manipulaci0n en 
la siembra del ini"1cu!o. Luego de esteri 1 izar las durante 2 horas 
en agua a ebul licic·n, las SD fueron l lenados con 10 y 15 x 10E6/ 
10 ml RPMI-1640/10%ST, respeclivamente. Posteriormente, previo 
anudado con hi lo esteri I de! extrema abierto, se les retirt'< la 
c~nula y fueron colocados en tubas de 26 cm x 4 cm con 50 ml de 
RPMI-1640/10% ST. La incubaci,.·n se realiz(, con agitacif.m en un 
sistema de rotaci~n <roller> de 1 revoluci6n cada 30 seg 37 a C. 

d. Mantenim.ento de los cultivos: dado la activa 
metabolizaci~n del medio de cultivo, este fue renovado cada 24 
horas. Se extrajo una al1cuota diaria para medici6n del consume 
de glucosa y de la salida de celulas al sobrenadante. Los SD de 
15 y 10 x 10E6/10 ml fueron abiertos a los 4 y 6 d1as, 
respectivamente, para determinar n6mero de c~lulas, viabilidad y 

concentraci6n de lg. 



Resultados 

En I a tab I a n!.lmero 2 se mu es tran I os resu I tados 
obtenidos al medir el consume de glucosa para ambos SD. 

0.ias en 
cultivo 

1 
2 
3 
'1 

6 

TABLA I 2 

Consume de g!ucosa 
111 

0.4 
t). 8'.:'. 

0.9 
ND 
1. 08 

11 CB-lFNA 2-4 1.0 x 10E6 eels/ml. 
1111CB-1FNA 2-4 1.5 x 10E6 eels/ml. 
ND: no determinado 

<mg/ml> 
21111 

0. ~1~: 

! . t "') 

0.9 
0.77 

Los va I ores de consumo ·!>"· g I u.:·c. s;, l i 011011 vi ta I 
importancia en •:>I s12guimiento de lus cullivos, puesto que las 
otros par metros estudiados sc•lo es posible determinarlos una vez 
finali?ada la experiencia. 

Con respecto a los cesultados obtenido~ al determin~1 

el n11mero de celu.as, viabilidad y la concentracitm de lg, estos 
se muestran en la tabla 13: 

TABLA I 3 

I de eels )( 10E6 52.5. 23.5 
viabilidad " 80.3 48.5 
C I g J mg/mix 10 Cl 2.97 2.64 

1• CB-1FNA 2-4 1. 0 x 10E6 eels/ml. 
2uce-1 fna 2-4 1. 5 )( 10E6 eels/ml. 



Evidentemente que los resultados obtenidos con este 
sistema de cultivo son bastante auspiciosos. Si bien se trabaj:· 
con un hibridoma distir.to al usado en los experimentos de 
encapsulaci-:•n con alginato, probat.lemente 13 prcd1i.>·i ·n de lg en 
SD ::;er1a mayor. Experim,•ntn..; en curso, en las cuales se comparan 
ambos sistemas de cultivo usando el mismo hibridoma, tienden a 
C:emostrar esto. 

Par otro !ado la baja 
<48.5%), se debe probablemente a que 
d:a anterior. 

viabilidad obtenida en 2• 
no hubo cambio de medic el 

3. Purificaci .n de Anticuerpos Monoclonalcs 

3.1 PurificaciOn de anticuerpos monoclonales per 
Proteina-A Sepharosa 

lntroducci.'n 

Se purific( un anticuerpo mono~lonal<AcMol secretado par el 
hibridoma CB-HEP! a partir de fluido ascitico <Ver 2.1>. El 
esquema general de p~rificacion utilizado fue el siguiente: 

C A ) Fi 1 tr a c i ' ·n 
<B>Precipitacf.'·n con Sultato de Amonio 
CC)Desal inizacii'n 
\DlAfinidad 

Metodolog1a 

<Al Fi I tr a c U '": 

Los 11quidos asciticos <LA> deqcon&eladns a 37 C fueron 
filtrados por gasa y algod 0"n simultaneamente a temperatura 
ambiente. Si bien el proceso de filtrado a trch:es de papel filtro 
permite obtener un producto de mayor limpidez, es excesivamente 
lento. So filtraron l1quidos asc1ticos correspondientes a los 
lotes 22-25 con un volumen aprox. a 2 litres cada uno. Do cada 
I ote sepa ramos una a I l cuota < c.-,d i go Al. 



