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INTRODUCCION 

Los anticuerpos monoclonales, desde que aparecier6n hasta hoy 
tienen un mercado importante dentro del campo de 1a biotecnologia, asi 
tambien las condlciones del cultivo a gran escala para hibridomas ha 
evolucionado constantemente, logrando obtener altos rendimientos en la 
producci6n de anticuerpo y aderMs las condlclones de cultivo a gran 
escala permite obtener el producto con estricto control de pureza en el 
caso de uso humano, en muchos casos los reportes indican que los 
procesos de cultivo a gran escala pueden superar la producci6n en ascitis 
y aun mas mejorar costos de producci6n siendo por lo tanto una 
alternatlva bastante viable, considerando a futuro aquellos anticuerpos de 
tipo recombinantes como una opcion mas. 

OBJETIVOS 
A)Sistemas de cultivo. 

1.- Cultivo estacionario en T-Flask y congelacion de celulas. 
2.- Cultivo de hibridomas en biot·eactor de fibra hueca (AMICON). 
3.- Cultivo en suspensi6n de celulas encapsuladas en alginato de sodio. 
4.- Cultivo de celulas libres en suspensi6n en spinner. 

B)Estudlos metabolicos. 
1.- Medici6n de consumo de glucosa. 
2.- Medicl6n de producci6n de lactato. 
3.- Pruebas de actlvldad de antlcuerpo por ELISA y hemaglutinacl6n. 

C) Purfflcaci6n de anticuerpo monoclonal. 
1.- Purificacl6n por afinidad en Sepharosa-protef na A. 
2.- Anallsls de pureza por electr6f"tesis. 

D) Sesl6n de semlnarlos: 
1.- Generalldades de antlcuerpos monoclonales (PhD. Ana Marfa Moro-

Furlanl). 
2.- Modelos de bioreactores (Dr Edgar Arias Rodriguez). 
3.· Oxfgeno dlsuelto (Dr Haroldo Hess) 
4.· Cromatograffa de aflnldad (Miriam Nakamura) 
5.· Antlcuerpos de 2' generaci6n (Blol. Ren• Hern4ndez V.). 
6.· Antlcuerpos con actlvldad enzl~tlca (Fernando Chavez) 
7.· Medlos llbres de suero para hfbrldomas (Mare L Zucheran) 
8.-Control de calldad de antlcuerpos Monoclonales en terapla (M. en C. 

M' Tereza Alves) 



MATERIAL Y METODOS 
A).-Modelos de trabajo. 

1.- Hibridoma con actividad anti-TSH (Tiroid stimulant hormone) y tiene 
importancia en el diagnostico de hipotiroidlsmo congenito. Dicho hibridoma 
fue obtenido en el CllGBiUNAM en Cuernavaca Morelos Mexico. 

2.-Hibridoma con actividad anti-antigeno B (Tipo sanguineo) obtenido en 
el instituto en Sao Paulo Brasil. 

B).-Clnetlca de metabollsmo. 
El analisis del comportamlento metab611co del hibrldoma-TSH se 

reallz6 cult!1fando 16 T-Flask con un numero lgual de celulas en un 
volumen de 10ml de DME~10% SFB determinando diariamente los niveles 
de: pH, Glucosa, Lactato y actividad por ELISA. 

-La G!•Jcosa se determin6 en todos los cases por el kit de Bioclin. 
-Lactato fue determinado por un kit de Sigma (72600). 
-ELISA fue hecho sensibilizando placas de pvc con 250ng!pozo de 

TSH (ICN) con tampon de carbonato-bicarbonato pH 9.5 y haciendo un 
revelado con fosfatasa alcalina. 

-Los ir'ls ca sos fuer6n establecidos espectrof otometricamente en un 
lector de ELISA (Multiskan de titertec) disminuyendo tiempo y reactivos. 

C).-Cul:ivo de celulas libres en suspensi6n y fibra hueca. 
las cs!ulas de TSH se propagaron en un spinner de 1 L con barra 

suspendida y pade en un volumen dq 200ml de medio DMEM-10"ksfb con 
agitacion continua de 20rpmJmin. 

