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Introducci6n 

Bste informe corresponde a las activldades desarrolladas durante el 
perlodo Abril 1991 a Agosto 1991 (Hes 7 al Hes ll) de e::Jecuci6n del 
proyecto DP/RLA/83/003 (Contrato NQ 90/144) que comenz6 el 27 de 
Setielllbre de 1990. 

Los objetivos a alcanzar en este perlodo est6.n especlflcados en el 
item "Servicios requeridoa del Contratista" (item 3 de los T6rminos de 
Referencia) y su cronoqrama de ejecuci6n en el •ca1endario de 
actividades• (item 4 de los T6rminos de Referencia). 

El presente informe est6 organlzado con el objeto de permitir 
evaluaci6n externa del grado de avance en el cumplimiento de 
mencionadas activldades. Por esta raz6n el Cuerpo del lnforme 
subdivldldo de acuer~o a esas actlvidades. 

Cueroo 

Act lyldad ll 

Se a~quir16 el resto del suero fetal bovlno ( 8/7/91) 

Actlvldad ~ 

la 
las 

est A 

c.6 Se adjunta copla (Anexo II) del lnforme de la pasantla de la 
Q.F. Baz en el CIGB (1/2/91 - 3/5/91). 

Actiyidad 12. 

Se culmln6 el procesamlento de los datos experimetales y la 
elaborac16n del !nforme T'cnlc? Final (Anexo III). 

Actlyidad I 

Se reallzarA la reuni6n loa dlaa 2 y 3 de Setlelllbre en Sao Paulo a la 
que aaiatlr• el Prof. Julio Battistoni en reprea=ntanc16n del 
responsable del proyecto (Dr. A. Nieto). 
Se deja conatancl• que el aviso al Dr. Quinteros (Coordlnador) de la 
fecha de la reun16n nos lle96 con menos de 1 mes de antlclpacl6n y 
como no eataba prftviata para eatas fechaa el Dr. Nieto ya tenla 
adqulrldos compromlsoa lmpo•tergables que le har6n lmposlble aalatlr. 
Esta lnformac16n le ru6 suminlstrada al ~r. Quinteros por faxes de 
fechas 7/8/91 y 23/8/91. 

Actlyidad [ 

F.2 Se envla este lnforme con fecha 30 de Agosto de 1991 para ser 
entre9ado al Dr. Quinteros en la reunl6n de Sao Paulo. 
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Secc16n Final 

En este perlodo se ha completado exltosamente el entrenamiento de la 
becaria Q.F. Adrlana Baz en el CIGB en La Habana, qulen, junto al Lie. 
HernAn carol que f uera prevlamente serAn los responsables de 
transferir la tecnologla al laboratorlo de producc16n mi1Siva que, como 
explica2os en el informe final del alo pasado, funcionarA en nuestra 
CAtedra para preparar OKTl para ser usado en la inmunosupresi6n del 
rechazo agudo de transplantes renales en Uruguay ahorrAndole al 
si~tema sanitario p6bllco uruguayo un 70 ~ del costo de ese 
tratamiento. 
En ese sentldo se avanz6 en dos 6.reas : 

a) Se estA construyendo en nuestra CAtedra (finallzac16n prevlsta de 
la obra Octubre 1991) un laboratorio de cultivos celulares de 80 m2 
con un Area de 7 m2 especlficamente acondicionada para la 
instalaci6n del bioreactor y ~tros equipamientos involucrados en la 
producc16n masiva de monoclonales. 
El Lie. Leonardo Matteo (H.Sc.), becario del proyecto ha colaborado 
con el responsable de l~ obra Arq. U. Torrado en los detalles de 
diselo de esta ~ea que dlspondrA de un sistema centrallzado de 
tratamiento y f iltrado de aire de clase lOJ/Federal Standard 209 B. 

b) Se seleccion6 al Q.F. Gualberto Gonzilez, gue es un Qulmlco 
Farmac6utlco con experlencla en el Area industrial de producci6n de 
material est6ril de uso blol6glco, para hacerse responsable de la 
puesta en m3rcha de esa Unidad. 
El Q.F. GonzAlez fu6 entrenado en nuestra CAtedra durante 6 meses 
en t6cnicas bA&icas de preparaci6n de hibridomas y purificaci6n de 
anticuerpos monoclonales con la particlpaci6n actlva de los 
becarios del proyecto. A posteriori se hlcleron con 6xltc gestlones 
para que el Q.F. Gonzilez vaya a hacer una estadla de entrenamiento 
de 6 meses en tecnoloqla de antlcuerpos monoclonales al 
Departamento de Inmunologia del Biomedical Center de la Universidad 
de Uppsala (Suecla) bajo la d1recc16n del Dr. s.o. Gronvlk. 
Al retorno al uruguay del Q.F. Gonz•les estar• instalado el 
laboratorlo y esperamos contar con la flnanclac16n necesarla para 
la adqulslci6n del blorreactor para comenzar la ejecuci6n del 
proyecto de producc16n de OKTJ. 

Concluyendo, se valora que el proyecto ha permitido entrenar 
clentlflcos en esta ~ea de la blotecnologla y que con el esfuerzo 
adicional de la Unlversldad Uruguaya se ban puesto ya en marcha 
acetones que aseguren la contlnuldad del esfuerzo co .. nzado con 
este proyecto. 



Aoexo ~ 

Informe Financiero 

Bl saldo en el proyecto a la fecha de entrega del informe del Primer 
Semestre era de U$ 217,50. 
Los gastos en el Segundo Semestre fueron los siguientes: 

Materlales x Sumioistros 

Suero fetal bovin~ (Factura: Oscar Alberto 
Pellado S.A : 8/7/91) 

Qastos W:. Comupicaclones 

Faxes ( 4.66 mlnutos a U$ 4.9/mln.) 
Tel6fono ( 4 • • ~ • "> 

U$ 480 

U$ 22,80 
U$ 19,60 

Total qastado en este semestre U$ 522.40 lo que representa 
qastado U$ 304,90 mAs que lo disponlble. Este exceso de gasto 
adelantado de otros fondos para ser devuelto con cargo a los U$ 
que lleqar'n luego de la aprobacl6n de este informe final. 

haber 
se ha 

1600 



I&IPORTAOION • JtXPORTAOION 

HU1o:so!'> AIRES Julio 8 de 1991 

si.:~OR/ES 
Facultad de Quimica 

catedra de Inmunologia - Dr. Alberto Nieto 
DOM I Cl LIO 

:0.:UT" l>IC USBITO MOTA DS CKJCDITO 

CA:-OT. DltltCRIPC&O:-r 

4 (CUATRO) Frascos de 500 Ml. c/u, conteniendo SUERO 

OAl'IA~: --/••tO/'I 
IYA: ~o ··-•os-~••C 
l~u. a .. :rTO .. : •T•t••·•l 
J'O•ILAOIO:CE•1 14ntat~ 

FACTURA ~-· f\271 

••&010 

U!UT. 

U$S 

PRICCIO TOTAL 

U$S 

FETAL BOVINO ESTERIL CERTIFICADO (BIOSER),pertenecien~ 

tes al lote control 890.511. Total : 2 Litros.- 120.- 480.-

TOTAL : 480.-

SON DOLARES ESTADOUNILENSES : CUATROCIENTOS OCWJITA.-

,;ONUIC!IOl'f&8 OS PA001 CONTADO CONTRA ENTREGA I U$S 480.-

i 
ll:ttMICHALDA 581 • 1'1•0 12•. or. llSif. l;no BUli:NOS A.Ir<ll:9. 'l'&L. 3U2·3·U!I 
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Anexo ll 

PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES: 

"UN ESFUERZO COMPARTIDO EN AMERICA LATINA" 

INFORME TECNICO: 

II PRODLCC I ON DEL P.:-JT I CUERPO MONOCLONAL OKT3 II 

Q.F. ADRIANA BAZ <Montevideo, URUGUAY> 

Lie. MONIKA MERINO <Guayaquil, ECUADOR> 

It 
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A> CULTIVO DEL HIBRID0t1A OKT3 

I- Estacionario 

El hibridoma OKT3 f•.Je cultivado en CAtedra de Inmunolog{a 
(Facul tad de Qu{mica, Montevideo, Uruguay> en Il'1DM <Sigma, USA> + 

20 X suero fetal CBioser, Argentina> a 371 C y 5% C02, en cultivo 
estacionario, a partir del cual 20 mi!lones de c{lulas viables 
fueron transportadas a la Divisi6n Hibridomas y 1"1odelos Animales 
CCIGB, La Habana, Cuba>. 

Oebido a que el medic seleccionado para la realizaci6n del 
trabajo fue DMEM (Gibco> se procedi6 a la adaptaci6n del 
hibridoma al mismo. El proceso de adaptaciOn se llev6 a cabo de 
acuerdo al siguient.:: esque1na: 

Se sembraron dos frascos de cul ti vo _con una 
concentraci6n de c{lulas d<? 200.000 cOulas/ml CC/ml>, 
manteni {ndose la concentraci6n en este valor durante 9 d{as. En'. 
el d{a 9 se determin6 X de viabilidad en ambos frascos, par 
e::clusi6n con trypan blue. 

Tiempo Cdfas> 

Frasco 1. 3 c:" 7 9 .J 

1 A 90/. A BO'l. A 50/. A 30 
B 10/. B 20/. B 50/. B 70/. B 100/. 

.. 
2 A 90/. A 80/. A 501. A 30 :~ ~ 

c 10/. c 207. c 501. c 30/. ·c 100/. 

' i 

A: IMDM + 20 I. Suero fetal <media original> 
B: DMEM + 20 'i. Suero de ternera CST> CCubavet> 
C: OMEM + 20 ~ Suero de ternera + 3 % HECS CCIB> 

~ 

El % de viabilidad en ambos +rascos fue superior a 90 'l., par lo 
que se consider6 que la adapt~ci6n de la linea hab{a side 
satisfactoria y que pod{a prescindirsP de la adicH'.n de .. HECS al 
media de cultivo. Posteriormente se redujo en forma gradual el X 
de ST. 

