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1.- I~TRODUCCION.-

El obje:tivo de csta ctapa fuc la de producir masivamen 
te un anticuerpo monoclonal dirigido contra cl antigenc 
A dcl grupo sang~inco humano. Para estc proposito s~ 
utilize cl hibri<loma B2-Cll4 obtcni<lo en cl Centro o~­
cologico de Mcdicina Nuclear (Instituto Raffo, Rucnos 
Aires - Argentina) y un hibridoma obtcnido en INCOR 
(Sao Paulo - Brasil). 

Sir.ml tanc:imcnte fuc de nucstro intcrcs la ohtcnd 011 n:nsi 
va <le un anticucrpo monoclonal (Ad!) en condiciom·~; ap i­

r6genas para uso tcrap~utico. Pa~a este fin, se utiliz5 
cl hibridorna CKT3 de la ATCC el cual est~ sicndo escal~­
<lo en cste centro de rcfercncia. 

El csc<il•alo de estc Adi S<? realize; en los siguic11t.::s !;is 

tc1:1ns: 

. Riorc~ctor Air lift (Dellco-Biot~chnolocy) 

. En:.:a1Jsuhcion en algi11at.o de: so<~io (Hcll~o-Biot~·ch11ol~ 

1!Y) • 

• Fil>!·:: hue ca (AMI co~·J 

Cultivo en Batch. 

2 • 1 • n i or c... ;, ct or J\ i r li ft . --·----..--

. 
Sc utjlizo cl biorcactor ;:ir-lift Jc llcllco, consistcntc 
en u11a c:amara de crccimicnto dc:ntro de la cual son cult! 

vados los hibridomas. Esta C;ffinrn cs continuamcntc airc~ 
da o 1;asc;.J;1 con St co 2 • dc!;clc- J;i hasc mcc!inntc una colum 
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na de burbujco asccndcntc quc pcrmite la oxigcnaci5n 
y homogcnizacio& del sisteraa. 

La entrada y salida de mcdio de cultivo, y cl suminis 
tro de airc al bioreactor cs rcalizada auto~5ticamcntc 
~cdiante bombas pcrist5lticas controladas por un micro 
proccsador programablc. 

La tcreperatura dcl sistcma es ~antcnida mc<liante la re 

circulaci~n de agua a 379C alrcdcdor de la c~rnara de 
er cc i.u;icnto. 

El pll cs rcgulado mcdiante la adicion de NaOll o l!Cl por 

bornbas pcristilticas programadas autom~ticamentc. 

El oxigcno disuelto, temperatura y cl pH son seeui,1os 

continuarncntc mcdiante un rccistr:iuOT grafico. 

2.L2. i<t'ntaje clcl l~iorcactor.-

. 

Sc rcalizar6n los sicuicntcs pases: 

Fnsa1::hlado de todos los con:ponentcs dcl ~istcn:a. con la 
inc1Jsi6n de pcqucftos cilin<lros <le vidrio <lrntro de Jn - dc crccimi<.-nto, cl <lei - cL:- :1 :: ! : ,. can:a ra para llUll'ClltO arc: a 

rcncia cclular. 
Test <le control <le . - intcrna de la - l1C Cl"\.'C i pres1on ca1::3 ra 

mienro • 

. Estl.'liliz.acio11 por autocluvc (SO 1nin.) • 

• Ac01.Jm11ic11to de la c~n1~ra Jc crcci1::icnto ,,1 rc5to dl:l 

b i o r (; 11 c to r c n c l ~ r c •• r s t. l: i· i 1. 

• Circul~1cion de 1acJio I~Dr: (P.l'Z<I -1(140 .lWD! y f.12 1: l: 1). 

:::;in :;ucro ic-tal de hovj110 (Sfl.). 

• r,, q~ u l a ci o Ii • r r o 1! r a 1:1 ;? c i on y c: on t r u l <l c 1 fun c i on :i 11 i ~ 1' t n 

<lcl sistcm~. 
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2.1.3. Inoculaci5n y scguimicnto clcl proccso.-

Prcvia a la inoculaci~n <lcl biorcactor, sc cxtrajernn 

mucstras de mc.<lio de cultivo circulante, pan1 llctC'n1.!_ 

nar citotoxicidad <lcl sistcma. Paralclancntc sc utili 

:~ un control <le fficdio y sucro <lel mismo l~te. 

Sc inocularon 10
9 

cilulas (crccidas en spinner) en 

un volumen de 1 litro de rncdio RDf con 10':. SIT, 1:Iuta-

mina Z mM, gcntamicina 40 ug/ml, B-mcrcaptoctanol 

SXl0-
5

r.t y 0,2.f de ctanol, complctan<lo a un voh:wcn 

... final dcntro de la camara de crccimieJ1to <.;c~ 3 litros. 

A continuaci~n sc rcalizaron ciclos de cntr~<l~ de Jirc 

a l:i ca1aara de CTC\:illlicnto para la distriliuci0i1 hc.:or£. 

nca <le las c61ulas en los cilin<lros de vidrin. 

Postcrionncnte sc procranwron los ciclos de aer'-·acirn, 

entrada y S3lida de mcdio de acuerdc a los p~r~~~trus 

mctaL5licos Jcl hibriclorna. 