<B>Precipita-::i.»n con Sulfate de Amonio: 

Los LA filtrados fueron p~ecipitado3 a temperatura 
ambiente por agregado de sulfate de am~nio s lido a ra= n de 31~ 
gr. de sal por litre de LA para oblt•ncr una concentraci n final 
del 50~. Lu.:go de dejar reposar el pu~cipit.:..do par :='. horas.:. 4 C 
se centrif1Jg·· a 6500g 3 4 C. S.:>paramo~~ un3 al :uota de! 
sobrenadante del supercentrifugado (C digo SC>. El precipitado 
fue resuspendido en sulfate de amonio al 50% en un vulumen iguai 
al 30% de! inicial y centrifugado ~n las mismas condiciones. El 
preripitadn f;nal fue resuspendido en PBS, a un volumen igual al 
25% de! inicial y separado una al cuota de! mismo iC digo AP>. 

(Cl Des a Ii n i zac i,. n: 

El desalado de las muestra~ obtenidas en lB> se reali=~ 
por cromatograf·a de fi ltraci ·n en Sephadex-G25. La columna de 
gt" 1 s e e q u i I i b r . . en PBS a 4 C m n n i t o r ea n do e 1 e 1 u a t o po r med i c i •··n 
de Ia densidad ·ptica en IJvicord acoplado a un regi.;trador. 

El Flujo Volum~trico <FV> de la columna utilizada <30 x 
53 cm> fue de l litro/hora, lo que pcrmiti· obt•"ner un Flujo 
Lineal <FLl d•? 12.74 cm/hara calcularlo seg n le. ec11aci··n 

siguiente: 

FV = FL x A siendo A Secci ··n de la columna. 
A = 78.5 cm2. 

Para acelerar el proceso de desalado, usamos en 
paralelo otra columna de Sephadex-G25 <5 x 90 cml trabajando con 
el mismo FL de la columna anterior. Se colect· el eluate prnt~ico 
a _emperatura ambiente hasta observar un aumento en la 
conduct i v i dad de I m i s mo . A I 1 cu o ta s de 1 c 1 u do r e cog i do ! 1w r on 
s e pa rad a s ( C ,. ·d i go PD > • 

<D>Afinid<:ad: 

La muestra desalinizada fue pasada por columna XK50130 
<Pharmacia) conteniendo 100 ml de Prote1na A Sepharosa. Una vez 
equi 1 ibrada en tamp•·n PBS pH 8.0 pasamc,s la muestra d.o-sal inizada 
con un flujo volum~trico de 400 ml/h Cflujo lineal ~0.4 cm/hl. 
Despu.~s de pasar la muestra, lavamos con el mismo tamp n de 
equilibria hasta gue el monitor UV r£.>cuper• la absorbancia o 
1 inea dtO! base original. Una al 1cuota de la fracci ·,n rio unida a la 

columna fue separada <C~digo NB>. 

Los anticuerpos fueron elu~dos con t.amp'·n cit.rC1to IJ.1M 



pH 4.0 y neutralizado el e!u~do 

cual fue verificado con papel 
elu':do fue obtenida. <C'.digo E). 

con Tris Base hasta pH 7.0 lo 
indicador. Una al~cuota de este 

Posteriormente la columna fue 
lavada con el mismo tamp n de equilibria. 

Considerando par una parte que este laboratorio, en 
purificaciones recientes, habia reportado un descenso en las 
rendimientos porcentuales de recuperaci~n de inmunoglobulina y 
par otra, que las valores de absorbancia registrados en las 
cromatogramas de las eluatos obteoidos a pH 4.0 tambi~n habian 
disminu,d~, decidimos modificar el protocolo. Para ello 
realizamos la eluci n con tamp:n citrato 0.1M a pH 3.0. Con esta 
variaci_n aument, significativamente la recuperaci~n de 
anticuerpo eluldo. A mode de ejemplo, citamos las resultados 
experimentales correspondienles a la purif icaci.jn de anticuerpo a 
parlir de! LA de! lote 323 <Figura !t). 