Las condiciones de cultivo para el desarrollo 
de trabajo descrito en Introduccion <salvo que 
otras condiciones) fueron las siguientes: 

de todo el plan 
se especifiquen 

OMEM + 10 X ST + penicilina <100 UI/~l> + estreptomicina C50 
~g/ml> + glutamina <2 mM> + piruvato <1 mM>, 37•c y 5 'l. C02. 
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A partir de cClulas provenientes de cultivc estacionario se 
prcced16 a: 

i- formacifn de un banco celular a 

Con el fin de tener una reserva de la linea se congelaron 
c{lulas provenientes de cultivo estacionario y cuya viabilidad no 
fuera inferior a 85 X. Luego de centrifugar las cClulas a 900 
rpm, durante 10 minutes, el p~llet se suspendi6 en DMEM + 20 % ST 
+ 9 'l. DMSO <Fluka), a una concentraci6n de 3-10 mil lones-- C/ml. Se 
c:ongel6 a - 1o•c. 

ii- inoculacifn en ratones Balb/c 

Con el objetivo de eliminar una posible contaminac:i6n 
Mycoplasma y determinar el rendimiento de producci6n 
anticuerpo monoclonal en ascitis se inocul6 el hibridoma 
ratones Balb/c de acuerdo a los siguientes protocolos: 

p I: 

con 
de 
en 

I 

Dia 1)- sensibilizaci6n intraperitoneal de 10 ratones Balb/c Ct#) 
de 9-10 semanas de edad y 24 g de ~eso, con 0.5 ml de 
aceite mineral. 

Dia 6- inoculaci6n intraperitoneal con 3 millones de 
c:Clulas/animal en DMEM + penicilina + estreptomicina 
CSL>. 

Did 12- nose observ6 producci6n de ascitis en ning6n.. animal. 
~ 

P I I: 
Dia 0- sensibilizaci6n intraperitoneal, de 10 ratone~_.Balb~/c 

<ti> de 9-!0 semanas de edad y 24 g de peso, con 0.5 ml 
de aceite mineral. 

Dia 10- inoc:ulaci6n intraperitoneal de 5 .animales con 4 millones 
de c{lulas/animal en SL y 5 animales con 5~millones de 
cClulas/animal en SL. 

Dia 15- nose observ6 producci6n de asc:itis en ning6n animal. 

P III: 
Dia 0- sensibilizaci6n intraperitoneal, de 10 ratones Balb/c 

<ti> de 9-10 semanas de edad y aproximadamente 24 g de 
peso con 0.5 ml de aceite mineral. 

Dia 10- inoculac:i6n intraperitoneal con 10 millones de c:Clulas/ 
animal, en SL. 

Dia 15- nose observ6 producci6n de ascitis en ningdn animal. 

iii- test de presencia de Mycoplasma .. 
Para la detecci6n de presenc:ia de Myc:oplasma se parti6 de 

c{lulas previamente cultivadas en medic sin antibi6tico durante 8 
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d{as. El an~lisis fue realizado por personal del Centro de Salud 
Animal :cENSA> mediante proceso de hibridizaci6n con sondas 
comprobAndose ausencia de Mycoplasma en la l{nea celular OKT3. 

II- Cultivo en suspensilil 

Se estudi6 el comportamiento del hibridoma en cultivo en 
suspensiOn y er.capsulado en alginate coma posibles sistemas para 
la preparacifn del in6culo para el ~iorreactor. 
Primeramente se raaliz6 un cultivo del hibridoma en frasco 

spinner, sembrSndose en una concentraci6n inicial de 200.000 C/ml 
en un volumen de 300 ml de media de cultivo. Cada 48 horas se 
determin6 cencentrac16n de inmunoglebulinas ClgsJ> per ELISA, 
consume de glucosa <Test Glucosa HK, Sigma>, cencentraci6n de 
c<lulas y 'l. de viabilidad, obteni{ndose los siguic1tes 
resultados: 

-Cultivo en suspensi&l-

Tiempo Cone. celular Viabilidad 

Cd{as> CC/ml> <*> I. 

0 0.20 98 
2 0.25 51 
4 1. 20 53 

6 1.10 48 

<*>- expresada en millones/ml. 

Cone. !gs 
CJLglml> 

25 
19 
23 

CG 
Cmg/dfa) 

1.6 
0.7 
0.6 

Posteriormente se cultiv6 el hibridoma encapsulado en alginate. 
La encapsulac:i6n se realiz6 con alginate 1.6 I. CBellco~ .-a una 

conc:entraciOn de 1 mill6n de C/ml de 1 mill6n de C/ml. 
Las perlas asi formadas se suspendieron en 170 ml de-medic de 

c:ultivo, en spinner de 250 ml. Cada _48 horas se determin6 
con.::entraci6n de inmunoglobulinas, consume file glucosa, 
concentraci6n de c{lulas y I. de viabilidad. En este sistema se 
obtuvo: 

Tiempo Cone:. 

<dias> CC/ml 

0 
2 
4 
6 

-Cultivo en perlas de alginate-

celular 

alg. > <•> 

1.2 
1.3 
2.3 
2.1 

Viabilidad 
'l. 

90 
57 
27 
25 

Cone. Igs 
<iig/ml > 

30 
35 
28 

<•> expresada ~n millones/ml 

CG 
Cmg/d{a> 

1. 1 
1.6 
1. 6 
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-ELISA para determinacion de concentraciOn de Igs. 

Se sensibilizaron placas de microtitulacic5n <Titertek> con anti­
Ig de ratfn obtenida en conejo, durante 3 horas a 37•c. Se 
bloque6 con PBS-leche 2 7. por 1 hora a 37•c. luego de.-lavar con 
PBS-Tween O.OS 7. <PBS-T>, se sembraron 100 1&llpocillo de 
diluciones de las muestras en PBS-Tween 0.05 'l.-leche 2 'l. CPBS-T­
L>, incub&tdose per 3 horas a 37•c. Posteriormente se lav6 con 
PBS-T y se agregc 100 a&llpocillo de una diluci6n adecuada de 
anti-lg rat&l conjugadas a peroxidasa, en PBS-T-L. Luego de 
incubar con el conjugado por 1 hora a 37•c, se agreg6 100 
111/pocillo de sustrato para peroxidasa <OPD> y se detuvo la 
reacci6n con H2S04 2N. Se ley6 la densidad 6ptica a 492 nm en un 
lector de ELISA <Titertek Multiskan>. La concentraci6n de lgs ep 
las muestras se expresaron referidas a una soluci&l de IgG de 
ratOn de concentraci6n conocida tomada como est~nd~r. 

B> ESTUDIO DE LOS PARAl'IETROS METABOLICOS DEL HIBRIDOl1A EN CULTIVO 
ESTACIONARIO 

Debido a que las caracterfsticas metab6licas de la l{nea en las 
fases de crecimiento y producci6n deben determinarse para 
permitir un mejor. control del proceso de pr~ucci6h en 
biorreactor, se sigui6 el esquema: ',. 

-
se sembraron 16 frasc:os. de cultivo con una concen\rjci6n 

inicial de 100000 C/ml inc:ub~dose a 37•c y 5 % C02 durante 8 
dfas. Los par~etros determinados, diariamente y per duplicado, 
fueron viabilidad, consume de .glucosa, pH y concentraci6n de 
inmunoglobulinas. Los resultados se muestran en la Figura 1. 

C> PRODUCCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL OKT3 EN BIORREACTOR DE 
FIBRA HUECA 

I> Descripcitn breve del equipo: 

Se utiliz6 un biorreactor Acusyst-R <Endotronics>, el cual 
c:onsta de un cartucho de fibras huecas que definen dos 
compartiment~~, el espacio intracapilar <EIC> y el extracapilar 
<EEC>. Las c(lulas crecen en EEC yen este qued4 retenido el 
anticuerpo monoclo!'al que secretan ya que las fibras tienen un 
cut-off de 10.000 O. Se produce de esta forma un libre pasaje de 
metabolites y nutrientes entre un espacio y otro. exceptuando 
aquellas molCculas de peso molecular mayor de 10.000. Er equipo 
posee, adamjs, un reservorio de medic conectado, per un lado a la 



bomba de medic <BM> , la cual controla la entrada de medic fresco 
al EIC y salida de medic circulante <metabolites>, y por otro 
lado a la bomba de circulaci6n CBC> que controla el suministro de 
ox{geno al cultivo. El cambio en el sentido de circulaciOn de 
medic por el EIC es otro par~etro posible de ser controlado 
seleccionando el tiempo de ciclaje CCT> en el sistema. Al 
reservorio se inyecta aire mezclado con C02, el 'l. de este en la 
mezcla puede controlarse con el nivel del rotM\etro del equipo. 
Este 'l. es utilizado para mantener el pH del cultivo en el valor 
deseado. 

El cartucho est~ conectado tambi{n a la bomba de factor <BF> que 
controla simultAneamente la entrada de medic al EEC as{ coma la 
velocidad de salida de la cosecha. 

En resumen, seleccionando las velocidades de circulaciOn por las 1 

tres bombas se controla, suministro de nutrientes y oxfgeno, 
salida de metabolites y cosecha de anticuerpo secretado. 

E:< i st en sal i das de don de pueden e:< tr aerse muestr as del medi o IC 
y EC. El muestreo de IC se utiliza para determinar lcs niveles de 
glucosa y el pH en el medic circulante Cdebe realizarse 
diariamente>, mientras que las muestras del EC permiten estimar 
el estado de las c<lulas eh el cartucho Cviabilidad, c{lulas en 
divisi6n, etc>. 

NOTA: en este proceso con el fin de asegurar al m~:imo la 
esterilidad ael sistema se intercalaron filtros de fibra h~ca de 
0.22 ~ <Media-Kap>, entre los frascos de alimentaci6n de IC·y EC 
y el biorreactor. Adem~s to9as las operaciones de cambio de 
medics y e:<tracciones de muestras se realizaron en flujo laminar./ 

II> Operacionesprevia inoculaci&l y durante el 
proceso de producci6n 

1- Cultivo de las c{lulas en medic sin antibiOtico 24 horas­
antes de su inoculaci6n. 