Ili••riamcntc sc extrajo un<t n.ucstru a p;.rtir Jc 1:? n:;:l 

sc dctcrir.inaron los siguicntcs par:ir::C'tros: COTtCl'llt 1·a­

ci5n de glucosa y lnctato, asi coma viabiliJaJ cclular. 

Los sobrcna<lantcs obtcnidos fucron centri~1ra<los a 

7000 rpm durantc 30 minutos a 49C, luc~o filtr:Hlns per 

AP 20 y <lc~C'rr.1inacla su actividad inC'diantc tftulo 1lr..' he· 

maglutinacion di rec ta en :nicropl~ca. No sc dctC'nd n~­

ron las conc.::ntracioncs de anticucrpos en los sobrcn:.i­

<lantcs de cultivo ya quc no sc optimi:5 el I:LISi\ p:ir:t 

cste isotipo Jc inmunor,lohulina (I1~t-I). PostC'riormt•ntc 

cstos sobren:i<lantes fucron concC'ntrados ccrc3 do 10 

veccs 11cdiantc un sistcma de ultrafiltr:lcion L1nl'<'1i...·i~tl 
(f.!l~ITM! - ~lillipon·). 

2.1.4. Rcsultado:;.- . , ' Jlcsdc un comicnzo s<~ o.lscrvo un consitlci:ahlc aumcnto dc>l 
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nUlllCTO de CClulaSJ las CUalcs CrC'Cl an ta pi ~nndo la SU 

pcrficie de las cilindros de vidrio. 

Durante el cul ti vo, cl SFB,fue disminu{do en su conccn 

tracion y camb~a<lo paulatinamcnte a sucro de caballo 

(llS), con objcto de disminuir los costos dcl sucro y 

mantcncr nivclcs altos de productivida<l. 

Con la finalidaJ de cconomizar el media de cultivo, sc 

determine si los sobrcna<lan~cs cbter.idos podrf an scr 

rcutilizados en el sistcma, sicndo previamcnt~ testa-
'" dos su capacidad de crccimiento celular en placas d~ 

24 pozos. Para cllo sc rcciclaron las sohrcnada~tcs 

los cualcs fucron suplcmcntados con glut:u::ina, glucosa 

y 1 \ de HS. Dado quc cs tos sobrcnad:mtcs present ;-i-:-,,n 

un considerable ~~mcro de c~lulas, y el tftulo de an­

ticucrpos no increment~. se dcci<li5 no rcciclar y con 

tinuar la alirncntaci6n con ~cJio fresco. 

P;Jra m:mtcncr la conccntracion de r,lucos:.a en ni\·1..-L··:: 

altos, sc aumcnt5 a partir dcl <lra 7 en cl ThC<lio <l~ 

cultivo de cntrada de 2,6 gr/lt a 4,7 gr/lt.. lo quc 

pcrmitio nwntencr dicha conccntracion ccrcana a 300 

mg/<llt. durantc cl transcurso dcl culti~o. 

La pcrfusi~n de mcJio fuc rnoJificada de acucr<lo a l~ 

conccntraci5n de glucosa y lactato prcscn~e en el m0 

di\l <le cultivo. 

En la tabla ~9 1 y gr5fico N9 1, sc mucstran los par~ 
metros determinados a lo laq~o de todo cl JHOC\°•:>o d<..' 

produccj~n en cl air-lift. 

Como puc.lc obsc:'rva1~c '-'1 f 0I! ,.; 1 ic) fund;.1:cnt;1l::.c·11-.c .... 11 

trc 6,7 y 7,2. 

Los primcros dos dfas dcl cultivo,cl sistcma fuc ~asc! 
do con S \ de co 2 en airc, ya quc cl mctahol1smo de 
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las cclulas fuc suficicnte para mantcner cl pll en los 
valorcs apropiados. 

En un comicnzo cl oxigcno disuclto cstuvo aproxin.a<l3-
mcntc en 100\, para lucco reantcncrsc cerca dcl 2C~ Ju 
rantc el pcr1odo restante. 

Hasta la fecha cl biorcactor llcva 35 dias y contin~a 

e~ funcionamient~. Durante est~ pcrfodo cl bioreactcr 
consumio 150 litros de medio RDF, 3,5 litros de SFB y 

6.3 litros de 115. 

Los sobrcna<l~ntcs obtcnidos prcscnt~ron un tftulo Jc 
hcm:iglutinacion que vario cntre 64 y 12e. Estes unn 
vcz concentr~dos, alrcJedor de 10 vcces, auwcntaron 

su tftulo superior a 1024. Este anticucrpo raonoclonal 
no fuc purificado puesto que scra utiliz:H!o para <.'l 

<liagnostico de grupo sangufnco en hanccs de Gangr~. 
<lon~c no sc rcquicre de alta purcza. 