Al mismo tiempo se monto el bioreactor de fibra hueca y se coloco 
DMEM sin s\!ero por un dfa, con la finalldad de acondlclonar el sistema, al 
dia sigulente se retiro ese medlo circulante y se lnoculan las celulas 
(Propagadas an suspensi6n en spinner) en el espaclo extracapilar, la 
velocldad de circulacl6n del mec:tlo fL!e de 26. 7ml/mln aprox. a una temp. de 
37°C. Cuando el pH aumentaba se perfundlo CO, a travez de uno de los 
filtros hldrofmcos del spinner del sistema. El medlo de acondlcionamlento 
fue almacenado y se probo su esterllldad y citotoxlcldad. Ciarlamente se 
obtenlan mu•stras del espaclo extracapllar (E.C.) e lntracapilar (l.C.) para 
medlcl6n de consumo de glucosa, produccl6n de lactato, pH y actlvldad de 
antlcuerpo solo en el espaclo E.C. 

D).· Encapsulacl6n'"' en alglnato de :sodlo 1 % (Macrocarrler). 
El hlbrldoma anti· TSH se encapsulo en alglnato de sodlo (Bellco Cat 

7800-300000)baJo el protocolo descrlto por Bellco, se utlllzo alglnato de 
sodlo 1% cor. 5.5x10 eel. y goteando con una jerlnga en una soluci6n de 
CaCl2 50mM-Gallna y las ~psulas formadas fueron lavadas con solucl6n 
sallna de hanks llbre de f osf atos, flnalmente se cultlvar6n en spinner de 1 L 
con un volumen de med lo de 200ml (DMEM 1004SFB) en una atmosfera de 
CO, (5•4) a 37°C dl11rlamente se colectaron muestras para medlr, pH, 
glucose y la\:tato y lus macrocarrlers fueron solublllzedo con EDTA 50mM 
en PBS par• r•llzar conteo de celulas vl1ble1 con azul trlpeno. 



E).- Encapsulaci6n en alginato 1.6% (Macrocarrlers). 
Primeramente se lntento una gelacl6n sigulendo el procedimiento de 

Jarvis et al (Blotechnlques march-abrll 1983), utillzando alglnato 1.05% y 
lisina 0.1 % pero no hubo una buena consistencia de los beads quedando 
totalmente desechos. 

Para probar que condiciones de gelacl~n son las mas apropiadas 
para mantener los beads en buen estado morfologlco, se probo alginato de 
sodio al 1 % y al 1.6% siendo gelado sin celulas en 50, 1001150 y 200mM de 
CaCl2 

Finalmente se realiz6 la gelaci6n con alglnato de sodio al 1.6 con 1.2 
x 101 eels. en 100mM de cac12 y a una altura de goteo de &cm de la 
superficie de la soluci6n de cac12, nue~amente los beads se lavaron con 
soluci6n de Hanks y finalmente cultivadas en DMEM-100k-SFB y con las 
:iemas condiciones establecidas para la encapsulaclon al 1°k de alginato 
de sodio. 

F).-Cultivo en fibra hueca (Hibridoma anti-8). 
En este sistema se probo un cartucho de fibra hueca de un tamano 

de poro de 10000, que es usada para dlalisls renal (en el lnstituto Coraz6n 
de Sao Paulo-Brasil) solo que se inlcio con un extenso lavado de H20 
destilada y esteril y luego se coloco RPMI 640 por 72 hrs para estabillzarla. 
posteriormente se inoculo con 1.2x10• eels acompanado de SFB 20% en el 
espacio extracapilar y solo RPMI 640 circulando en el espacio ir.tracapilar. 

G).- Purificaci6n de anticuerpo monoclonal. 
1.-La purificaci6n se llevo a cabo por una columna de sepharosa 

proteina A de 13 cm, tomando sobrenadante del cultivo en alginato al 1% 
(650ml) y al 1.6% (540ml) cada vez por separado y los sobrenadantes 
fueron filtrados por 0.22µm y desgasados por vaclo (presion negativa) los 
tampones usados fuer6n flltrados y desgasados po~ sonlcaci6n, 
inicialmente la columna se equilibra con el pa51> de 5 volumenes de tris
NaCI pH 8.6, la velocidad de entrada del sobrenedante a la columna fue de 
0.68ml/min (650ml) y 0.61 ml/min (540ml) tomando aproxlmadamente 1 f'hrs 
por la noche. al dfa slgulente en la prlmenra purlflcacl6n se reallz6 una 
s;rlmera elusl6n con PBS pH 7.2 •nsegulda se utlllz6 un buffer de citrato 
pH 5.5 luego acetato pH4.3 y finalmente gllclna pH 2.3 cuando termino de 
salir la protefna se dlo un lavado con NaCl 1 M y se termlno equillbrando la 
columna con Tris-NaCl pH 8.6. Todo esto con la finalldad de determiner en 
que pH el antlcuerpo era eluldo de la columna. 