2- Lavada del espacio IC con la finalidad de eliminar el 
glicerol que cubre las fibras el cual es citot6xico • 

. ~- Tratamiento del EC con media suplementado con suero, este 
proceso prepara el sistema para la inoculaciOn proporcionando 
a las c{lulas los f..1ctores de adhesi6n presentes en el suero. 

4- Test de citotoxicidad: permite deter~inar si el medic 
circulante en el 'istema tiene algun~ acciOn citot6~ica. Se 
extrajeron 10 ml de medic del espacio IC en los cuales se 
sembraron 2 millones de c{lulas. Se realiz6, en paralelo un 
control con medic del mismo lote. Los cultivos se obser·varon 
caJa 24 horas para la detecci6n de alguna actividad 
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citot6xica, durante 72 horas. 
Test de esterilidad: este ensayo permite determinar si se ha 
contaminado el sistema en las operaciones previas a la 
inoculaci6n. Se llev6 a cabo simultineamente al anterior. Se 
extrajeron 10 ml de media del espacio IC y se incubaron a 
3.,.C por 72 horas. Se realiz6, en paralelo un control con 
medic del mismo lote. La presencia de contaminaci6n se 
analiz6 por observaci6n microsc6pica. 

5- "Set-up" del equipo. 

Las condiciones iniciales del equipo fueron: 
BM 20 ml/h 
BC 100 ml/min 
BF 3 ml/h 

T 37 •c 
Ciclaje 0 min 

Con estos par~etros fijos se ajust6 el rot~metro a un nivel 
tal que el pH inicial fuera estable y de 7.3. Luego de 
estabilizado y previo a la inoculaci6n se fij6 la BF ~n 0. 

6- Preparaci6n del in6culo 

Durante las d{as previos a la inoculaci6n se sigui6 un estricto 
control del cultivo estacionario, determin~dose diaria~nte 
concentraci6n celular y viabilidad en cada frasco de cult~vo. El 
valor de concentraci6n celuJar se mantuvo mediante expansi6n del 
cultivo entre 200.000-300.000 C/ml, ya queen este range las/ 
c{lulas se encontraban en fase de crecimiento exponencial. 

Un d{a antes de la inoculaci6n las c{lulas se cultivaron en 
medic sin antibi6tico, y por 'l. viabilidad se seleccionaron 14 
frascos de cultivo que conten{an 30-40 millones de 
c{lulas/frasco y viabilidad de 85-99 7.. 
Antes de la inoculaci6n y luego del setup del equipo las 

c{lulas se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min. El pellet ~e 
resuspendi6 en 100 ml de media EC determin!ndose ndmero de 
c{lulas y viabilidad. Se volvi6 a centrifugar a 1000 rpm durante 
10 min y el pellet se resuspendi6 en 35 ml de medic EC. 
El in6culo obtenido consisti6 en 500 millones de c{lulas y 94 'l. 

de viabilidad. 

7- Inoculaci6n 

Con la BF en O, se cerr6 la conexi6n entre el biorreactor y 
la lfnea de cosecha. La suspensiOn celular <35 ml> se transfiri6 
a una jerinoa de 50.ml y se inocul6 al ••pacio EC, seguido de la 
inyecci6n de 10 ml de medio EC. El proceso de inoculacidn se 
realiz6 en 15 min. El pH se control6 2 h post-inoculaci6n siendo 
de 7.3. 
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5- Extracci!n.diaria de muestras de IC, determinaci6n del 
consu~o de glucosa y medida de pH. 

6- Extracci&i peri6dica de muestras de EC en funci6n de los 
par~etros anteriores, crecimiento celular, concentraci6n de 
inmunoglobulinas <Igs> en las cosechas, etc. 

7- Cambio de frasco~. de alimentaci!n y deshecho de medic IC y de 
alimentaci&i de EC y cosecha, segdn indican las Tablas 2 y 3 
respectivamente. 

8- Tratamiento de las cosechas: Se centrifugaron a 3000 rpm, por 
10 minutes, el pellet se resuspendiO en medic de cultivo y 
observO microsc6picamente para determinar viabilidad celular, / 
presencia de c{lulas en divisiOn, contaminaci6n, etc. Las · 
cosechas se conservaron a - 2o•c hasta su purificaciOn, en 
todas se determin6 concentraci6n de inmuno~lobulinas murinas 
<ELISA>. 

III> Medios de cultivo utilizados: 

Media IC: DMEM + glutamina <2 mM> /piruvato <1 mM> + penicil in~ 
C100 UI/ml>lestreptomicina <SO ~g/ml> "'\ 

Medic EC: DMEM + 1,0 1. ST + glutamina <2 mM> /piruvato c1· mM> + 
penicilina (100 UI/ml)/estreptomicina <SO ~g/ml> . 

... ./ 

En la Tabla 3 se especifican otros componentes que se adicionaron 
a estos medics y en qu{ memento del proceso. 

IV> Esque.a seQuido para inoculacitin: 

Dia - 2: ensamblado del biorreactor, esterilizaciOn e 
instalaci6n. Lavado del espacio IC durante·24 horas. 

Dia - 1: tratamiento del espacio EC con suero. Muestreo para test 
de citotoxicidad y esterilidad. Cultivo de las c{lulas 
en ausencia de antibi6tico. 

Dia O: inoculaci6n, selecci6n de nivel de rot&metro hasta 
estabilizaci6n del pH en 7.3. 
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TIEMPO PROCESO PARAMETROS BIORREACTOR 

Cdlas> 
BM BC. BF pH 

Cml/h) Cml /min> Cmllh> 

2 ensamblado 
esteri l i:.?acic5r1 400 ~00 50 
lavado IC 

- 1 tratamiento EC 
test 20 100 50 7.3 

citotoxicidad 
esterilidad 

- 0 inoculaci6n I 

V> CONTROL DEL PROCESD Y RESULTADDS 

El proc:eso se c:ontrol6 mediante la extrac:c:i6n diaria de muestras 
del espacio intrac:apilar para determinac:i6n de consume de gluc:osa 
y pH. Cada 48-72 horas se extrajeron muestras del espacio 
extrac:apilar. 

Al dia S post-~noculaci6n se comenz6 la circulac:i6'i\, de factor 
por el espacio extracapilar y por lo tanto la cosecha. · 

En la Tabla 1 se muestra la estrategia de control y las 
par~etros determinados a lo largo de todo el pro~e5o de 
producc:i6n en el biorreactor. 

La Tabla 2 detalla el tiempo de recolecc:i6n de las cosechas, el 
volumen y conc:entraci&,.-de inmunoglobulin_as de las mismas. 

La Tabla 3 resume las operaciones y ·abservaciopes reali=adas 
durante el proceso. 

La observaci6n periddica del cartucho y la toma de muestras del 
espacio extra:apilar permitieron estimar, j.unto con las 
par~etros medidos la evoluci6n del c~ltivo. Durante los primeros 
5 dias se pudo visualizar una considerable velocidad en el 
crecimiento del hibridoma. El dia 3 post-inoculaci6n se efectu~ 
µna extracci6n de muestra del espacio extracapilar, observ~ndose 
oran n6nero de cUulas de aspecto vi.able asi coma tambi {n 

numerosas c{lulas en proceso de divisi6n. 
A partir del d{a 7 se observ6 una detenci6n en el crecimientc 

celular. La extraccifli EEC realizada e~ el dla 9 no mostraba unc 
cantidad significativa de c<lulas vibles. 

El dfa 12 se •dicion6 HECS al medic extracapilar, y_se detect~ 
una posible contaminacifli en el EEC, y por lo tanto se 
realizaron extracciones del espacio extracapilar cada· 48-7: 
horas. 
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Se confirm6 contaminaci6n bacte~iarra el dfa 19 en el EC, 
aument~dose al doble la concentraci6n de Pen-Estr. en el media 
IC, y adicion~dole Kanamicina <100 p.g/ml). El tratamiento con 
Kanamicina se continuO par 72 horas. 

La observaci&l de las cosechas tratadas como se describe 
anteriormente demostr6: 

La cosecha 2 presentaba mayor cantidad de c{lulas muertas que la 
1, en cambio en la cosecha 4 se volvi6 a encontrar un alto ndmern 
de c{lulas de aspecto viable. 

La cosecha No 11 fue la primera con una turbidez considerable, 
el pellet obtenido luego de su tratamiento se resuspendi6 en 
medic de cultivo y se incub6 a 37•c por 24 horas. Pudo 
comprobarse una contaminaci&l por bacterias en esta cosecha. 

Las cosechas ~guientes presentaban todas una ligera turoidez. / 
En el pellet obtenido a partir de la cosecha 15 se observO gran 

cantidad de c{lulas no viables y bacterias. 