2.2. Encansulacion en al1!inato clc socio.-

2. 2. I. r-:cto<loloc.1 a. -

Sc cncapsulo cl hibridomJ (cl cual fuc ~xpnndi<lo en 

spinner) n una conccntra=i~n de l,SxJ06 eel/ml de alci 
nato de so<.lio (Bcllco-Hiotcchnologr) sicndo la conccn­

traciou final 1 ~. Para la fon:wcion de las per las sc 

cmpleo una solucion de Car.I.., 125 r.1!•f, r,lucosa 2,5 1:1:.: r .. 
hcpcs 25 1111·1 pll 7,2. El 1i:cd10 l:Lili:aJo fl;..:· J;:.'.U'.: .s~ 

SfB, modific;.i;1<lo dicha conccntracion de 5ucro Jur:1J1tc 

el cultivo de ncuerdo a la dcnsidad celular. 

El cultivo sc rnantuvo en un spinner con 500 ml de mc­

dio de cultivo, dan<lc las pcrlas ocuparon aproximada­

mcntc 130 ml. El mismo SC incub6 a 379C a S\ co2 con 
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agitacion de 15 rpm. 

Diariamcnte sc realizaron dctcrminacioncs de pf!, coE 
ccntracioncs de· glucosa y lactato, N9 de c~lulas por 

gramo de perlas, viabilidad celular mcdiante la diso 
luci~n de las perlas y actividad d~ unticucrpos por 
hemaglutinacion. 

'-

Los sobrcnadantcs fucron centrifucados a 1500 rpm por 
15 rainutos y conc~ntrados por ultrafiltrac1~n tang~n­
cial (NINITAN - Nilliporc). 

2.2.2. Rcsultados.-

~c prcscnt:ln en la tabla N9 2 y r.rafico N92. 

Al tcrccr dia <le cul ti vo sc obscrvaron pcqucCcs :ictrnu 

los de c~lul~s en cl interior de las pcrlas. Dichas 
acr11pacioncs de celulas fucron formnndo "Canales r:tdin 

-lcs" quc sc cngrosaron r aumcn:aron en su numcro al 
transcurso de los di as. (vcr fig. I) 

llasta la fccha cl cultivo sc mantis.me: en activa fase 
Jc pro<luctivi<l~d. 

2.3. fibr3 hucca.-

2.3.J. t.lctoJolor,1a.-

s~ ·r~alizaron l cul tivos en fibr:i Ami con (\'F2-036 

6SOG91), inoculando 4xI0 8 c~lulas previamentc cxp~n<li­
das en spinner en un volumcn de S ml Jc mcdio de cul­
tivo (RDF 10\ C.PSR-3 SIGMA). La circulacion de mcclio 
a trav~s del sistema fuc cntrc 60 - 100 ml/min. El 
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2.3.2. 

control <le l:is condicioncs dcl cultivo sc rcaliz.o 

millicntlo los sicuicntcs paramctros: pll, conccntr;1-
ciones de glucosa y lactato. Periodicamcntc sc re­

movi~ medic dcl ECS y se dctcrmin; viahilidad celu­
lar. 

Rcsultados.-

ln l~s 3 cxpcricncias sc obscrv5 quc en los primcros 
dfas de cultivo,-los par5mctros metab5Iicos no rnostra 
ron variacion, y a partir dcl cuarto dfa cl dcscenso 

de la vi~bilidac.! cciuL1r. Posihlcmentc csto sc:i l1C'­

biclo a una aJaptacion inadccuaJ:i cle· Ins cclulas al 

sistcca o a dcfcctos propios Jc la fibra. 

2 •. j • Cu 1r ho c:.· n b a t ch • -

Cu 1: d o 1> j c t o <l c d c t 0 r u i n a r 1 ~ c f i c il· JI c i a ,1 c c r e c i -
1i:ic1.to y prol!uctivi,1~Ld en cstns sistcrras, cl hibri­

<.!01: •• 1 fuc cultivado c·11 suspension en srinnt·rs •.l<' O,S 

}' f litr0s. 

El 1:.cdio de culth•c·., utiliz;1do flit' r.r:r co11 ir•, dC' SiT 

para cl spinner des 1r1ros y rr~_;!'-3 u.:1c',\) al 1n•_J 

(,,'.(',Jl b adi..:ion Jc:l ~uplvr:c11~0 ('pt.i~·'.1\: (CIJ Cl'), C!l vl 

spinner Jc o.~i litros. 

Lis <lctcrn.in::.icioncs di~arias de i\9 de cclu!as, vi;1bi­

lic14.aJ cclular y actividad dcl anticucrpo sc dct::.illa 
en lns tablas ~~ 4 y S. 

Es importantc dcstacar quc cl spinner de O,~ lts. 

tUVO pTOU k111:1S COil }a Cl£i taC i On, 10 CU a 1 nO pC' fllli l i IJ 

mantcne:r Ja viahilid~al durantc u11 ticmpo mils prolon­

caJu, como era de cs1wrarsc, por ln. adicion dcl Opti_ 
f.JJ\h. (Suplcr;:1•nto q11C' :111:1Jrnta 1:1 pr0d11ctjvic1:1d en lo:~ 
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• 
cultivos). 

Durante los primeros cuatro dfas de c~ltivo del spi 

~ncr de S lts., la dcnsidad cclular fuc en paulatino 

aumcnto. A partir dcl Sto. dfa, don<le sc aumcnto el 

volumcn final de 5 a 9 Its., la dcnsidaJ celular fue 

en <lcsccnsc hasta el fin "kl cultivo. l~sto podrf,, 

a<ljudica~sc a un insuficiente intcrcambio gascoso en 

cl sistcn:a. 