Las fracciones obtenidas durante el proceso de 
purificaci '•n <al 1.cuotas C di go LA, SC, AP, PD, NB y E) fueron 
ensayadas en su concontraci n prot~ica par el mAtodo de Lowry y 
en su actividad espec fica por ELISA con placas E. I .A. 
recubi~rtas con ant geno espec fico de! virus de hepatitis. 

La pureza de las dif8rentes eluates fue comprobada 
mediante electrofo1·esis en geles de poliacrilamida al 12.5% en 
presencia de dodecil SJ!fato s dice <SOS-PAGE) en condicicnes 
nativas y reductoras. 

3.1 Purificaci6n de anticuerpos monoclonales per intercambio 

i 6n i co. 

l ntroducci C.n 

El notorio aumento en la demanda de anticuerpos monoclonales 
<AcM> en el diagn"stico y la terapeutica, ha obligado a 
producirlos en forma masiva. Siendo todav.a el fluido ascittco de 
r a t · .n , s u pr i n c i pa I f u en t e de ob t enc i< n , 1 a opt i m i z a c i (,n de 1 o s 
m&todos de purificaci·,n ha sido motivo de numerosos estudios. Los 
mt .. mos involucran metodos cromatogr··ficos, siendo act1Jalmente el 
de mayrr difusi6n la cromatograf1a de afinidad. Sin embargo, esta 
pres~nta algunas limitaciones. 



Dentro de las metodos descritos coma alternativa a la 
cromatografta de afinidad, se encuentra la cromatograf ia de 
intercambio ionico. En este informc se rcp6rta el emp•eo de una 
columna de intercambic ani ·nico en la purific~ci n de un AcM 
murino. Se optimizaron las condiciones de! proceso con el fin de 
maximizar la capacidad de adsorci ·n t•spec fica de la resina, para 
su aplicaci n en la purificaci ~de AcM en gran ~scala. 

Metodolog:a 

Anticuerpo Monoclonal 

Se emple· el AcM murino CB-Hep1, isotipo lgG2b, dirigido 
contra la prote:na 5 de! virus de la hepatitis <pHBsAGJ. El mismo 
fue obtenido a partir de I 1quido asc:tico <LA> de ratones 
hibridos OFxBalb/c, previamente sensibilizados con aceite mineral 
e inoculados con el hibridoma productor. 

Tratamiento del I iquido asc ti co 

Los LA recolectados par punci:.n multiple fueron 
cent r i f u gad o s , f i I tr ados '.1 or gas a y a 1 god· ·n y pre c i pi tad o s con 
sulfate de amonio al 50%. A las ~fectos de ajustar la fuerza 
i··mica de la muestra a las condiciones apropiadas a la resina de 
intercambio anii'mico a uti 1 izar, el LA tratado fue pasado par una 
columna 30153 de Sephadex G-25 <Pharmacia>. La fracci···n proteica 
desalada se eluy•· con tamp···n Tris-HCI 20 mM pH 7.6. 

Purificaci·m de-I Anticuerpo Monoclonal 

El AcM fue procesado mediante cromatcgraf\a de 
intercambio ani6nico en una matriz de DEAE-Sephacel <Pharmacia> 
empacada en una columna de 19 x 2.5 cm equilibrada con Tris-HCI 
20mM pH 7.6. Una vez sembrada la muestra, las prote1nas no 
en 1 azadas fueron I avadas con dos vol •.•menes de co 1 umna. Las 
fracciones adsorbidas fueron eluidas mediante un sistema de 
gradiente lineal de 540 ml de 0 a 200 mM CINa/Tris-HCI 20mM 
pH7.6; o discont1nuo <60, 85 y 500 mM CINa/Tris-HCI 20 mM pH7.6J. 
Se seleccion.·; un flujo volumetrico de 25ml/h. Las fracciones 
fueron colectadas con monitoreo directo del proceso de elucinn a 
280 nm <Uvicord, Pharmacia>. 

