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1.- I~'TRODUCCION.-

El objetivo de esta etapa fue la de producir masivarnen 

te un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigenc 

Adel grupo sanguineo humano. Para este proposito sc 

utilizo el hibridoma BZ-Cll4 obtenido en el Centro On

cologico de Medicina Nuclear (Instituto Raffo, Ruenos 

Aires - Argentina) y un hibridcma obtenido en INCOR 
(Sao Paulo - Brasil). 

Simultaneamcnte fue de nucstro interes la obtcncion ~asi 

va de un anticuerpo monoclonal (Ac~) en condiciones api

rogenas para USO terapcutico. Para CSte fin, SC utilizo 

el hibridoma OKT3 de la ATCC cl cual esti siendo escala
do en este centro de rcfercnci~. 

z.- PRODUCCION DE AXTI - A.-

El cscalado de cstc Ac~ sc realizo en lcs siguientes sis 
temas: 

• Biorcactor Air lift (ncllco-Giotechnolcgy) 

• Encapsulacion en alginato de sodio (Bellco-Biotcchnol~ 
gy). 

fibra hucca (ANICON) 

. Cultivo en Batch. 

2.1. Riorcactor Air lift.-

2.1.1. Dcscripci~n dcl aparato.-

Sc utilize cl biorcactor air~lift de Bellco, consistcntc 
<>n una camara de crccimiento'dentro de la cual son cult.!_ 

va<los los hibridomas. Esta c~mara cs continuamentc airca 

da o gasc:-da con 5\ co 2 • def.de la base mccli:intc una colu::1 
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na de burbujeo asccndcnte que pcrmite la oxigenacion 
y homogenizacion del sistema. 

La entrada y salida de medio de cultivo. y el suminis 

tro de aire al bioreactor es realizada automaticamcntc 

mediante bombas peristalticas controladas por un micro 
procesador program,ble. 

La tcmperatura del sistcma es mantcnida ~ediante la re 

circulacion de agua. a 379( alrcdedor de la camara de 
crecimicnto. 

El pl! es regu l ado mediante la adicion de ~a0i! o I!Cl por 

bombas peristilticas progra~adas auto~5ticamcnte. 

El oxigcno <lisuelto, temperatura y cl rH son seguidos 

continu~~cntc rne<lia~te un rcgistrador grifico. 

2.1.2. ~ontaje dcl Biorcactor.-

Se re01lizaron los sig11ientcs pasos: 

Ensarnblado de to<los los cc~ponentes dcl sistema, con la 
inclusion Jc gcquc~os cilinJros de vidrio dcntro de ]3 

c5raara de crcci~iento, par3 cl aumento clcl 5rea de adhe 
renc.:ia cclular . 

• Test <le cc11trol de prcsion intcrna de la cnmarCI clc crcci 
mien to . 

• Esterilizacio11 por autocla\·c (SO inin.) • 

• J\copLlr.:icnto de la cir.iara de crcci1ricnto al rcsto dcl 

biorcactor en cl 5rca cst~ril • 

• r.irculacioa ck mcdio l~nr: (I:n:I-1640 ,IWDI y FJ 2 l: 1: 1), 

s i n s u c r o fc t a 1 t: c bod n o (SIT) • 

• ~cgulacion, proi:ramacion r control dcl funcion;iniento 

dcl sistci::;i. 
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2.1.3. Inoculacion y scguimiento dcl proccso.-

Previa a la inoculacion del bioreactor, 5e cxtrajeron 

muestras de mcdio de cultivo circulante, para dcterml 
nar citotoxicidad del siste~a. Paralelamente se utili 

zo un control de medio y suero del m1smo lote. 

Se inoeularon 109 celulas (crecidas en spinr.er) en 

un volumen de 1 litro de medio RDF con 10~ SFP., gluta
mina 2 mM, gentamicina 40 ug/ml, B-mercaptoetanol 

~ 5 XlO-SM y o.~I de etanol , co~pletan1o a un volurnen 

final dcntro de la camara de crecimiento de 3 litros. 

A continuacion se re&lizaron ciclos de cntra~a de airc 
a la camara de crecimicnto para la distribuci6n howog~ 

nca de las celulas en los cilinciros de Vidrio. 

) 

Postcriormente se progra~aron los ciclos ce aereacion, 
cntra<la y salida de medio de acuerdc a los rarirnctro3 

metabolicos <lel hibridoma. 