Los tf tulos <le hcmai;lutinacion en ambos spinners al­

canzarou un valor de 32. Los sobrenad~ntcs de amhos 

spinners fucron ccntri fucados por ul trafil tracion 

tangcncial 50 vcccs. 

3. Pl!OllUCCTm: DE OKT3.-

3.1. Encapsulacion en al.·innto clc soc!io.-

La mC't .>clologfa ,Jc cncup$ul:1cion dcl hil1ridomn Gr:T~, 

y los pariin1vtros tomado:·. p~ .. ·:1 :·i: :;c·r.ui1"ic11tc, fuc 1:1 

misma quc sc describe para 1;1 producci0E de ;iiiti -i\ 

(vcr 2.2.1). La conccntracion <le auticlll'rpos en J.cs 

sobrcna<lantcs fuc dctcrminada por ELISA scnsibilizan 

do las placas con anti-IgG <le raton. 

Los rcsultados mostraron quc la conccntraci6n de an­
ticucrpos fue en aumento la primcra scmana, para.lu~ 
&O m&mtcncrsc alrc1.lcdor de 70 Uf!/ml. hast a cl Ultimo 
dfa de cultivo. (vcr tnblu l'\\'3 )' t:rufico l'\93). 

El patron etc crccimicnto CC'lul:1r en cl interior <l<' 
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las pcrlas fuc similar al dcscrito por nnti-A (~er 

fig. 1) • 
... 

En los 15 dias de cultivo cl consumo de mcdio fuc clc 

~.37 Its. y 226.rnls Jc SFll. Los sobrcnadantes obtcni 

dos fucron concentrados ccrca de 10 vccc~ por ultra­

filtraci6n tangencial y purifica<los por pro~efna A -
Sepha1·osa en forrna apirogcnica como sc det3lla a c0n­

ti nuaciou. 

Prcviu a la pnrificacion, las m:mgucras fucron dcspi­
rogcnizad:is p.:-.sanco ?\:iOll 0,5 N )'la rC'sina rcconstitui_ 

dn con buffer Tris 0,05 ~!/NaCl 0,15 ?-!, pl! 8,6 con ti 
rncrosal 0,02~. Los sobrcnadantcs conccntr3<los y fil­

tra<los por 0,22 u. (600 ml), fucron aplicados a una C£ 
lumna api rogcna XK-16 (Pharn~acia) a 49C. cuntcnienJo 

... 
aproximad:imcnte 40 ml de prote1na A-Scrharosn. 

Dcspucs dcl pasaje de la nucstra, sc lava con cl ~rs­

mo buffer, has ta recupcrar la lfnC'a de hasc. La t·lu­

c i o 11 s c n· u 1 i : o con s cc u t i v <m c n t c con l o s s i f u i e 11 t c s 

buffers: 

a) Fosfatc 0,05 M /NaCl 0,15 r.1 pl! 7 . 

h) Glicina 0,05 ~I I Nar.1 0. 1 s ~ 1 r!: 2. s. 
c) Glicina (). 0 5 ~i I NaCl ll ' 1 5 '. l 11 J ·: 

j• - t ..J. 

d) Tris 0,05 ~·I I ~aCl 1 M pl! 8. 6. 

El flujo utilizado en la colurnna fuc de 0,6 r.11 /rdn. 

Corno er~ de csp(·rnrsc 1 a fr nee ion de nnticucrro fuc 

cluiJa con cl buffer b, ncutralizadas con Tris 1 M 

pll 10,S y posteriorrncntc dialisadas contra PBS pl! 7,2 

0,02t de timcrosal. 

La purificacion fuc moni torcada por ti\' y rcgistr:1'lia 

graficamcntc. Sc rccolcctaro11 las fraccioncs 110 uni 

d<is a la columna (flow throu~~h 1 y 2). una muc!itra oh 
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4. 

tcni<la con cl buffer a y cl pico de anticucrpo de a­
cucrdo al reg1stro de la corrida cromatocrifica (vcr 
fig. 2) • 

La purcza de los diferentes eluates fue comprohada rn£ 
diante elcctroforcsis en gclcs <le poliacrilamida al 

12 ~ en prcscncia de SOS en con<licioncs rc<luctoras ( 

ver fie. 3) y la concentraciSn <le protcfna e IcG por 
Lowry y ELISA respectivamcntc. 

La cromatograffa de afinidad en protefn;1 -A pcrmiti~ 

alcanzar un alto nivcl de purcza, obtcnicndosc 75 mgs. 
(Lowry) de OKT3 puro apiroc6nico. En cstos ~owcntos 

sc cstan rcalizan<lo los tests de piroccnici<l~d. prcsc~ 
cia de DNA murino, etc para cl cnvasa<lo final. 

I:l hiorcactor air-lift ha si<lo un sisterna cficic1Hc: ~11 

la produccion dcl nnticucrpo monoclon3l anti-A. h;tc 
hibri<lorna sc ndaptS cficicntcmcntc al cultivo en gr:in 
csc::ila, no 111ostran<lo inconvcnicntcs en cl crccirn.i.cnto 
co11 sucros de Jifcrcntcs orfgcncs y conccutracioncs. 