Ensayos Anal1ticos 

La concentracion proteica de las fr~cciones obtenidas 



en el proceso de purificaci•"n se determin;'.:' par el metodo de 
Lowry. Como criteria de pureza de las muestras obtenidas se 
emple·~_. la electroforcsis en ge'.:s de pol iacri lamida en presencia 
de dodecilsulfato de sodio CSD3-PAGE>. Se emplearon geles al 
12.5% en condiciones reductoras siguiendo el metodo de Laemmli. 
Estos fueron te~idos con Azul Brillante de Coomassie R-250 y 
analizados posteriormente par densitometr:a <Hitachi> para 
determinar la concentraci· n prot~ica relativa de inmunoglobulina 
< lgl en cada uno de los ~luatos. 

La presencia de AcM espec'fico se determin: par cnsayo 
inmunoenzim~tico <ELISA> en placas de policloruro de vinilo 
<Dynatech>. Estas fueron sensibilizadas durante 20 min a 50 C con 
5 ug/ml de pHBsAg en NaHC03 100 mM, pH 9.6 y lavadas 3 veces con 
PBS-0.05% Tween20. Las placas, conteniendo 100 •Jl/pozo de cada 
una de las fracciones elu das de la columna de DEAE-Sephacel, 
fueron incubadas 2 horas a temperatura ~mbiente en c~mara humeda. 
Previo lavado de las mismas, en las condiciones ya descriptas, se 
incubaron con inmunoglobulina de conejo anti-lgG de ratrrn 
conjugada con peroxidasa par 1 hora a temperatura ambiente. Los 
complejos inmunes fueron revelados con 100 ul/pozo de solucirrn 
sustrato <5 ul de H202, 5 mg de o-feni lendiamina y 10 ml de 
soluci·.··n tamp•"n citrate 50 mM, pH 5.5>. La reacci<'•n fue detenida 
con 50 ul/pozo de 504H2 250 mM y la absorbancia medida a 492 nm 
<Titertek Multiskan>. 

Resultados 

A ?as efectos de obtener una mejor separaci0n entre el 
AcM y las prote1nas contaminantes se procedio a ajustar las 
condiciones de retencU•n de 1as distintas prote•nas en la columna 
de DEAE-Sephacel con un gradiente continua de fuerza i0nica 
creciente. Las figuras .:1c:1-bmuestran el perfil de elucirin obtenido 
mediante un gradiente lineal de 0-200 mM de CINa y las SOS-PAGE 
de las picas cromatogr~ficos. El an~lisis electroforetico muestra 
que en el pico 2 de la cromatograf a fue colectada gran parte de 
la lg presentc en la muestra sembrada. Por densitometr1a se 
demostr0 que s6lo el 62% de la lg total colectada eluye en dicha 
fraccirtn.· En la figura ..:i se observa que el 87" de la prote1na 
present.? en dicho picn corresponde a lg, la cual posee el 72% de 
la actividad espec1fica recuperada. 

Dado que todas las protein:; del LA se unen a la 
columna, reduciendo la capacidad de aasorcion de la resina, y 
considerando que en nuestras condiciones experimentales las lg 



eluyen con una fuerza i~~ica mayor de 60 mM ClNa, se decidi~· 

optimizar este m~todo de purificaci ·n incrementando la fuerza 
i-·nica inicial. La figuraS muestra el perfil de eluci·-n obtenido 
con un gradiente lineal de 60-200 mM ClNa. Se ob~erva que, a 
diferencia de la experiencia anterior, en las condiciones de 
equilibria eluyen dos fracciones prot~icas. Mediant2 SDS-PAGE 
<figura 5~> demostramos que la primera de el las corresponde 
homogeneamente a transferrina <carril 1>, y la segunda a lg 
<carr i 1 2>. Al aumentar el gradiente sal ino eluye una tcrcera 
fracci·n, que demostrt·, en la ele.ctroforesis corresponder a lg 
<carri 1 3>. Si bien en la figura :.0 se observa quc estas dos 
•.iltimas fracciones poseen lg, con actividad espec1fica, la 
dcnsitometrla mostr.-. que la fracci···n 3 concentra 1-:!I 82% de! total 
de la lg elu1da, con un 8S% de pureza. Es interesante hacer notar 
quE la lg colectada en la fraccirn 4 carcce de actividad 
espec·1tica. 