--
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TABLA 1 

TIEMPO BM BF BC TC pH R CG 
Cdias> <ml /hr> Cml/hr) <ml/min> Cmin> Cmg/hr> 

0 20 0 100 0 7.3 28 
1 20 0 100 0 7.4 28 61 
2 20 0 100 0 7.5 20 40 
3 20 0 100 0 7.5 19 46 
4 30 0 100 0 7.5 19 83 
5 30 1 100 I) 7.4 19 72 
6 30 1 100 0 7.5 19 67 
7 150 3 200 720 7.5 19 72 
8 200 2 400 720 7.5 ·?~ 64 

__ _, 
I 

9 200 2 300 720 7.4 28 70 
10 200 2 ~00 300 7.5 2B- 60 
11 200 2 300 300 7.3 28 250 
12 200 4 400 300 7.3 28 108 
13 200 4 400 150 7.4 28 116 
14 250 4 400 150 7.4 28 99 
15 250 4 . 400 100 7.4 28 64 
16 250 4 400 100 7.5 28 136 
17 300 4 400 60 7.3 28 87 
18 300 4 400 60 7.4 28 106 
19 300 6 400 60 7.5 '28 119 
20 350 6 400 60 7.4 2~. .82 
21 400 6 500 12 7.3 28 240 
22 400 6 - 500 12 7.4 28 ;60 
,.,~ 
~-J 400 6 500 12 7.4 28 320 
24 400 6 500 12 7.4 28 600 
25 400 6 500 12 28 420 
26 •100 8 500 12 7.3 28 
27 400 8 500 12 7.3 ~ 28 440 
28 400 8 500 12 7.3 28 240 
29 400 8 500 12 7.3 28 201) 
30 400 8 500 12 7.4 28 240 
31 400 3 500 12 7.2 28 280 
32 400. 3 500 12 7 ~ . ._, 2a 300 ..,..,. 
.~._, 400 3 500 12 7.3 28 190 
34 400 3 500 12 7.3 28 120 
35 400 3 500 12 7.3 28 270 
36 400 3 500 12 7.3 28 100 
37 400 3 500 12 7.3 28 150 
38 400. 3 500 12 7.3 28 150 
39 400 3 500 12 28 
40 Fin del Proceso 

BM: bomb a de medic CT: tiempo de ciclaje 
BC: bomb a de circulac:i6n R: nivel de rot.imetro 
BF: bomb a de factor CG: con sumo de glucosa 
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Tiempo 
<di as> 

8 
10 
12 
14 
16 
19 
20 
22 
24 
26 
27 
28 
29 
30 

35 
37 
39 
40 

<*> 
haberse 
debiO a 
que las 
filtros. 
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TABLA 2 

cosecha No Volumen Co."lcentr ac i 6n lgs 
<ml > < *) <Ilg/ml> 

1 100 235 
2 200 60 
3 200 100 
4 200 52 
5 200 42 
6 250 73 
7 100 41 
8 400 63 
9 400 120 

10 400 ""!'""!' -·-..J 
11 200 38 
12 200 
13 200 41 
14 180 57 
15 180 100 
16 200 74 
17 200 98 
18 500 45 
19 150 40 

' En algunas cosechas el volumen excede al que deberia 
cosechado ,de acuerdo a la velocidad en la BF, 'E!sto se 
que se mantuvo parc1almente la misma en valores mayores 

indicados en la Tabla 1 en general luego del camtri.e' de 

I 
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35 
38 
40 
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TABLA 3 

Operac:iones y Observac:iones realizadas 
durante el proc:eso 

Taponamiento de filtro de medic EEC.­
Taponamiento de filtro de medic EiC 
Adic:i6n 3 'l. HECS a medic EEC. 

-- __ , 

Adici6n Kanamic:ina y duplic:aci6n [pen-estrJ 
al medic EiC. 
Idem anterior. 
Idem anterior. 
Adici6n 3 'l. HECS a medic EEC. 
FormaciOn c:ristales en c:one:<i6n de entrada al 
EEC del c:artuc:ho. Taponamiento de filtro de / 

media EEC. 
Adici6n 3 i. HECS a media EEC. 
ld~m anterior. 
FormaciOn cristales idem d{a 26. 
Descone:-:i6n del biorreac:tor. 

' ,/ 
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D> PURIFICACION Y CONTROL DEL ANTICUERPO MONOCLONAL OBTENIDO 

I> TCcnicas usadas en el control del anticuerpo 
OKT3: 

* Determinacifn de concentraci6n de prote{nas totales por Lowry. * Determinacifn de concentraci6n de Igs murinas por ELISA. * Determinacifn del nivel de pureza par SOS-PAGE y densitometr{a. * DeterminaciOn de especificidad por IFI. * Determinacifn de presencia de ~cidos nucleicos por 
electroforesis en gel de agarosa. 

* DeterminaciOn de concentraci6n de Prote{na A <ELISA>. 

* It=I 

Como c{lulas CD3+ se utilizaron ya sea linfocitos humanos 
perif{ricos separados de sangre fresca par gradiente de Ficoll 
<Pharmacia>, ya sea l{neas celulares T CMolt-4, Jurkat, 
provenientes del Centro de Investigaciones Biol6gicas). 

La t{cnica se realiz6. en microplacas de 96 pocillos. Se incub6 
por 30 minutos a 4•c, SO ~l/pocillo de las muestras a ensayar con 
500.000 c{lulas/pocillo. Luego de lavar 3 veces con PBS-BSA 0.1 % 
se incub6 par 30 minutos a 4•c, con 50 ~l/pocillo de una diluci6n 
adecuada de anti-lg rat6n conjugada a f luoresce{na. S,.e determin6 
% de c {l ul as fl uorescentes en cad a muestra. En cada\~;isayo se 
introdujo un control positive, un control negative y un blanco. 

* DeterminaciOn de concentraci6n de Prote{na A ' ~' 

Considerando que la Prote{na A puede ser un contaminante 
importante en las eluate~ obtenidos luego de la cromatografia se 
realiz6 una determinaci6n de la misma por ELISA. ~ara ello se 
sigui6 el mismo esquema que para determinaci6n de Igs murinas con 
algunas modificaciones. Se sensibiliz6 con ant~cuerpos anti­
Prote{na A obtenidos en carnero, y se revel6 con los mismos 
anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina. Se utiliz6 una 
soluciOn de Prote{na A de concentraci6n conocida come est~ndar. 

II> Pracedimiento 

Los anticuerpos monoclonales OKT3 se purificaron a partir de 
sobrenadantes de cutivo estacionario y de cosechas de 
biorreactor. Los-sobrenadantes se utilizaron para ensayar las 

condiciones de purificaci6n y control del monoclonal obtenido. 
Para ello se partiO de sobrenadante de un cultivo estacionario 
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de 48 horas CV= 1000 ml> el c:ual se precitpito con sulfate de 
amonio <SOI.>. Luego de dejar estacionado ~or 2 horas a 4•c, el 
precipitado fue centrifugado a 6500 rpm, 4•c durante 20 minutes. 
Pesteriermente se lav6 2 veces con sulfate de amenie 50/. y se 
centrifug6 en las mismas condic:iones. El precipitade se diselvi6 
en 200 ml de PBS, se centrifugO a 6500 rpm, 4•c durante 20 
minutes y se realiz6 una gel filtrac:i6n per Sephadex G-25 
<Pharmacia>, para eliminar el sulfate de amonie usando Tris 20 
mM/ NaCl 150 mM pH 7.5 come tamp6n de corrida. El eluate se 
concentr6 por ultrafiltraci6n hasta un velumen final de 50 ml. 
Pesteriermente, a 20 ml de eluate c:oncentrade se le realiz6 una 
crematografia de afinidad en Preteina A-Sepharese <Pharmacia>, 
adserbiendo la muestra en tamp6n glicina 1.5 M/ NaCl 3 M pH 8.6, 
eluyendo consecutivamente con los siguientes tampones citrate a 
pH: 6; 5; 4 y 3. Se obtuvieron picos de eluci6n a pH 6, 5 y 3. 
A cada uno de los eluates se les determin6 c:enc:entrac:i6n Igs, 

I pureza y especificidad. 

Los resultados mostraron que la mayor c:antidad cJe !gs se 
recuperaban en el eluate a pH 5, donde adem~s se enc:entraba la 
actividad especifica. No se observ6 bandas de contaminantes 
importantes en esta fracc:i6n. 
Consecuentemente el ~{todo selec:c:ionado para la purificaci6n del 

anticuerpo monoclonal a partir de las·cosechas de biorreactor 
sigui6 el esquema: 

A> Crematografia de Afinidad en Proteina-A<*> 

'-\, 
a- Filtr.'aciOn de cosec:has per membrana 0.22 '1, diluci6n 

al medic con tamp6n glie-ina 1.5 M/NaCl 3 M, pH 8.6 Ctamp6n 1>. o 
' ../ . PBS pH 7.4. 

b- Lavado de la c:olumna de Prote{na-A Sepharose con 
tamp6n citrate pH 3. 

c:- NeutralizaciOn de la c:olumna ~or. tamp6n 1. 
d- Aplic:aciOn de la muestra (90/. de la capa~idad de la 

columna>. 
e- Lavada de non-bound con tampOn 1, o PBS. 
f- Eluci6n con tamp6n citrate pH 6. 
g- EluciOn con tamp6n citrate pH 5. 
h- Retamar en paso b. 

<*> Se utiliz6 Proteina A producida en Cuba. 

Como m<todo de disminuir la adsorci6n de IgG bovina del ST a la 
Proteina-A, se us6 en las 6ltimas purificaciones PBS pH 7.4 c:omo 
tamp6n de acoplamiento <o>. 

Los eluates a pH 5 y b fueron neutralizado~ c:qn Tris. Se les 
control6 pureza~ CiosJ, proteinas tota!es y especificidad. 
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B> Gel Filtraci6n por 6-25 

Este paso se realiz6 
eluates obtenidos a pH 
come tamp6n de corrida. 

para cambio de 
5, usando Tris 

C> Concentraci6n 

soluci6n tamp6n 
20 mM/NaCl 150 

en los 
mM, pH 7 

Todos las eluates obtenidos a pH 5 se concentraron por 
ultrafiltraci6n y se congelaron a - 2o•c. Se filtr6 por membrana 
de pore 0.22 ~ y se liofiliz6. P~rte de este pool C8KT3 PE> se 
utiliz6 para las etapas que se describen a continuaci6n. 

D> Intercambio 16nico en DEAE-52 

Se realiz6 este intercambio con el fin de eliminar algunas 
prote{nas que se encontr aban contami nan do el product a f i .1al 
obtenido en C COKT3 PE>. Se sigui6 el esquema: 

tampOn de acoplamiento: Tris 20 mM, pH 8.5 
aplicaciOn de la ~uestra dilu{da en tamp6n de acoplamiento 
hasta presentar una conductividad similar al tampOn de 
acoplamiento. 
eluci6n con Tris 20·mM/ NaCl 60 mM. 
eluciln con Tris 20 mM/ NaCl 100 mM. 

- elucim con Tris 20 mM/ NaCl 500 mM. 
regeneraci6n de la matriz con Tris 20 mM. 

... 
A los eluates 

(!gsJ, pureza, 

... 
se les determin6 concentraci6n total de prote{nas, 
presencia de DNA. 

' ./ 
E> !ntercambio 16nico en DEAE-Sephacel 

Se realiz6 este intercambio con el objetivo de eliminar las 
contaminantes que no pudieron ser eliminados en el paso anterior. 