Una vcz prot;r:.imad0, cl mancjo ckl biorcactor cs scnci-
11 o y d c po c a p r ob ah i 1 i d a J <l c· c o n t a rli n ::i c i o 11 • 

La inclusion de cilindros de vi<lrio dcntro de J;t 

ra de crccimicnto ha sido una bucna opci or: ya qu<: h;1 

pcrmiti<lo cl crccimic11to en alt:is dcnsidadl'S cc1ul:i­

rcs. Es importante mantcncr en nivclcs adccu=idos cl 

bur bu j co d c a i r c , p :.i r a c vi t a r c 1 arras t r c d c cc l 11 1 :1 s 
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qu~ saldrian <lurante cl intcrcambio <le media. 

Un inconvcnicntc de cstc bioreactor cs cl proccsarnic~ 

to de grandcs vol~mencs de sobrcnadantes los 
cualcs dcbcn scr ccntrifugados y conccntrados diaria­

mc1: tc. 

llasta el prescnte se han obtenido cantidarlcs consi'-le­

rablcs de sobrcnadantes conccntrados del AcN anti-A. 
Estos sobrcnaclantcs prcscntan tf tulos de hcmaglutina­

ci~n adccuada p~ra su utilizaci6n directa en la deter 

minaci~n de grupo sanguinco en bancos de sangrc. 

En rclacion a nucstra cxpl'riencia de cnc<ipsulncion en 

alginato <le sodio, considcramos quc se ha ohtcnido una 

c~ntiJa<l significativa de anticucrpo a rnc<liana escala. 
Sin cmbarr,o, la produccion en batch no ha reprcscntaclo 

u1w altcrnativ~ tan eficicntc como la anterior. 

Con rcspccto a la purific<icion :ipirog,·n:.1 c!c or~T:; per 

protein a -A Scpharo:;~, sc olJtu,' t::' :d f,. : \":.H1l) 1!v 1)11; :.:_ 

za (como pucdc ol,scrvarsc e:n los ~lJS-P/l.CE) y bucll Ten­

Ji1;iicnto. 
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T;\PLA !\9 l ----

PRODDCCIO~ rrL A~TI-A rK AiR LIFT 

DIAS E!! DO GLll LAC rF TH ~ c:: : ~-· 

0 7,3 131,6 J 9 s. 2 42,4 120-150 64 10 9 

1 7,3 121. s 165,5 49,4 70-H' 64 ]09 
2 7,2 61 '~ 14 2 '3 5 ~ , (1 70-~0 f 4 JIJ9 
3 7,0-7,2 60,2 134 '1 (iO, 7 70-f.0 64 109 
4 7,0-7,2 66,S 160,9 61,7 16C'-2oo 64 109 
::> 7,2 41,6 87,S 71 '4 280-3f0 64 109 
6 6,6-7,2 59,7 152,4 57,4 3(·0-3~0 64 i. 5 9 

7 7' l 40,0 227,i 66,S 380 64 59 
8 6,9-7,2 45,4 2 S l, 2 (' 1 '7 36('1 32 59 
9 6,9-7,2 33,7 3(2.2 62,l 360 64 59 

10 6,5-7,2 16,7 245,7 59,0 360 64 2,59+2,S* 
11 6,6-7,2 19,0 290,8 66,0 240 64 2,59+2,5* 
12 6,8-7,2 14 '2 293,3 il' 2 200 64 2,59+2,5* 
13 6,7-7,2 23,4 355,l 87,6 200 {i 4 2,59+2,S* 
14 6,i-7,2 23. (1 298,0 94,3 200 64 2,59+2,5* 

""' 15 6,8-7,l lS,G 294,5. 86,l 200 64 2,59+2,5* 
16 6,7-7,1 1 2 ' (' 296,0 i8. ~l 200 64 1,59+3,0* 
17 6,S-7,l 9,6 283,0 7 6 '(1 2 00 64 1,59+3,0* 
IS 6,9-7,l l 7 '~ 297,5 72. 0 200 64 1,09+4,0* 
19 6,7··7,l 5,r 338,5 75,4 20'.) 64 l,09+4,0* 
2 0 6,7-i,l 20.5 253,0 6 5 t () 200 64 1,09+4,0* 
21 6,i-7,l 25,0 nd 58,4 200 64 1,09+4,0* 
22 nc! nd 282,0 63,0 2C10 64 s• 
"' - 6,9-7,l 15. 0 312,0 (14 • f. 200 64 s• L~ 
") . i,1-7,2 2 e , r. 264,2 '7 Q 1 200 64 10* .... ' .. '..., ., ~ 7,0 l (l ' 8 3·10. c 7 3 • (: l 7 {l 128 10* .. !> 
26 6,7-7,l 10,0 33fl,2 7 s. 8 170 128 10* 
., - 6,7-7,1 10, f' 338,S 7 4 •. j 170 128 10* 
" I 
28 1,n 20. ·'. 289,S SI , ~ 150 128 10* 
2 !: 6,"5-i,l 10.0 2 2 7 t 1 () ~ . ] so 128 10* .. ~ ' .... 