En la segunda purlflcacl6n se omitl6 el buffer de pH 5.5 y solo se 
eluy6 baslcamente con ·e1 buffer de 4.3. 

Al flnal de la elusl6n los plcos fueron mezclados y se colocaron a 
dlallzar contra PBS pH 7.2 ya que las fracclones colectadas fueron 
amortlguadas con trls 1 m con el volumen adecuado de acuerdo 1 una 
tltulacl6n hecha prevlamente. 

b).· Los plcos en ambas purlflcaclones fueron anallzados 
electroforetlcamente en SOS.PAGE en condlclones rech.!ctoras y no 
reductoras en un gel de acrllamlda al 12% y de 7.5°4 para r.ada cond!cl6n 
respectlvamente. cact. get fue hecho por dupllcado y uno rue tet\ldo por 



c).- A la vez los picos obtenidos en la prtmera puriflcaci6n fuer6n 
probados por actlvidad de anticuerpo en ELISA usando tanto TSH como 
antigeno y un antlcuerpo conejo antl-rat6n purificado (1 :1000). 

d).- Finalmente s61o se midi6 concentraci6n de proteina por 
absorbancia a 280 nm. multiplicando la absorbancia por el coeficiente de 
extlnci6n molar para antlcuerpos (0.625). 

e).- Tambien se reallz6 un isoelectr6enfoque en el sistema de phast
sistem en un gel de gradlente de pH de 3-9 (phast-gel de pharmacia). 



RESULTADOS 
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D1SCUSION 

1.- El cultivo estaclonarlo en T-Flask mostro una ciMtlca de rnetabollsmo 
descrito como tipo 2 ya que el antlcuerpo solo es producido cuando el 
cultivo esta en la parte final del crecimiento logaritmico y aurnenta la 
actividad hasta el final del crecimiento celular sobre todo en la fase 
estacionaria y la fase decreciente. 

Por otro lado el crecimiento mostro un consumo de glucosa )unto 
con un aumento en los niveles de lactato y una dlsmlnuci6n del pH hasta 
encontrar insuflciente cantidad de glucosa y sobre todo niveles t6xlcos de 
lactato y pH acido. 

II.- La flbra hueca de Amic6n que se cultlvo con hibridoma-TSH se observ6 
por 15 dias por muchos cambios, ya que mostro un bajo consumo de 
glucosa y en consecuencia bajos niveles de lactato, lo cual indic6 la 
carencia de una buena actividad metab61ica de vida a muerte celular. El 
~omportamiento oscilatorio de glucosa y lactato parece que fue debido a 
los camblos de medio intracapilar que dlsminuyo la toxicldad del sistema. 
Esto fue comprobado cuando al probar el medlo con que se acondicion6 la 
fibra hueca las cetulas morian sin haber aumentado su densidad en T-Flask 
(30 ml). Ademas el ELISA efectuado no mostr6 actlvidad del sobrenadante 
del espacio extracapilar. 

Ill.- Alginate de Sodio 1 %. 
La encapsulacl6n del hibridoma-TSH en alginate de sodio 1 % y 

gelificado en 50 mM de CaC~ fue muy suave y fragil, provocando que los 
beads se rompier~n con f acilidad por las fuerzas de co rte generadas por la 
agitaci6n. Asi, el sobrenadante se encontr6 con una elevada cantidad de 
celulas libres en suspension y por lo tanto rompiendo con todo el 
esquema de cultivo y adem4s al parecer esa condlcl6n solo favorece el 
creclmiento y vlabilidad de las celulas llbres ya que las encapsu1adas 
murleron entre el 81 y 12' dia. 

IV.- Alglnato de Sodlo 1.6%. 
Despu6s de deflnlr. morfol6glcamente que concentraclon de alginato 

(1 y 1.6°4) era mejor geliflcado en diferentes condlclones de CaCl2 (50, 100, 
150 mM) encontrando la relacl6n 1.6°4 y 100 mM como la de mejor 
aparlencla morf ol6glca. 

Al former beads de alglnato de sod lo 1.6°4 en 100 mM de CaCl2 con 
hibrldom• TSH las celulas empezar6n a former clones a los pocos dias 
dentro del bead de alglnato, la buena conslstencla del bead llev6 a tener 
un cultlvo IMs estable hasta 15 dras d• cuHlvo, slendo en los dfas 11 a 14 
que por alguna raz6n las celulas salleron del bead o •I gel se rompla y las 
celulas empezaron a crecer en el medlo sobrenadante llevando al cultlvo a 
ser flnallzado. 