Se sigui6 el esquema: ~ 

tamp6n de acoplam'iento: Tris 20 mM, pH 8.5 
- aplicaci6n del eluate NaCl 60 mM del paso C, dilu{do en 

tamp6n de acoplamiento hasta presentar una conductividad 
similar al mismo. 

- eluci6n con Tris 20 mM/NaCl 60 mM. 
- eluci6n con Tris 20 mM/NaCl 100 mM. 
- eluci6n con Tris 20 mM/NaCl 500 mM. 
- regeneraci6n de la matriz con Tris 20 mM. 

F> Gel Filtraci6n en Sephacryl-300 <Pharmacia) 

Debido a que el % de pureza de la fracciOn 1 obenida luego del 
intercambio iOnico con DEAE-52 y del OKT3 PE eran similares se 
us6 parte de este dl~imo sin liofilizar para ensayar otro paso de 
purificaci6n que pudiera eliminar los contaminantes. Para ello.se 

realiz6 una gel filtraci6n en Sephacryl-300 usando Tris 20 mM pH 

'· 
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8.5 come tampt5n de c:orrida. 

III> RESlLTADDS 

La Figura 2 muestra el esquema de purif ic:ac:it5n seguido y en la 
Figura 3 se muestran las resultados obtenidos en el primer paso 
<cromatograf{a de afinidad en prnte{na A>. Como puede observarse 
alga de anticuerpos detectables por ELISA eran elu{dos a pH 6. 

Cabe se:alar que para las cromatograf{as hechas con PBS pH 7.4 
coma tampt5n de ac:oplamiento se obtuvo un eluate a pH 6 mucho 
menor, que para aquellas en la~ que se uso tamp6n pH 8.6.-

La Figura 5 muestra la densitometr{a obtenida luego de 
electroforesis SOS-PAGE para el OKT3 PE previo a su 
liofilizac:iOn. Como puede observarse aun se enr .. :mtraban bandas de / 
contaminantes CalbOmina, transferrina, prote{na A> que segdn el 
den~itograma constitulan el 33 'l. de la muestra total. A esta 
misma muestra se le determin6 contenido en Protefna A 
obteni{ndose un valor de 25 ng/ml. 

E! ensayo de IFI mostrO para todos los eluates obt?nidos a pH 5 
(en todas las cromatografias reali~adas>, queen esta fracc:iOn se 
conc:entraba la mayor espec:ificidad Cm~s de 85 I. de :as cOL1las 
eran reconocidas por dicha fracciOn>. El patr6n de fluorescenc:ia 
obtenido se caracterizO coma puntos en los "hordes" de la c{lula, 
distribu{dos no uniformemente en todo el per{metro. Es~e patr6n 
fue similar al obtenido con el antic:uerpo monoclonal"·.a[lti-CD3 
IOR-T3 Cproduc:ido por el INOR>. 

Los resultacos obtenidos luego del intercambio i6nico en DEHE:'~52 
se muestran en la Figura 4 y las densitogramas de cada eluate en 
las Figuras 6, 7, 8 y 9. Puede comprobarse que una cantidad 
importante de gamasglobulinas "no murinas" Cno revelahles por 
ELISA> fueron el uldas con NaCl 100 y 500 mM. ~ 

La determinacit5n de presencia de ~c:ido nuc:leico se realiz6 a 
las tres eluates obtenidos del intercambio i6nico, a la cosec:ha 
17 y al OKT3 PE. Los resultados mostraron presencia de ~ido 
nucleico en todas las muestras excepto el eluate de interc:ambi~ 
i6nico obtenido con NaCl oO mM. 

El intercambio i6nico en DEAE Sephacel no result6 adecuado para 
separar las prote{nas contaminantes. 

La gel filtracit5n en Sephacryl-300 permiti6 eliminar las 
protelna~ contaminantes, obteniendo una f.uiica fraccidn que per 
electroforesis y posterior densitometrla presentO un~ pureza de 

• 
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100 i. <Figura 10 y 11>. 

A continuaciOn se resumen los resultados de i. pureza obtenidos 
en cada paso de purif icaciOn, para la fracci6n OKT3 PE, las 
fracciones obtenidas del intercambio i6nico con DEAE-52 y la 
fracci{n obtenida en gel filtraci6n con Sephacryl-S-300 high re­
solution. 

FracciOn I. CCP+CL) 'l. c PT Cmg/ml> 

OKT3 PE 85 
NB 24 
F 1 81 
F 2 51 
F 3 63 

Sephacryl 100 

CP: Cadena Pesada 
CL: Cadena Liviana 

15 8.7 
76 0.1 
19 0.4 
49 0.1 
37 o. 1 

0 2.7 

C: Contaminantes 
PT: Protefnas Totales 

De la tabla anterior se puede resumir lo siguiente: 
. 

- mg anticuerpo obtenido en las cosechas: 290 mg 

- mg de anticuerpo OKT3 liofilizado: 297 mg/ pureza 85 'l. 

'· mg de anticuerpo luego de gel filtraci6n: 32 mg/puret.;.;: 100 'l.. 

- Rendimiento en purificae-i6n: apro:~imadamente 100 'l.. 
.... ./ 
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DISCUSION 

I- Partes A,B y C 

Considerando el objetivo de esta et~1a del Proyecto la 
inoculaci6n del anticuerpo monoclonal en an:~ales 5~ realiz6 con 
el fin de analizar la producci6n en ascitis y compararla con la 
del biorreactor. Una vez que el primer protocolo de inoculaci6n 
no dio resultados posit~vos se ensayaron consecutivamente las 
otros dos descritos en la parte experimental. El hecho de haber 
obtenido un 07. de prendimiento de ascitis, sin observar tampoco 
el desarrollo de tumor sOlido en las animales podr{a explicarse 
par una p{rdida en la clonalidad en la l{nea o par el uso de un 
protocolo de inoculacifn inadecuado. Ambas hip6tesis deber{an ser 
estudiadas, la primera realizando un clonado de la linea 
determinando si la poblacifn aun contin6a siendo cerrada y la 
segunda utilizando otras condiciones en el protocol:-0 de 1 

producci6n de ascitis <EJ: otros irritantes, usar animales 
suprimidos, etc.>. 

El cultivo del h{brido en suspensi6n se caracteriz6 par una muy 
baja viabilidad. Como primeramente se realiz6 un cultivo en 
frasco spinner y se obtuvo <48 h post-siembra> un descenso 
significativo en la viabilidad <resultado reproducido en dos 
experimentos independientes>, se supuso que la agitaci6n podrfa 
consti~uir un factor negative para el cultivo. Par esta raz6n se 
precedi6 a realizar un encapsulamiento de las c{lulas en 
alginate, esperando que el micreambiente de las pe"-las de 
alginate pretegiera a las c{lulas de la agitaci6n. Debido''•a que 
en este sistema tambi{n se p~eduje un descense en la viabilidad y 
que {ste podrfa deberse a alguna acciOn citot6xica del alginat0, 
no puede asegurarse cu~l <o cu~les> pudieron hab~r side las 
factores responsables de la muerte celular. Mediante el agregado 
de perlas de alginate a un cultivo estAtico podr{a cemprnbarse si 
{ste pudiera ser citot6xico. Los resultados de disminuci6n en la 
producciOn de Igs y en el consume de glucosa para el primer 
cultivo son cencordantes con la progresiva muerte celular. Sin 
embargo, en el cultivo con alginate este descenso no es marcado, 
suponi{ndose que tanto las Igs producidas come el censumo_de 
glucos~ eran mantenidos por las c<lulAS que e~capaban de las 
perlas y que se encontraban diariamente libres en el media. 

Ambos sistemas fueron descartados come forma de preparar el 
in6culo para el biorreacter, ya que con ninguno de ellos fue 
posible la ebtenciOn del ndmero de c{lulas necesarias y con la 
viabilidad requerida. Por ello se seleccion6 el cultivo 
estacionario para la preparaci6n del 1n6culo, para el cual se 
hab{a determinado que las c{lulas se encontraban P.n fase de 
crecimiento exponencial y con alta viabilidad, si se manten{an a 
una concentraci6n entre 200.000-300.000 C/ml. 

Los resultados de la curva metab6lica muestran que cuando en el 
medic se alcanza una concentraci6n de glucosa remanente de 1.5 
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mg/ml y un pH de 6.9, las c{lul~s se encuentran en fase de 
producciOn. Estos valor~s de pH y glucosa debian ser manejados en 
el cultivo en biorreactor para seleccionar la fase de pro~ucciOn 
una vez superada la de crecimiento. 

El proceso en biorreactor tuvo come aspecto no esperado el 
mantenimiento del pH sin necesidad de variar el nivel del 
rot~etro y un CG que se mantuvo en bajos niveles durante el 
mismo, aun cuando el sistema se encontraba contaminado. 

La detencifrl en el crecimiento observada alrededor rjel d{a 7 
acompa:ada de la estabilizaci6n en CG, indicaban que una alta 
proporcifn de c{lulas hab{an muerto. Los factores que llevaron a 
estc muerte celular sin duda fueron la baja velocidad de la bomba 
de circu1 aci6n <insuficier.te suministro de ox{geno> y la baja 
velocidad de la bomba de media, ya que, si bien las n!veles de 
glucosa se encontraban por encima de los recomendados, la 
eliminaciOn de metabolitos pudo no haber sido suficiente. A esto 
debe sumarse el hecho que los dias 6 y 7 se produjo un 
taponamiento de las filtros de media EC e IC, respectivamente, 
dejando al sistema sin circulaciOn de media por un lapse de 
varias horas. 

No pudo lograrse la recuperaci6n del cultivo en ningdn momenta a 
lo largo del proceso, aun cuando al agregar HECS al EC se pudo 
observar un leve aumento en el CG. Este hecho permitiria suponer 
que el agregado de HECS desde el comienzo del proceso podria ser 

" beneficioso, aunque no se hallon observado diferencia~ en el 
crecimiento con y si.n HECS en cultivo estatico. '• 

Durante el proceso Cd{a 26 y 38> se observO la oclusidn de ia 
conexiOn de ~ntracia de media al EEC por la formaci6n de cristales 
cuyo origen no p;.ido explicarse y cuya formaci6n no estaba 
directamente asociada a la •dici6n de HECS al media EC. . 