3C 6,7-7,l s. (t ::: 39, 0 cc• • 150 128 Io• 
.... '"" 1 "' 

:n 6,7-7,l ) r. '9 227,0 lCO, 2 l 5(1 128 10'* 
32 7,0 i J. 6 247,0 nd 150 128 10* .. - 6,7-7,l 1 0 • (l 227,3 r: <l 150 128 10* 
-~ - ~ i,O • n " 20~.3 nc lSO 128 10* 
~ .. .! l· '\.I 



TAgI.,\ f\91 (Rcfcrcncias) 

DO: Oxigcno disuclto C\Y 
GLU: Conccntraci9n de glucosa (n1g/dlt.) 
LAC: Conc\!ntracion de lactato (mg/dl t.) 
PF: Perfusion (ml/hr.) 
1'11: Titulo Jc hcmaglutinacion 
\S: Suero (\) 

59: Suero f ctal bovino 
s .. : Suero de cabal lo 

. . 
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CTAFIC-0 l.i 

PRODUCCIOI,1 DE r~.clv1c ..t~~NTI-A EN AIRLIFT 
C~JR"Vi\ 1·/1 E~'l~BOLICA 

mg% ml/hr 
-~~~~~~~~~~~~~1400 ~001~ ~~~~-1_~~~~ 

I ,~ / i\_ ,~ i---
300 ~ f / l__J -----...../ \//\/ 

/

I /I / 
I ""':" 

I \\ . , . . "' ~·· ,. ,, :i·: : :i< l'. 'lZ l~ l. l l l "' 0 . '\ 

~ ... iK }' }' . ~./1\;,.l 

I 00 ~ . . j _.i---¥*~-1-+-4--~ ~ 4' . .A:,+--1--.+--+-+­-T--~ 

300 

200 

100 

DI I I I I I I I I+ I I I I I I I I I I ! I I I I I I I I I I ID 
D 2 4 6 8 10 12 14 16 16 ?.D 22 24 26 28 30 

a tat 

- (gluco~cr) -+- {Iactato) --¥--perfusion med:lo 

Med to d:~ cul UYo: DRF 

-
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c:n .. \n ro i 1, 

PRODUCCION DE il.civlc f~I'1TI--P!.. E!'l P""IRLIFT 
cu·r~Vi\. METABOLICA 

200 

100 

0 

-

~~"'~' 
'i •. . .... 
' l. ', . •.--'--- . ~ . ·'· " rn rn· , '· -"1 
• 1, '•J~ . 

I ."'IJ 'I 0 • I. ' •~· • 

a 
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l \ 
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11 
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11 . I 

! ''\ I 
I " I - ~ '/ \' /.I • ...... 

I 1 
\ 

1- -- . ~. ·, -rn -- -· r •• - T i 
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i~j 
,., I~~~ 

'~i-~mrn r~Ji, -~:,; ~, i) pp~~~~ ~I 4:-:-~ ~~4'·f-i' , ~ . ' 0 

I I , j I · l H I 
I I I I 

0 2 4 

lalucota:J 

6 8 ltl i2 14 16 18 20 L~ 24 26 28 30 
cUa& 

~ uc~tat~·) 

c::J ('UuIO r~tal l:s0\"1IlO} ~ {&UG?O c.::r ... :...:.lo) 

MeC:1o do cultlvo: RDF 

-



'=' 

C~ArT CO 1 c 

PRODUCCIOI\f DE .l\crvic ANTI-A EN A.IRLIFT 
11 c'mc.•.c: i u H nct:cf.6n x volume 

c_: hemaglut1nac16n 1%~ .. ,olume obUtto 
dlas. 

0 
2 v.:==..:=;::.;..~ ,rq ,r z:=?1 

4 c-=· ~": ·:~-···-:- ........ -· ,•' ... :•' ... ,... ,.f 
t ::-. ..... -_· :··. : .. · :·_·:;-~·~ ... ... ..• ... .3 

6 r:·.: · ... :· _··.-: ~ ~.-·~·: ................... .-· ...... a 
t.._:.·._-~·.:_· .' .. :: .... ·- ,. .. · ··" .. ~~·· .> <' < 2 I 

a : ·••• •• ·- :.·.: - ,,,i- ..... • ,,.,~ .,,,.. ..... -· ·~ 
r-:-:·-:·~.-··-· .. 6'·:~:.::~~-· ... ... .. ... :-:-=:z-::1 

10 Li~~.:......;.:...~~ii~::::--:::: :: ::· .~ .. ~ ":'.-~~ .. ,> z-z-:a 
12 t. :- - ;-:-:_--. =·-:-:-::-:-:7 • - ··· ,. ·· , · ·· ,:,:._;,;. ... . .. I 

14 r . . . .~-. .. _-.: .z ... _,, ... ... ... ·:'::::I 
r ... . ....... . . -_.: ~::..- ... ,. _,... -::.._.:.::...--: ... ~ 

16 
18 

r· :- -··: .. .. :--- -~~t-. ... ,,. ·' ... ..:.· .. _ --. ..... -.. .,.--........... -..... -2 ....... 1 

r . . . . ·:. ~.'"':";:::::::=· =···.-•-----
' :_:: .. : .. -~~ .... ··--~···-:.,;.=;- .. · ... .. ... __ ..:.:,;_ ..... ·' <"" < d 