Diariamcntc sc extrajo una reucstra a partir de la cual 

se determinaron los siguicntcs par5rectros: ccnccntra~ 
cion de glucosa y lactate, asi come viabilidad celular. 

Los sobrenadantes obtcnidos fucron ccntri~1ga<los a 
7000 rpm durante 30 minutes a a1c, lucgo filtra<lns por 
AP 20 y <lctcrninada su actividad mediante tftulo de h£ 

maglutinacion directa en microplaca. Xo se Jctcrrnina
ron las conccntracioncs de anticucrpos en los sobrc~a

dantes de cultivo ya que no sc optimizo el ELISA para 
estc isotipo de inmunor,lohulina (Igt·l). Postcriorrncntc 

cstos sobrcnadantes fucron concentrados ccrca de 10 
veccs ~cdiante un sistema de ultrafiltracion tanrcncial 

(MINITAN - Millipore). 

2.1.4. Rcsultados.-

Dcsdc un crinicnzo sc observe un consiclcrablc aumcnto dcl 
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n~mero de c~lula~ las cuales crecfan tapizando la su 
perficie de los cilindros de vidrio. 

Durante el cultivo, el SF~fue disminuldo en su concen 

tracion y cambiado paulatinamente a suero de caballo 

(llS), c;on objeto de disminuir los costos dcl suero y 

mantener niveles altos de productividad. 

Con la finalidad de economizar el rnedio de cultivo, se 

detcrmino si los sobren2dantes obtenidos podrf an ser 

reutilizados en el sistena, siendo previamcnte testa

dos su capacidad de crecihiiento celular en placas de 

24 pozos. Para ello se reciclaron los sobrenadantcs 

los cualcs fueron suple~entados con glut3mina, glucosa 

y 1\ de HS. Dado que cstos sohrena<lantes presentar0n 

un considerable nii~ero de c~lulas, y el tftulo de an-
,, -ticuerpos no incrcmento, s~ decidio no rcciclar y con 

tinuar la alir.tentacion ccn rr.edio fresco. 

Para mantcner la concentracion de glucosa en nivclcs 

altos, sc au~ent6 a partir dcl dfa 7 en cl mcdio de 

cultivo de entrada de 2,6 gr/lt a 4,7 gr/lt., lo que 

pcrmitio mantencr dicha conccntracion cercana a 300 

mg/dlt. curante cl transcurso del cultivo. 

La perfusion <le mcdio fuc modifica<la de acucrJo a la 

conccntral:ion de r,:•...1cosa )' lactato pre~entc en cl me 

dio de cultivo. 

En la tabla ~~ 1 y gr5fico N9 l, sc mucstran los par~ 

metros dctcrrninados a lo largo de todo el proceso de 
producci~n en cl air-lift. 

Como pucclc observarsc el pl! vario fundam~ntalmentc en 

tre 6,7 y 7,2. 

Los primcros dos dfas dcl cultivo,el sistcma fuc rasc! 

do con S \ de co 2 en airc, ya quc cl m~taholfsmo clc 
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las celulas fue suficiente para mantcner el pH en los 
valores apropiados. 

En un comienzo el oxigeno disuelto estuvo aproximada
men te en 100\, para lucgo w.antenerse cerca dcl 20\ du 
rantc el perfodo restante. 

Hasta la fecha cl bioreactor lleva 35 df as y continua 

en funcionamiento. Durante este perfode el bioreactor 
consumi6 150 litres de medio RDF, 3,5 litres de SFR y 

6.3 litres de HS. 

Los sobrenadantcs obtenidos presentaron un tf tule <le 
hemaglutinaci5~ quc vari~ cntre 64 y 128. Estes una 
vcz conccntrades, alrcdcder de 10 vcccs, aurnentar6n 

su tftulo superior a 1024. Este anticucrpo monoclon~l 
no fu~ purific~do puesto que scri utili:ade para cl 

diagn6stico de grupo sangufnco en bancos de sangrc, 
doncic no sc requiere de alta pureza. 

2.2. Encapsulaci6n en alginate <le sodie.-

2.2.1. Metodol0gia.-

Sc cncapsul6 el hibridoma (cl cual fue expandido en 

spinner) a una conccntraci5n de l,5x10 6 ccl/rnl clc alci 
nate de serlie (Rcllco-Biotcchnology) sicn<le la conccn

traci5n final l~. Para la formaci6n de las perlas sc 
emplc5 una soluci~n de CaC1 2 125 mM, glucosa 2,5 m~ y 

hepcs 25 mM pll 7.2. El rr.cdio utilizacle fue mn:r! 7.5~ 

SFB, modificando dicha concentraci6n de sucro dt1rante 
el cultivo de acucrdo a la densidad cclular. 