A los efectos de extender estos resultados de 
un subsiguiente proceso de es~alado se encarc la 
del AcM mediante la aplicaci:·n de un gradiente 
de CINa en las columnas utilizadas en las 

laboratorio a 
pu r i f i ca c i ···n 
di5cont".nuo 
experimentos 
en la figura 

anteriores. El perfil de eluci ... n obtenido se muE·stra 
1 Las tres fracciones obtenidas fueron analizadas 

por electroforesis observ»ndose que la lg eluye en las fracciones 
2 y 3. Del an:disis posterior par densitometr1a se demostrr, que 
estas contienen el 50% y el 46%, respectivamente, del total de lg 
elu1da. A•1n cuando ambas fracciones presentaron actividad 
especifica similar Cfigura 9J, con la fracci0n 3 eluyen proteinas 
contaminantes. 

Dado que con 85 mM de CINa en el grad!ente discontinue 
queda retenida el 46" de la lg, se increment,., la fuerza i··nica de 
este paso a 100 mM CINa. Al mismo tiempo y en funcirn de las 
objetivos propuestos, se escal~ el proceso en un factor de 6 
empleando una columna de 5 x 30 cm <Pharmacia> . La figura9 
mu~stra cl cromatograma y la electroforesis correspondiente a 
este experimento. La lg so eluyn en la fracci~n 2 con un nivel de 
pureza adecuado. De I a f i gura 10 se observa que es ta representa o 1 
93.5 " del total de lg eluida. 



CONCLUSIONES 

Las actividades te~ricas y pr~cticas planificadas par la 
Agrupacion de Hibridomas de este Centro de Referencia para ser 
desarrol ladas fueron cumplidas. 

Con respecto al t.3bajo experimental. hemes adquirido la 
capacitaci·-n necesaria en la producci·-·n masiva de Acf1, 
especialmente en lo que a cultivo de hibridomas en perlas de 
alginato de Calcio se refiere. Tambi~n hemos realizado el montaje 
de una t~cnica alternativa ccmo e~ el cultivo de hibridomas en 
sacos de di ·lisis. Los resultados obtenidos con este sistema. 
aunque preliminares, parec~n ser auspiciosos. Experimentos en 
curse tienden a confirmarlo. En lo que al bioreactor Acusyst-R 
respecta. las actividades fueron fundamentalmente demostralivas. 
Al respecto. el proyecto original contempla una '·: ···. 
que los participantes trabajar ·.- '"' ·! .. ·. u! t ivo. 

En:·:~-_-; n de AcM a partir de l:quido 
'i<":I) s,:: uti I izaron las tecnolog:as de afinidad e intercambio 

i inico. Con respecto a la purificaci --n con prote1na A-Sepharosa. 
se optimizaron las condiciones de recuper~cic~ de las AcM. Los 
resultados obtenidos par intercambio i ·nico. resumidos en este 
informe. forman parte de un manuscrito en preparaci0n. 

Par otro lado, las actividades tt?•·ricas desarrolladas fueron 
de gran utilidad ya que estuvieron coordinadas de acuerdo a las 
trabajos pr~cticos planificados. 