La produccl6n de antlcuerpo en este caso s61o fue cuantlflcado al 
momento de la purlflcacl6n la cual fue de hasta cerca de 3 ordenes de 
magnltud me)or que en alglnato 1°.4. 
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V.· Fibra hueca (Tarnaiio del poro 1000 daltons). 
En este caso sa utillz6 una ftbra comun en el tratamiento de dialisis 

renal. Baslcamente el fonnato es lgual que para Amlc6n con la diferencia 
del tamafto de poro, lo cual como sa esperaba no fue suflclente para 
mantener un ad~cuado creclmiento celular y por ende camblos metabolicos 
(consumo de glucosa y produccl6n de lactato}. Por tal motivo al 81 dia de 
no observer camblo alguno se deci~lo parar el cultivo. 

VI.· Cromatograffa. 
En la reallzacl6n de la cromatografia numero 1 (alginato 1%) se 

encontr6 que el anticuerpo se eluy6 a pH 4.3, este pH es especifico para 
romper la aflnldad de la proteina A por el antlcuerpo lgG 28. Por otro lado 
la concentracl6n de anUcuerpo en la prlmera cromatografia fue bien baja 
debido a que el pH de 5.5 eluy6 lnespeciftcamente parte del antlcuerpo 
diluyendolo drasticamente, adem4s de que el sobrenadante provin6 de un 
~ultivo con baja productividad (ver perfil cromatografico). 

En la 21 purificaci6n se mejoro la recuperaci6n de anticuerpo hasta 3 
veces mas que . la primera. Debido a que solo se eluy6 a pH 4.3 que 
provr'1ia de un cultivo que funclon6 mejor (alglnato 1.6%). La pureza de 
ambas purificaciones se defini6 por electroforesis en condiciones 
reductoras y no reductoras. Encontrando s61o ligeros residues de albumina 
contaminante y s61o una banda de anticuerpo. 

Por otra pa rte se encontro un pl entre 7 .5-8.5. 

CONCLUSION. 

I.· De los slstemas de cultlvos probados, especiflcamente de la fibra hueca 
y alginato de sodlo, se encontr6 que en los cultlvos de flbra hueca lmpllca 
un slstema poco controlable en los parametros metab611cos y de 
produccl6n asf como tambl•n el preclo de cartucnos desechables aumenta 
el c 'lsto del slstema. 

Mlentras que el proceso de alglnato de sodlo es un slstema m4s 
ve~tll, ya que puede tener dlversos pasos de escalamlento desde 
pequeftos spinners a grandes volumenes o hasta fermentadores aereados 
tlpo bellco, slendo el proceso mucho m4s controlable y predeclble que en 
la flbra hueca. 

II.· La medlcl6n de pror.esos metab611cos fue aglllzada en gran parte por el 
uso de un lector de ELISA (multlskan) el cual lee una gran cantldad de 
muestras en pocos mloutos. 

La medlcl6n de actlvldad por ELISA, fue un poco mala en parte tal 
vez por la baja cantldad de antlcuerpo producldo por el hlbrfdoma ya que 
en el proceso de purHlcacl6n no M obtuv6 una gran cantldad de 
antlcuerpo y por otro lado el laboratorlo no logr6 tener un conjugado que 
mantuvlera nlveles baJo• de Back Ground, mlentras que cuando M prob6 
un conjugado del cual se ten fa un poco para el ELISA del T ·Rask dlo buen 
resultado, ya que est• habfa sldo prevlamente probado pero 
desafortunadamente se termln6. 

Ill.· Las des purlflcaclones realludas mostreron una alt. eflclencla. a.. 
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el antlcuerpo a pm1lr del medlo de cultlvo sin COM»J•b•. Por otro lado la 
capacldad de unldn de las dlfeNntM subcl1111 de lgG a prol8fna A. 
dellnl6 el pico de elusl6n como una lgG 2a, c8be rnenc:kHm que el haber 
utlllDdo un slstema automMlwlo (FPLC) agAlz6 mucho el procelO .. 

AdemD el antlcuerpo ~ TSH s6lo mostr6 una ...... • 
condlclones no reductoras y 2 en condldones reductoras lo a.a • fndlce 
de que el hlbridoma parece estar blen clonado. Por otro lado, s6lo se 
obtuV6 una minima cantlded resldml de .. bUmlna como unlco 
contaminante. Tambi*9 se encontr6 un pl entre 7.5-8.5. 