20 r.~:·~ ~.···. _..... ~-:--::: .. _ .. ,.- .,,.. ... .. ... ... ·::............:·:::.-·· ··" d- ,, .. z .e ... J 
~.·: .. :-... :.::~ .• - .. .:..·: .:~:: .. _ .... .... ·" .... ... .... ..·• _J 

22 
24 r;::;: ..... ...:.:: -~ .. ·:::;:-:-~ ~~:~.:~:~:~.-.~~. : ~ ::=·~.~:::~: ::· .:~ -~~:; ... ... (" ,.. d.. <"l 

26 
28 
~o 

L ..... ..r~-;-::;::-:=::~~.~::·.==~!:::.:-..:::::-.:::;:.:.::... .... ,=. ............ d .... " --:.· ....... ,.. :z:21 _ 

= = :;:::::;,; ·: ::: = :::.:::::c.:::::::. ::::.=:::;;· .. ·" ... " ,. ... . -~ ·" ,. ' J 
,. .. - .... - ........... ~ --------· .............. ------· .. ··~--:-._ .................. -::--~.·· .. . ,. <•' ~ . ~, - __ .. r ·--. · 1 .••... I ...... ·1 ~~.-· .• • I' ··-· .... ··r"' I I ""'!- . --. I ~ <1 

1 60 14 o I 2 o 1 o o e o 6 o .4 o 2 o o 2 1:1 6 a 1 o 1 2 
l/t!iulo L 

e 
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TJ'..~LA l!~ 2 ---·---
Ei·c •T.'0:::""'":'" ·cIC~T r~~ "tr~~:CT')(}j;'\ 'Tj~-Cll/. r;:·~ A!/~·I!7.\':"0 nB SOD!~ 1~ __,:,,__,,!;- - '-'.;.J..;:. ... - ·----· - - • -

T"\~, ~ CG ~ .. ~ 
}'~i !TC TH ~m \3 ~.Y 

~..Ao.r~....> : ..J - - -0 0 " -1 - O, G7 0 7,5 0 80,4 " It? ( 

., 
47 0 ?,38 o,76 0 7,5 0 89,1 

2 53 0 7,17 2,13 8 7,5 100 82,4 
~ 74,4 n ~ 7,4 , ~5 8 7,5 150 158,l ' 0, ::> _, _, 

4 29,3 11,2 7,27 3,49 16 7,5 0 74,4 
5 100,8 nd 6,87 6,56 16 5,0 200 78,g 
6 107,0 34,0 6,79 7,38 16 5,0 200 61,4 ... 90,0 29,6 C.,89 7,2 lG 5,0 200 85,6 ' 
0 149,0 38,5 G,85 4,88 lf. 7,5 200 61,6 
u 

0 108,0 29,0 6,95 5,5 16 5,0 300 68,6 
_, 

10 187,0 :id C:,82 7,25 16 5,0 300 67,9 

{ "':> ~ • ) •. e_ er~ncies 
CG: Consu:t::> de t;lucosa ~~cr/dl t); PL: hod~.i.ccicb de l~ct~ to (Iil"'"T/dl t); 
T-. .... ..,.. -,..--o ~e ""e ... 1"'s x 10 • ,.,,-;.;J ,.,.1.-ftulo a·c ll" .. .., .. ,,,,t1'n"'c1·c'11· 1 "°· \r--i··--~n cl"' :v- u..a.'-.... ..1. .!-' ...,_..,;.... • , .:. .... t .- · ............... ,.1 . ..,, t.:... , vn. ""'-·"··~ ~ 

/ ,- ~ .L .. ... .. ... .. , .. ' . l y ,• i: rorcen~a3e ac v1ac1-1~~~. 

NC: Ng de celulas 
medic retirado (nl) 

e 
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GRArICO 2 a - l> 

ENCAPSULACION DEL HIBRIDOI"IA B2-Cll4 
EI'1 ALGIIiATO DE CALCIO 1% 

:i:~t $ 
&.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--.. 100 
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e 
TABLA ~;v 3 

£?\CAP5l.1LACI01\ DEL HIBRinm·,, OJ:T3 E~ ALGI~ATO nF SODIO 1\ 

DIAS CG f L ~ ;\( r.A ~SFJ\ VR ~v 

0 n r .. (' nt' nd 7 • 5 0 nc: 
( 

v I 1 \· 

l 251,7 4t1,3 i • j 2 t t 6 2i 7. 5 250 71 • 8 
2 n<l n c2 11 ":" 3 '(· 9 32 7. 5 250 7'? • 7 ' . 
3 n<l nd - ? 