El cultive sc mantuvo en un spinner con 500 ml de me
dic de cultive. dondc les pcrlas ocuparon aproxiwad~
mcntc 130 ml. El mismo sc incub6 a 379( a 5\ (0 2 con 
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agitacion de 15 rpa. 

Diariaroente se realizaron dcterrninaciones de pll, co~ 

ccntraciones de glucosa y lactato, N9 de celulas por 

grarno de perlas·, viabilidad celular mediante la diso 

lucion de las perlas y actividad de anticuerpos por 
hemaglutinacion. 

Los sobrenadantes fueron ccntrifugados a 1500 rpm por 

15 minutes y concentrados por ultrafiltracion tangen

cial (MINITAN - ~!illipore). 

2.Z.2. Rc~ultados.-

Sc presentan en la tabla N9 2 y grafico N92. 

Al tcrccr dia de cultivo sc observar6n pequc5os ~cu~u 

los de c6lulas en cl interior de las perlas. Dichas 

agrnpacioncs de celulas fueron formando "cnnalcs radia 
-lcs" que se cngrosaron y au;1entaron en su nun1cro al 

trans curse clc los df '15. (vcr fig. 1) 

llasta la fecha cl cultivo sc rnantienc en activa fasc 
) de productivi<la<l. 

2 • 3 • Fi h r :1 !rn c c n • -

2.3.1. Mctodologia.-

Se rcalizaron 3 cultivos en fibra Amicon (VF2-036 

650691), inoculando 4x10 8 cclulas previamcntc cxpandi

das en spinner en un volumen de 5 ml de mc<lio de cul

tivo (RllF 10i CPSR-3 SIGMA). La circulacion de mcdio 

a travcs dcl sis.tcmn fuc cntrc 60 - 100 ml/min. El 
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2.3.2. 

control de las condiciones del cultivc SP. realizo 

midien<lo los siguientes parimctros: pll. concentra
ciones de glucosa y lactato. Periodicamente sc re

rnovio rncdio del ECS y sc detcrmino viabilicad celu
lar. 

Rcsultados.-

En las 3 cxperiencias se obscrvo que en lcs prirecros 

dfas de cultivo, los parimetros metab51icos no mostra 

ron variacion. y a partir dcl cuarto dfa el dcsccnso 

de la viabili<lad celular. Posiblcme~te es!o sea dc

bi<lo a una adaptacion inadecua<la <le las cc!ulas al 

sistcma o a defcctos propios <le la fibra. 

2 . 4 • Cu 1 t j v o en b ~:. t c 1 i • -

Con c 1 ob j e t 0 c c d c t c n;; i n a r 1 a e f i c_ i 0 I' c i c:i ._ ;;.- c r C' c i -

11·icr.to r proc!uctividad en cstos sistcr·as, cl hi'.,ri

do~!a fuc ct:ltiva<lo en suspcnsjon en srinners .Je 0,5 

y 8 litros. 

El n:cdio de culti-.·c~ 11tiliz~1do f11c r:tF con ~.1•J de SF!~ 

1 - J S 1" ("'C•' ~ (Cl("''' 1 lr~ para c spurner cc , 1 tros y .. 1 ·"· -.:i ..., •. _ _. a ... , 

CO!~ la aclicion Jcl suplcmcnto f~pti~'.:\li (GT!Cr), en C'l 

spinner <le 0,5 litros. 

Las dctcrn·inacior.cs uiari1s de :\ 9 de ccl11l:!S, viabi

licla<l cclular y actividad <lcl anticucrpo se clctalla 
en las tablas N9 4 y 5. 

Es importnntc clcstacJr quc cl spinner de o.s Its. 

tuvo problcmas con la acitnci~n. lo cual no pcr~iti6 

mantcncr la viahiliclacl durantc llll ticmpo mas prolon

gado. come era de cspcrarsc, por la adicion dcl Opt.!. 
MAb. (Suplcmcnto quc <nnncnta la pro<luctivic!ad en los 
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3 .1. 

) 

cultivos). 