Aunque la contaminaci~i se mantuvo controlada hasta ei fin del 
proceso, probablemente par la adici6n de V.anamicina y la 
duplicaciOn de la concentracidn de penicilina/estreptomicina en 
el media IC, pudo tener una acci6n retardadora en la recuperaci6n 
de las c{lulas. El mantenimiento en el CG y la estabilidad del pH 
fueron un indicio del control de la contaminaci6n. Estes 
par~etros tambi{n indicaron junta con la disminucidn en la (lgsJ 
en las cosechas la imposibilidad de recuperaci6n de las c{lulas. 

Con los resultados obtenidos con este hibridoma puede 
recomendarse que tanto la bomba de media coma la de circulaciOn 
deben fijarse en valores mAs altos desde el comienzo del proceso, 
aun cuando se sobrepase el nivel de glucosa requerido. Tambi{n 
serfa conveniente re•lizar un control del nivel de metaboli:-tos 
C~ido 14ctico> y del suministro de ox{geno. La circulacidn de 
factor antes del dfa 5 tambi{n podrfa ser beneficiosa para 
introducir el cultivo en fase de crecimiento. 
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II- Parte D 

La cromatograf{a de afinidad en Protefna-A permitiO alcanzar un 
nivel de pureza de solamente 85 i. <Figura S>, de todas formas, 
debe considerarse que aunque en este case particular el 
anticuerpo a purificar no constitufa la prote{na mayoritaria en 
las cosechas el grado de purificacifin que se obtuvo fue 
significativo, por lo que se justificaria incluir este paso como 
el prime.-o en el esquema de purificaci&l. Este porcentaje 
podria, no obstante m~jor2rse con un lavado m~s prolongado de la 
columna entre la elucifin con pH 6 y pH 5. El uso de PBS pH 7.4 
tambi{n evitarfa la uniln de la IgG del ST a la Protefna-A, par 
lo que serfa aconsejable, en este caso particular en que el 
monoclonal es de subclase Ig62a, utilizar come tampfin de 
acoplamiento PBS pH 7.4. ~ 
El contenido en Protelna-A en la muestra OKT3 luego de la 

cromatograf{a ser~ importante en funci6n del ur,o del anticuerpo, 
se ha demostrado que la gel filtraci6n permitiria su eliminaci6n 
lo cual no descarta el posible uso de otros m{todos mAs 
ventajosos. 

Como se ha dicho anteriormente se -intent6 eliminar las 
contaminantes con intercambio i6nico en DEAE-52. Los resultados 
que se ven en la Figura 4 muestran que gamasglobuli~as no 
revelables en el ELISA utilizado <"no murinas"> eran eliminadas 
del pool de anticuerpos a purificar, ya que elulan con~aCl 100 
y 500 mM. De tod~s formas puede observarse que aun r'estaban 
proteinas contaminantes en el· eluate NaCl 60 mM, seg6n .nuestra el 
densitograma obtenido de esta fraccifin. La Figura 7 muestra,qtie 
no hubo aumento de pureza luego del intercambio en esta matriz. 
Sin embargo si puede decirse que {sta funcionar{a adecuadamente 
para eliminar el ADN contaminante, ya que el mismb fue eluido a 
concentraciones de NaCl mayores de 60 mM. 

El intercambio i&lico en DEAE-Sephacel no deber{a incluirse ya 
q~e no mejora la pureza del producto final. 

En cuanto a la gel filtracifin en Sephacryl-300, debe observarse 
que el nivel de pureza alcanzado es satisfactorio. Sin embargo 
debe tenerse en cuenta que ' se pierden en este paso 
aproximadamente 10 % de anticuerpos. La elecciOn de este paso en 
la purificaciOn depender& del balance entre pureza que debe 
presentar el anticuerpo y rendimiento requerido para el proceso. 

Es importante haclfr" notar que si bien la gel filtraci6rl podr{a 
constituir un m<todo ideal para alcanzar una pureza 
suficientemente alta, presentar{a series inconvenientes a la hora 
del escalado en la producci&l. Dichos problemas no se presentaron 
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en esta purificacifn ya que se trabaj6 con cantidades totales de 
protefnas del orden de mgs. Cabe notar que la gel filtraci6n 
realizada a 40 mg de proteinas consumi6 apro:-:imadamente 18 horas, 
a este tiempo debe sum~sele el tiempo utilizado en la 
concentracifn del eluate (factor de diluci6n de 60) 5 horas. De 
todas formas y de acuerdo con los resultados la gel filtracifn 
debe tenerse como una herramienta posible para alc:anzar un 
elevado grado de pureza al final del proceso de purificacifn 
cuando otros m{todos no ser{an 6tiles. 

Debe considerarse que en el c~lc:ulo de rf ndimiento de 
purificacifn se compard Cigsl murinas determinadas por ELISA en 
las cosechas determinadas por ELISA con c:antidad total de 
prute{nas en el producto final purificado determinadas por Lowry 
<corrigiendo por el X de pureza del anticuerpo obtenido por 
densitometrfa>, siendo que ambos m{todos de determinacifn de 
prote{nas no son enteramente comparables, el rendimiento 
calculado representa solamente un valor apro:-:imado. 

De ac:uerdo a estos resultados el esquema de purificaci6n que 
puede plantearse para este ~nticuerpo monoclonal ser{a: 

a- Cromatografia de Afinidad en Protei~a-A 
Controles: Proteinas totales 

Actividad 
Igs totales 
Pureza 
Aci.dos nuc:leicos 

b- Intercambio ifnico en DEAE-52 
Controles: idem a 

c- Gel filtraci6n en Sephac:ryl-300 
Controles: idem a 

. 

... 
l 

Un esquema come este implicar{a una p{rdida de anticuerpos del 
10 %, la mayor{a en el paso de gel filtraci6n, per lo que se 
obtendr{a aproximadamente un 90 % de rendimiento con 100 7. de 
pureza. 

No debe obviarse que estos pases deberfan ser optimizados para 
este monoclonal con el fin de analizar la posibilidad de eliminar 
alguno de ellos sin afectar rendimiento y pureza obtenidos. 

-· 
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CO«:U.JSIONES 

No obstante la imposibilidad de obtener una producci6n de 
anticuerpo monoclonal acorde a la escala que permite el cultivo 
en biorreactor de fibra hueca, este no debe descartarse para tal 
fin. Debe considerarse que el r~ido crecimiento observado 
durante la primera semana y e.l aspecto de las c<lulas que se 
extrajeron del EEC, as{ come la [lgs) de la primera cosecha, 
estarfan sugiriendo que el cultivo en biorreactor constituye un 
sistema adecuado para la producci6n masiva del anticuerpo 
monoclonal secretado por el hibridoma OKT3. Deben, sin embargo, 
determinarse las condiciones de cultivo para este hibridoma que 
permitan controlar adecuadamente el proceso y alcanzar la fase de 
crecimiento para mantener a las c{lulas posteriormente en fase de 1 

producci6n. 

En cuanto a la purificaci6n pudo establecerse un esquema 
tentative de purificaci6n que rendir{a un antic:uerpo de alta 
pureza <100 /.) y con buen rendimiento C90 7.). Deber{a, sin 
embargo, realizarse un control m~s estric:to al producto final en 
funci6n del uso del OKT3, a~{ coma tambi{n inc:luir un sistema de 
cuantificaci6n del mismo <ELISA celular>. 

Considero particularmente que este entrenamiento ha cumplido las 
objetivos propuestos permiti{ndome la asimilaci6n de los as~ctos 
b~sicos concernientes ~la producci6n masiva y purificaci6h..de 
anticuerpos monoclonales, conti!ndo con el e}:celente equipamiento 
y pers<.Jnal capacitado que ofrece el CIGB. , / 
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FIGURA 3 

Cromatograf{a en Prote{na-A Sepharose. La tabla muestra 
concentraci6n de protefnas totales <PT> en mg/ml, 
concentraci6n de Igs <CAcJ> en ~/ml y actividad 
especffica, para el non-bound <NB>, y las fracciones 1 
CF 1>, 2 <F 2> y 3 CF 3>. 
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Gel flltraolOn en Sephacryl-SOO. 

; 
. . ..,. 

\ 

1 . . 
•. i t ! 

~ 

... 

I 

t 

t 
\ 

t 

'\. 
' ,/ 

> i 
, 

r 



I . 
i 
I 
I 

l -· 
-1.·: 
c 

:~ 

--

64 :la 

---... ,-• (,.------------· ---------

l 

l 
/ 

/ 
. ,· 

' I 
l 

•' ...... ...-· _ .... --

DSN= SEF'ACRYL. ADJ NofEs: - n 
Fl:NEW F2:REU* F~:JNT* F4:MW F'S: Rf F6:ZUM F?:SAU F'B:DIRE F9:DO F19:QUIT 

~ ' 

/ 
I 
\,,. .. 

. ... 

J I 'H\•• 

.. 
·:,. 

">f 
r. 
'· 

I ·~ 

.. ..i 
.. , 

··~ /," 

t;~ 



Anen ill. 