No podemos finalizar este informe sin 
nuestro agradecimiento a torlas los miemhros de 
de Hibridomas y Modelos Animales. 

dejar de expresar 
1 a Agrupac i ·"n 



ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8% 
GELIFICACION EN 50mM CaCl2. SPINNER 3. 
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ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8~ 
GELIFICACION EN 50mM CaCl2. SPINNER 5. 
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ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8% 
GELIFICACION EN 100 mM CaCl2. SPINNER 6. 
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t:?n S·:·pha.J,_.x G-25 M fueron sembradus en una columna Prott- na A 
s~pharasa de 80 ml. Lu~go de lavada con PBS pH 8 <Non Bound! 
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Figur21 .'.) . (A) Columna cromatogr .fica de DEAE-Sephacel. Los 
l~quidos &~c?ticos precipitados en sulfate de amonio y desal~dos 

en Sephad~>e G-25 M tu~ron s~mbr3dos en una co I umna de. [•EAE­
Scphace I 2.5/~0 cm/cm y elu·das con un gradiente continua 0-200 
mM d~ CINa en las siguientes condiciones: 
-volumcn de muestra: 14.9 ml 
-concentraoion de la muestra: 27.0 mg/ml 
-flujo volumetrico:25ml/h 
-flujo lineal:S.1 cm/h 
-velocidad de registro:0.2 mm/min 
-capacidad de la columna: 4mg/ml 

<B> SOS-PAGE al 12.5% de las fracciones 
<A> en condiciones reducidas y tenidas con Coomassie 
Los carriles corresponden a: 
-farril a: pico 1 
-parril b: entre picos 1 y 2 
-barrll c: pico 2 
-carrll d: entrP picos 2 y 3 
-carrll e: pico 3 
-carrll t: entre picas 3 y 4 
-carri I g: pico 4.-

obtenidas en 
Blue R-250. 



INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL 
EXPERIMENTO I 
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~~:\ :) CA) Columna croma+:ogr ·fica de DEAE-Sephacel. Les 

l:quidcs asc.ticos precipitados en ~ulfato de amonio y desal~drs 

en Sephad•?x G-25 M fueron st?mbra110,. t0-n una columna de· DEf.E·· 
Sephacel 2.5120 cm/cm y clu:das con un gradient~ continuo 60-:CO 
mM de CINa en las siguientes condiciones: 
-volumen lie mue$tra: 14.9 ml 
-concentracirfl de la muestra: 27.0 mg:ml 
-flujo volum~trico:25ml/h 
-f lujo I ineal :5.1 crr./h 
-•

1 el•J-:-!d;;.d do? refi~tro:0.2 mn1/n1:n 

-·::Of•i'C.id~•c! ··~Ii) ,.olvft1.,~: qmg/mi 

lB) SOS l'M;I·. ;·.t 12.5% de las fracciones 
1~1 un condiciones reducidas y le~idas con Coomassie 
Los carriles corresponden a: 
-carril a: pico 1 
-car r i I b: pi co 2 
-carrf I c: pico 3 
-carril d: entre picos 3 y 4 
-carril e: pico 4 
-carril f: entre picos 4 y 5 
-car r f I g: p 1 co 5 

oblenidas en 
Blue R-250. 
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Figura• .(Al Columna cromatogr fica de DEAE-Sephacel. Lo= 
l1quidos asc~ticos precipitados en sulfato de amonio y desal~do= 

en Sephadex G-25 M fueron sembrados en una columna de DE~E­
Sephacel 2.5/20 cm/cm y elurdas con •Jn gr2'dit.-:1l0 disc·~·r.ti~. 1 !~ 

60,85 y 500 mM dr~ CIN;;. en las siguic·nh·s C1.)n•.lici•:>r .. :.-;;: 
-volumen de muest1a: lli.9 ml 
-concentraci:n d~ I~ muestra: 27.0 mg/ml 
-fluju vo!um~tri~o:25ml/h 
- f I u ~ u I i n f' c. I : 5 . 1 .::; ni I h 
-vel?~id~d d~ r0gistro:0.2 mm/min 
-cap~cidad d~ la columna: 4mg/ml 

cB> SOS-PAGE al 12.5% de las tracciones 
CA> en condiciones r~ducidas y te~idas con Coomassie 
Los carriles correspcnden a: 
-carril a: pico 1 
-carril b: pico 2 
-carril c: pico 3 

obtl?nida~ r:r­
BI ue R-250. 
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