Durante los primeros cuatro dias de cultivo <lcl spi 

nner de 8 Its., la densidad celular fue en paulatino 

aumento. A partir dcl Sto. di~. dondc se aumento el 

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

en desccnso has ta el fin clel cul ti··o. Fsto podr:la 

adjudicarse a un insuficiente intercambio gaseoso en 
cl sistcma. 

Los tf tulcs de hcma£lutinacic~ en ambos spinners al

e, r1zaron un valor de 32. Los sobrena<lantes de amhos 

spinners fueron Cc\'\C.•?../\4'<o..d-.:-s IJOr ultrafiltracion 
tangcncial SO veccs. 

PI~ODUCC IO:\ DE Ol\T3. -

Encapsulacicn en alPin;:to c!e sc<lio.-

La mctodologfa de cncapsdla1i(r! <lcl hihridoIT'a OKT3, 
y los par5rctros tomaJos par3 su scguirnicnto, fuc la 

mfs~a 4uc SC describe para la producci6n cle _anti-A 

(vcr 2.2.1). I.a conccntracior'. cc anticucrpos en los 

sohrcnadantcs fuc <lctcrminada por ELISA scnsibilizan 
<lo las placas con anti-IgG de raton. 

Los rcsul ta<los 1Postraron quc la conccntracion de an

ticucrpos fuc en aumcnto la primcra scmana, para luc 

&O mantcncrsc alrcclcclor de 70 ug/ml. hasta cl ultimo 

dfa de cultivo. (vcr tabla N93 y grifico N93). 

El patron de crccimicntr. cclular en cl interior de 
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las perlas fue similar al descrito por anti-A (ver 

fig. 1). 

En los 15 dias de cultivo el consumo de medio fue de 

4,37 Its. y ZZ~ mls de SFB. Los sobrcnadantes obteni 

dos fueron concentrados c~rca de 10 veces por ultra

filtracion taPgencial y purificados por proteina A -
Sepharosa en forma apirogenica como se detalla a con

tinuacion. 

Previo a la purificacion, las mangucras fueron despi

rogcnizadas pasando NaOH 0,5 Ny la resina rcconstitu.!_ 

da con buffer Tris 0,05 M /t\aCl 0,15 ~~. pH 8,6 con ti 

merosal 0, OH. 

tra<los por 0,22 

lunma a.pi rogena 

aproximadamcnte 

Los sobrcnadantcs c~nccntrados y fil

u. (600 ml), fucron aplicados a una c~ 

XK-16 (Pharmacia) a 49C, contcnicn<lo .. 
40 ml de prote1na A-Scrharosa. 

Despucs del pasaje de la r.n1cstra, se lavo con <>l mfs

rao buffer, has ta rccuperar la 1:nca de base. La £-lu

cion se realizo consccutivareentc con las siguicntcs 

buffers: 

a) Fosfato 0,05 M /NaCl 0'15 ~! pll 7 • 

b) C.licina 0,05 M I NaCl 0'15 ~1 ri: 2' 8. 

c) Glicina 0,05 M f. NaCl 0' 15 M pl! 2 '3. 

d) Tris O ,OS ~-! I NaCl 1 ~f pH 8 '6 • 

El flujo utili:ado en la columna fuc de 0,6 rnl /min. 
Como era de cspcrarsc la fraccion de anticucrpo fuc 

eluida con cl buffer b, ncutralizadas con Tris 1 N 

pll 10,S y postcriormcntc dialisadas contra rns pl! 7,2 

0.02\ de timcrosal. 

La purificacion fuc monitorcada por UV y rcr.istrada 

grfificamcntc. Se rccolcctaron las fraccioncs no uni 
das a la columna (flow throur,h 1 y 2), una mucstra ob 
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teni<la con el buffer a y el pico de anticucrpo de a

cuerdo al rcg1st10 de la corrida cro~atogrifica (ver 
fig. 2). 

La purcza de los diferentcs eluatos fue corprobada ~~ 
diante electro{oresis en geles de poliacrilamida al 

12 \ en presencia de SDS en condiciones rcductoras ( 

ver fig. 3) y la concentraci6n de protefna e IgG por 
Lowry y ELISA respectivamentc. 

La crocatografia de afinidad en protef~a -A permiti~ 
alcanzar un alto nivel de pureza, obte~icPd0sc 75 ~~s. 
(Lowry) de OKT3 pure apirog6nico. En cstns ro~c~tos 
se cst2n rcalizan<lo los tests ~e pirc:~~iciJ~~. prcsc~ 
cia de DXA Qurino, etc para cl cnvas2~0 final. 