I ' -
1 • :'14 24 7 ' s 250 7 7 '8 

4 32,1 0 7' 2 2 • 7 27 i '5 250 8 2 '3 
s 124,9 0 7 • (i 11, 7 36 7,5 250 68,8 
6 163,l 16,3 6 'f; i,27 44 7 '5 300 87,2 
7 178,3 zc, ,0 6 'r. f. '3 7 65 7. s :mo 83,2 
s 160,0 15,6 (,. 91 s. 7 s 62 7. 5 300 s 4 '8 
9 178,l 26,7 6,f4 l. ~8 78 2 's 300 26,9 

10 113,7 24,~ 6,97 2, ls 78 2. 5. 300 31,3 
11 122,S 22,6 6 a 6'1 54 2,5 200 85,4 .. 
12 135,8 23,5 6,9 s '51 il 5,0 370 77,5 
13 267,0 43,8 (' '8 4,39 57 s,o 250 82,6 
14 193,S 31 'i c-. 9 3' l 2 68 2. 5 250 71t4 
15 133,6 23,0 6 '9 ? 0 79 2 '5 300 51,0 

N -'~ 
N 

I 

CG: Consuro ~c gluccsa (rn~/<llt) 
~L: rrc~ucc!5n de lactate (~g/dlt) 6 .• C: .• ~ t.:c cclulas per ~r/pcrlns xlO • 
CA: Cor.ccr.tracion cc ar.tic\:t'rrc (\:~/vl) 
\"~: \"0:unen de r.:cc;io rctir<et'.O (i-;1) 
\V: forct'nt~je <le viobili~ad 
ncl: \c t1e t e rni nado. 



GRAFJCO 3a 

ENCAPSULACION DEL HIBRIDOMA OKT3 
EN ALGINATO DE CALCIO 1% 

mg'!I. 

aooT 

250 I I 
i 

200 .I 
I 

150 
\\I 

\I 

di as 

-· - comwmo de gluco:-.a __ , ___ pro,jucci6n lectato 

M1~10 •h: CJlll.lfi!; DMC:: - res 

CH.!\FICO :-;1> 

llC/ir.I PH 100 
-8 

---~o 

00 v 
4 

.l('\ 

~ 
20 

0 0 
o 1 2 8 ' e a 1 a D 10 11 12 1:;, 14 1n 

diU 

- pH mutuboltmdo -+- untrc:.arpo {itglmO 

MUo Ga °"iUifl: ~ • f08 
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Cr..AFI Cf) 3c 

ENCAPSULACH.1i'J DEL [-f!BRi!:lOiviA 0KT3 
Ei\1 Al.G(NATO D~ C.tti...C[Q 1:-~ 
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_43 
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_20,1 

. . • -14, 4 __ .., 
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}'it.;. 3 :31i~.i-PAGE al 12·-~ cle l~G fr:iccionc:.; obten:i.d.c:.s e:~ ca·:dici(')­
nc~: rc:c!:lcid:1s y tenidr.:.::: co~ Cooni:i.a~;ic Blue. Lo:..-; cG.1-rile:·: corrc:.!·· 
pondcn a: 

cnr:!'il :1.: 

C<. .. L .. il ··. " . 
car cl 1 c: 

carril d: 

carril e: 

cnrril f .. 

c;.irril , .. 
u• 

C;!.!TJ 1 h: 

Pico u pH= ?.,13. 

Plow t:u·ouch 2. 

Flow thr0ugh 1. 

Ul tro.fil trado ( sobrante del 1,;unc~entrado). 

Concentrn.do de 10:1 Gobrennd:::ntcn (.Prc-cohwm~). 

Sobrcnn.dr:intc no alcinato 0I:'r3 d.{u 9. 

Patron de pc~~o molecular. 
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TARI.A ~9 4 

~inner de O,S 

TID'.PO 
~~2 NC VIAB 

* 1 0,3 97.9 
2 0,6 97,S 
3 1,33 95,0 
4 1,36 84,7 
s 1,0 80,0 
6 l,OS 78,8 
7 0,78 61,6 
8 0,6 61,S 
9 0,5 ss.o 

10 0,24 47,9 
11 0,16 14,0 

f\ c : N 9 d c cc 1 s / 1a 1 ( x 1o
6

) • 
\"L\11: ·~de vi:1hili<l:i<l. 
Tli: Ti tu 1 o de lu.:u:a~ luti naci on. 

Its. 

Tl! 

nd 
4 
8 
16 
16 
nd 
32 -., .:> .. 
32 
32 
32 

n<l: no <lcter~!nado .- 5 
*.-Sc part10 de una conccntrac1on cclular de 3x10· 

eel/ml en un voJumcn final de 400 ml. Al terccr 
J{a sc increment~ el volumcn a 500 ml y sc a<licio 
no 01)tiMAh. 

- 26 -



TABLA N9 s 
Spinner de 8 lts. 

TlEMPO 

(DIAS) ~c VIAP 

1 2,7 90 
2 3,3 94.4 
3 6,7 95 
4 7,0 90.3 
5 4,9 87,6 
6 5,7 80.9 - 4,0 69.6 I 

8 2,0 52.4 
9 3,4 57 

10 3,3 53,2 
11 2,6 41.4 
12 2,1 41. 5 
13 2,1 33 

NC: N9 de eels/ml (xl0 5) 
VIAU: \ de viabilidad 
VOL: Volume-a final en lf rros. 
ll't: Titulo cle hcinat!lutinacion. 

- 27 -

VQL Tll 

3 4 
3 4 
3 8 
s 8 
9 8 
9 8 
9 8-16 
9 16 
9 1(, 

9 Hi 
9 16 
9 16-32 
9 32 