CARACTERIZACIOH DE Ull AMTICUERPO MOllOCLOllAL CONTRA ECHINOCOCCUS 
GRAHULOSUS:RELBVAHCIA DEL RKCOHOCIMIEllTO DB EPITOPES GLUCIDICOS 

Marina Miguez,Alba Bentancor ~ Alberto Nieto 
c•tedra de Inmunologla,Pacultad de Qulaica, Inst. de Higiene 

Alfredo Navarro 3051 
11600 Montevideo-Urug~ay 

RESUHIN 

Sonicado de protoescolex (PBS) de I.a_ granulosus se fracciona por 

cromatografla de aflnldad con Con-A Sepharosa analiz•ndose la reacc16n 

de 9 AcHo (dirigldos contra ese Ag) con la fracc16n con-A reactiva y 

no reactiva por ELISA.Tambi6n se ensayaron por ELISA estos ~cHo 

utilizando el Ag tanto tratado con endoglicosidasa F (ENDO-F) como 

oxldado con peryodato.Se caracterlz6 un AcHo (A8G2) dlrigido contra Ag 

de superf icie de PE.Es de clase IgH exhibiendo en isoelectroenfoque 2 

bandas de pl 6,9 y 7.1.En Western Blott tanto contra PES como extracto 

con detergente HEGA-10 de proteina~ de superf lcle de PE reconoce 

subunidades entre 116 y 28 kDa y en el segundo caso entre 99 y 21 

kDa. La Inmunofluorescencla indirecta (IFI) revela un patr6n homogeneo 

en superf lcie de PE vlables.AcHo de otros laboratories CC.Munoz y 

SiracQsano) contra Ag de Llquido Hidatico (LH) y otro (Craig) contra 

oncosferas de !.&.. granulosus, fueron anallzados por ELISA usando las 

fracciones de Con-A Sepharosa y PES oxidado con peryodato.El 90 % de 

los Ac Ho anallzados muestran especif icldad para epltopes 

glucidicos. AcHos contra distintos Ags de ~ granulosus revelan la 

inmunodomlnancla de epltopes glucldlcos. Se ensay6 la capacidad de 

protec_ci6n pasiva en rat6n del AcHoA8G2 contra una infecci6n 

secundaria experimental. Los resultados no permiten concluir que 

existan nlveles slgnlf lcatlvos de protecci6n. 

INTRODUCCION 

I.a. qranulosus es un cestodo cuya larva causa la hidatidosis afectando 



· tanto al hombre como aniaales doa,stlcos,constituyendo una de las 

zoonosis mAs iaportantes en el aundo (HcHanus & Sayth,1986).En ~reas 

end~•icas 

constltuye 

importante 

(notablemente Uruguay) la infecci6n con este metaccstodo 

un gran proble11a para la salud p6bllca y es causa 

de p6rdidas econ6aicas (Schwabe 1986;Nieto,Ehrlich & 

HcHanus 1988). Inmunizacl6n protectiva contra la infecci6n primaria en 

ovinos por este par~ito,usando oncosferas de ~ granulosus es 

factible de acuerdo con Heath et al. 1981.Sin embargo no hay datos 

concluyentes sobre protecci6n contra infecci6n secundaria producida 

por sus PE (Heath 1986).Esta clase de infecci6n es muy frecuente en 

huaaanos por resiembra debida a accidentes quir6rg1cos.Por estas 

razones la b6squeda de un inm6nogeno protectivo para prevenir las 

infecciones secundarias debe llevarse a cabo.Oistintos Ag han sido 

probados en inmunoprofllaxis y 2 de ellos han demostrado ser 

eficientes : oncosferas enteras y sus productos de excreci6n-secreci6n 

(Heath 1981) ;sln embargo la poca disponibilidad de oncosferas y su 

alta patogenicidad dificultad el desarrollo de procedimientos de 

inmunizaci6n a gran escala. Han sido demostradas las reacciones 

cruzadas entre Ag de oncosferas y PE y por esta raz6n tambi~n es 

importante la caracterizaci6n de los Ag compartidos en busca de su 

actividad protectiva. 

Es claro que las estructuras glucldicas juegan un rol muy importantP 

en las 

parAsitos 

durante 

estrategias de supervivencia de trematodos y nematodes Los 

deben negociar su supervivencia en muy distintos entornos 

su ciclo de vida. En cada estadlo, los carbohidratos de 

superf icie o secretados parecen ser muy importante en la interacci6n 

del parcislto con su entorno. Sin embargo solo reclentemente se han 

comenzado estudios en carbohidratos de Schistosoma y Toxocara canis 

(R.H. Halzels et al 1987,D.W.Dunne 1990,A.J.G. Simpson 1990 ). 



·En nuestro laboratorio heaos comenzado a estudiar este problema en~ 

qranulosus para lo cual se obtuvleron 16 AcHo especlflcos contra Ag 

presentes en PE. Se estud16 la naturaleza qujmica de los epitopes que 

reconocen 9 de ellos, asl coao 3 provenientes de otros laboratorios. 

Se c~racteriz6 en profundidad uno de los 9 AcHo seleccionado por la 

establlidad y capacidad de sintesls de la clona correspondlente. 

Posteriormente se estudi6 la relevancia del epltope que ~l reconoce en 

relac16n a la lnmunldad del hu6sped, a trav~s de un experlmento de 

inaunizaci6n pasiva en rat6n. 

KATERIALES ~ HETODOS 

AN I HAI.ES 

Ratones Balb/c obteni~os originalmente de Charles River . Breeding 

Laboratories,Inc. (Wilmington, H.A., USA) y subsecuentemente crlados 

en la Facultad de Qulmica,Hontevideo,Uruguay,fueron usados para las 

i~munizaciones. 

ANTIGENOS 

Llguido Hidatico: Antigenos de 11quido hidAtico (LH) fueron obtenidos 

puncionando as6ptlcamente qulstes hldAtlcos ovinos recientemente 

extraldos y aspirando el liquido (conteniendo protoescoleces <PE> y 

fragmeutos de membrana). Los PE se dejaron sedlmentar de la suspeos16n 

durante 20 minutos a temperatura ambiente y el f luldo fue removido 

cu1dadosamente. Inmedlatamente se agregan EDTA y azlda de sodlo al LH 

hasta una concentrac16n de 5 mH y 0.02,, respectlvamente. 

Posteriormente el LH fue extenslvamente dtallzado contra agua 

destilada y congelado. 



Protoescolex : PE obtenidos de la forma antedicha fueron lavados con 

soluci6n de sales de Hanks: para separar los vlables de los no viables 

y restos de membrana. La vlabilidad fue evaluada con Tripan blue y por 

actlvldad de c•lulas flamlgeras. 

Sonicado ~ ~: PE viables se sonicaron en cuatro ciclos de lS 

segundos hasta observar al aicroscoplo desintegraci6n total. Se 

conserva a -20 oc. 

Extracto k.QD. detergente HEGA-10 : 70000 PE viables fueron lavados con 

pepsina 0.02S\ durante una hora, se lavaron con soluci6n de sales de 

Hanks y se dejaron decantar.Se agreg6 detergente HEGA-10 Cl\ en 

solucl6n de sales de Hanks),se agit6 durante dos horas a temperatura 

ambiente. La concentraci6n de protelnas se evalu6 por absorbancia a 

280 nm o por el metodo de Bradford. 

ISCOH ~ protelnas ~ suoerfiice ~ ~: fueron preparados de acuerdo a 

Morein et al. (1984). 

AdiQ. A§.Yl: Se utiliza~on ratones hembras Balb/c 1~ entre 12 y 24 

semanas de edad. Se administraron por vla lntraperitoneal 50 ug de 

A8G2/rat6n • horas prevlo a la 1nfecc16n intraperitoneal con 1000 o 

2000 PE seg6n el lote experimental utlllzado. Se hicleron extracciones 

de sang~e por vena caudal a los 7, 15, 28 y 46 dlas. Se sacrificaron 

todos los ratones (lncluldos los de control no tratados con A8G2) a 

los 180 dlas y &e contaron lo& qui&te& midiendo tambien au di6metro. 

INHUNIZACION 

Un rat6n Balb/c de 8 semanas de edad fue inmunlzado seg6n el sigulente 

protocolo : 

dia 0 y 30 - se inyectan intraperitonealmente 2000 PE muertos por 
congelado-descongelado en PBS 



dla 60 y 64 se inyecta intraperitonealmente 200 u9 PES en 

Adyuvante Completo de Freund (ACF) (l:l;v/v). 

PRODUCCION DB. HI8RIDQHAS 

C'lulas de mieloma NSO se fusionaron con las c•lulas del bazo del 
• 

rat6n inmunizado,11ezclando allbas poblaciones celulares en un tubo de 

SO ml usando una relaci6n 2:1.Se centrifuq6 10 minutos a 4009 y se 

descart6 el sobrenadante.Al pellet se le aladi6 PEG 1500 50' p/v. Se 

resuspendi6 el pellet en 96 ml de HAT-20' FCS y se distribuy6 en 

placas de 24 pozos.Se mantuvieron en HAT aproximadamente l semana 

sustituyendo el 50' del medio cada 2 o J dlas. Posteriormente las 

clonas sobrevivientes se pasaron a RPHI - 10' FCS y fueron clonadas 

por diluci6n llmite en placas de 96 pozos. 

PRODUCCION ~ A$CITIS 

Se utilizaron ratones Balb\c para obtener ascitis de acuerdo a 

Brodeur,Tsanq y Larose (1984). 

CABACTERIZACION 

* ENZIHE LINKED IHHUNOSORBENT ASSAY ( ELISA ) 

Se ens~yaron los sobrenadantes de cultivo de los hib.rldomas por ELISA 

contra distlntos Aqs. 

Placas de 96 pozos (NUHC,Denmark) fueron sensibilizadas con 100 

ul/pozo de una soluc16n : a)lS uq/ml de PES en PBS ,b)25 uq/ml de LH 

en PBS,c)20 uq/ml de extracto HEGA-10 y d) 10 uq/ml de sobrenadante de 

PE con 10 dlas de cultivo en RPHI-FCS 10,. Se usaron condiclones de 

saturaci6n de la superficie de las placaa de ELISA (Huloz ~t al. 1986) 

y se incubaron toda la noche a temperatura ambiente.Lueqo de descartar 

los sobrenadantes se aqreq6 200 ul/pozo de BSA l' en PBS e 1ncub6 1 

hora a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 3 veces con 200 



ul/pozo de PBS-0.05\ Tveen 20 y una vez con PBS. Diluciones seriadas 

·de los sobrenadantes de cultlvo en 0.05' Tween 20 y 1\ BSA en PBS 

(PBS-T-BSA) fueron seabradas (lOOul/pozo) e incubadas 3 horas a 

temperatura amblente. Lue90 de lavadas l~s placas, una dilucl6n 

apropiada de anti-lnaunoglobulinas de rat6n obtenldas de oveja y 

conjuqadas a Peroxldasa (Siqaa,St. Louis) dlluldas en PBS-T-BSA fue 

selllbrada a raz6n de lOOul/pozo e incubada toda la noche a 4 oc. 

Despu6s de descartar los sobrenadantes, las placas fueron lavadas y se 

agreg6 200 ul/pozo de soluci6n de sustrato HBTH-DHAB (Ngo & Lenhoff 

1980); y se agitaron durante 20 minutos a teaperatura ambiente.La 

reacci6n enzimAtica se detuvo por adicion de 50ul/pozo de solucl6n 2H 

de acido sulf6rico,y la densidad 6ptica a 600 nm fue medida en un 

lector Titertek Multiskan Plus (Flow Labotatorles,Helslnki,Finland) 

*INHUNOBLOTTING 

La especif icidad de los AcHo fue estudiada por blott realizandose la 

electroforesis en presencia de mercaptoetanol se96n metodo de Laemli 

(1970), utilizandose como Ag PES,extracto Hega-10 e Iscom.Para la 

transferencia a nitrocelulosa se utiliz6 el 2117-250 Novablot 

Electrophoretic Transfer Kit LKB , las condiciones fueron 250 mA 

durante 45'. 

Posteriormente la membrana fu6 bloqueada toda la noche en PBS-1' BSA e 

incubada con sobrenadante de cultlvo de AcHo A8G2 toda la noche en 

heladera.~e agreg6 conjugado a fosfatasa alcalina anti-IgH de rat6n 

hecho en cabra.Se incub6 2hs a temperatura amLlente y se revel6 con el 

sustrato BCIP-NBT. 

*ISOEL!CTROENFOQUE 

Se hizo un gel de agarosa conteniendo sorbitol sobre gel-bond 

(Schleider and Schuell) usando anfolltos de ampllo ranqo CPharmalyte 



3-10). El aparato usado fu' el flat-bed LKB con circulaci6n de agua 

para refr1gerac16n. Se preenfoc6 durante 20',lueqo se detuvo la 

corrida y se sellbraron las auestras y los marcadores (sangre y mezcla 

de protelnas con pl conocido).Las muestras se aplicaron directamente 

sobre el gel o embebidas en papel de f iltro.El gel se puso luego en 

soluc16n fijadora (150al HeOH-57.Sg TCA-350 ml H20) toda la noche. Se 

puso en soluci6n equilibradora (300ml EtOH-lOOml HAc-600ml H20) y 

luego en solucion colorante (Comassie Sg-EtOh 450ml-HAc 100ml-450ml 

H20) por 1 hara.Se destileron en soluci6n de igual =omposici6n que la 

equilibradora y se secaron con aire frio. 

* INHUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

Se mezcl6 una suspensi6n de PE con sobrenadante de cultivo del AcHo 

(50 ul de PE t 200 ul muestra). Se incub6 60 minutos a 37 oc, lueqo 

se lav6 con PBS-T (2 veces) y se microfug6. Se agreg6 anti-lg de rat6n 

obtenida en cabra conjugada a fluorescelna (11100 en PBS ). Se 

incub6 l hora a 37C, se centrifug6, se lav6 2 veces con PBS-T y se 

observ6 con microscopio de fluorescencia. 

* OXIDACION SUA~ DE PES CON PERYODATO 

1-ELISA: a) Se s~ns1lblliz6 la placa como se descr1bi6 anteriormente; 

b) se realiz~ un tratamlento de distintos pocillos la misma placa con 

distintas concentracionee de Nal04 (0-20mH) en buffer acetato pH4.5 a 

temperatura ambiente por una hora; c) luego de un lavado con el mismo 

buffer, se 1ncub6 con HaBH4 50mH por 30' a temperatura amblente; d) 

luego de lavado con PBS-Tse sigu16 la t'cnica de ELISA habitual. 

2-WESTERN-BLOTT: Despues de la transferencia (2117250 Novablot 

Electrophoretic Transfer Kit LKB) a nitrocelulosa y el bloqueo,se 

cortaron tiras y se enjuagaron con buffer acetato y expusieron a 



distintas conce~raciones de NaI04 \0.1-20 mH) en buffer pH 4.5 una 

hora a temperatura amblente en la oscuridad. Las tlras control se 

lncubaron en el mismo buffer en la oscuridad. Se enjuagaron con buffer 

acetato y se expusieron a SO mH NaBH4 en PBS durante 30' a 23 oc. 

Luego se cont!nu6 el inmunoblott del modo convencional. 

*TRATAKIENTO DEL ANTIGENO CON ENDOGLICOSIDASA F 

Para deglicosidar glicoprotelnas se trataron 50 ug de PES calentandolo 

en 50 ul de buffer de solub111zaci6n (lOOmK Naff2P04~H20,50 mH EDTA,1% 

beta-mercaptoetanol,0.1' SDS, ~ompletar:a·lOOml con H20)2-5' a 95 oc. 
~ '· 

Se adiclon6 2-5 ul de endo-P (SIGMA) dlluldo 1/100. Lue go se agreg6 10 
-

ul de Triton X-100 e incub6 4 hs a 37 .oc. Se .bl20 luego un Western , 
·.-• 

Blott con Ag tratado con·!~ enzlma y sin tratarienf rentando ambos al 
.- ! ~~ 

sobrenadante de cul tivo de-ll8G2 ._·- -~ 
. ""!'"; • "!".: 

-- ~: ~ -
... .; 

RESULTAPOS · . ., :-:. ...... ... 

-. ~-·;f i,··-~ -· .... 

Se- obtuvieron 16 hibrldos:=:·~~peclflt:os "ontra .At·· presentes en PE seg6n 
,. -·~: 

. ~-~;;... . . . . --?~ ~ 

screening por ELIS4~Uno ae ·ell~~- fue d•:--clase IgG y el resto 

IgH. Se seleccion~-~.i~~~;::~~}~la~~~t·Ig~ ::·<ft···mayor tltulo (A8G2) 

para completar su caracterlzac16n. 

El A~~2 reconoce por Immunoblotting: a) subunidades entre 116 y 28 kDa 

en PES, b) subunidades entre 99 y 21 kDa en mol6culas de superf lcie de 

PE extraldas con HEGA-10 y c) una sola banda de 67 kDa en Iscom 

preparados a partlr del extracto HEGA-10 Cflgura l).En IEE se observa 

el caracterlstico patr6n de mlcroheterogeneidad con 2 bandas de pI 6.9 

y 7.1 confirmando su monoclonalldad (flqura 2). En los ensayos de IFI 

usando A8G2 y una suspens16n ~e PE viables se puede apreciar 

fluorescencla homoq~nea en superficie de los mlsmos (flgura 3 y 4).Por 

cromatoqraf la de af inidad con Con-A Sepharosa st= separ6 el sonicado d·e 



PE en una fracci6n reactiva y otra no reactiva. Se anallz6 por ELISA 

la reacci6n contra ambas fracciones de los 9 AcMo de mayor tltulo en 

el screening asl como taabi6n la reacci6n de los J provenlentes de 

otros laboratories (diriqidos contra LH y oncosferas). Se observ6 que 

11 (90\) de los AcMo analizados reaccionan con la fracci6n reactlva. 

Se ensay6 por ELISA la reactividad de ABG2 con distintos Ags: 1 - no 

se observa reacci6n cruzada con LH 2- no reacciona con sobrenadante 

de PE con 10 dias de cultivo,lo que signifi~a que no reconoce Ag de 

excreci6n-secrec16n_ preparado en esa:s condlel_ones 
·- -

3- reacciona con extracto Mega 10. se· ensay~~la reactividad de los 
.. 

AcKo por ELISA e ._lnmunoblottin9 contra PES tratado con peryodato en . ~ - . 

condiciones quei--d~s'truyen lQs ep11=opes:=:91u~_ldicos sin afectar los 
·. ; ... ~ -

~-i_ • .- .. --··· •i :·. . ·- - . ~ ... 

peptidicos. El efecto de las- concentraclonesr.erecientes de NaI04 C0-20 
. ·2 •·. . ... -_-...._ 

mM) usadas para el tratamiento... sabre la unil>n de los AcKo al Ag se 

hizo claramente manif~o-a.concentraciiflea lqtiales 0 superiores a 10 
~-. . 

mM. En esas condlciones .se observa anulacl6n de la respuesta en ELISA 
.... ~- - -~- ........ __ .! \ .;·:~,~!:' 

.. 
en el 90\ de los casos. 

Se ensay6 por inmunoblotting la reacci6n del sobre_.adante de A8G2 con 

PES tanto tratado con EHDO-P como sin tratar, observandose una neta 

desaparici6n de las bandas en el primer caso. (Figura 5) 

Los resultados del ensayo de lnmunlzaci6n paslva de ratones con el AcHo 

ABG2 fueron los siguientes: a) Los ratones tratados exhibieron menor 

numero de Qff (0-20 por rat6n) y de menor di~tro (0,5 - S,O mm> 

que los observados en los ratones controles (30 - 50 OH de 3 - 5 mm), 

pero las dlferenciaa no fueron sl9nlf lcativas b) los QH en los controles 

se observaron distrlbuldos en todo el perltoneo y en los tratados s6lo 

se encontraron en el punto de lnoculac16n infestante. 

c) los tltulos m'xlmos en ELISA (ver Figura 6) de Ac anti PES se 

-· ' 



observan a los 28 dlas de 1nfestaci6n y fueron de 9-15 U/ml en los 

ratones tratados y 17-34 U/ml en los controles. 

DISCUSIOM 

relac16n a la 1nteracc16n hu6sped/parAsito. Para veriflcarlo se llev6 

- .._ .. 

este ....... ·.·· .. 

.:. . .;..:.. . .... . 

.;;~~~~- ~ ' . " 
... ·-·: . 1 , 

.• ~ . . 

. ·"' '·'··':. 
. -•. w~~~.1r ... ~ ... ,... r. 1' ... 

• "6&~, 
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FIGURA 3 1 INMUNOBLOTTING DEL Actto A8G2 CONTRA 
PES Y PES TRATADO CON ENDOGLICOSIDASA-F 
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ENSAYO DE PROTECCION PASIVA 
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