DISC!..iSIC':·: Y CC:·:C!.USIO~:.-

El bicr(:actor air-lift ha sido un sist:--a ('ficiC'r.tC' r:-: 

1 a pro c1 ~1 c c i or. cl c 1 an t i cu c r p ~ r: on o c 1 o ;-, ;; : ;! r. t i - :' . l :; tl · 

hibridcr'.a sc a<.l<ipto cficicntci::crtc (]l cul~i\·:-i eP ;~?·::: 
cscJli1, no n:ostrando inconvcnicntcs C;1 cl crc·cirit·r~tr· • 
co:1 sucros l'.c difcrcntcs orfgC'ncs y cc::c1·ntr:i.:ic1;:c·'.'. 

Un3 \·c: progr~.tri1aJo, cl mancjo clcl bior\~:ictcr es ser:c1-
llo y <le poca probal>ilicla<l <le contar.ir.:::c£,~;:. 

I.a inclusion de cilindros de vidrio dc:--tro c:(' !a C:!:~ 
. -ra de crccimicnto ha sido una bucna opc:on ya quc !i;1 

pcrw.iti<lo cl crccimicnto en altas clcr.sit';idcs CC"1u1a

res. Es importantc m;mtcncr en nivclcs ad<'cuados cl 

huriiujco de airc, para cvit:ir C'l l!rraqre d(.' rl'.!11Li·: 
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que saldrian durante el intercambio de medio. 

Un inconveniente de este bioreactor es el procese.mie~ 
to de grandes volumenes de sobrenadantes los 

cuales deben ser centrifugados y concentrados diaria
mc~te. 

Hasta el presente se han obtenido cantidades conside

rables de sobrenadantcs concentrados de! Act! anti-A. 

Estos sobrenadantes prescntan tftulos de heraaglutina

cion adecuada para su utilizacion directa en la dcte~ 
minacion de grupo sanguineo en bancos de sangre. 

En relacion a nuestra experiencia de cncapsulaci6n en 

alginate de sodio, considcramos que sc ha ohtenido una 

cantidad significativa de anticucrpo a rncdiana escala. 

Sin ewbargo, la produccion en batch no ha reprcsentado 

una altcrnativa tan eficientc como la antcricr. 

Con rcspecto a la purificaci6n apirogena de OKT3 par 

protcfna -A Scpharosa, se obtuvo un alto grade de pur~ 
za (como pue<le obscrvarse en los SDS-PAGE) y huen rcn
dimicn to. 

• 
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T ,\I~ L !\ ~\ 9 1 -------
PIWPllCCIO~ r~u. i\!'-!'fl-/\ n: AI 11. I.I FT ---- ------

DIAS £!.!. DO GLU I.AC PF TH \S 

0 7 I 3 131,6 19 5. 2 tl 2 • 4 12:1-];iO (, tl 109 

1 7,3 121,9 165,5 49,4 70-FO (i 4 109 
., 7 1 2 61,4 142,3 54. 6 7 o- 8 (l (i 4 10 9 .. 
3 7,0-7,2 60,2 134 '1 60,7 70-~0 64 109 

4 7,0-7,2 66,9 160,9 61. 7 _80-200 64 109 

5 7,2 41,6 87,8 71 '4 280-380 64 10° 

6 6,6-7,2 59,7 152,4 57,4 360-380 64 7. 5 9 

7 7' 1 40,0 2 2 7 1 7 66,8 380 64 59 

8 6,9-7,2 45,4 2s1'2 61. 7 360 32 59 

9 6,9-7,2 33,7 3(:.2 2 (i 2 ' 1 360 () 4 59 

10 6,5-7,2 16,7 245,7 59,0 360 64 2,59+2,5* 

11 6,6-7,2 19,0 290,8 66,0 240 64 2,59+2,S* 

12 6,8-7,2 14 1 2 293,3 7 1 • 2 200 64 2,59+2,5* 

13 6,7-7,2 23,4 355,l 37,6 200 64 2,59+2,5* 

..... 1~ 6,7-7,2 23,0 298,0 94,8 200 64 2,59+2,5* 

N 15 6,8-7,l 18,0 294,5 86. 1 200 64 2,5 9+2,5* 

16 6,7-7,l 12,0 296,0 7 8. !) 200 64 1,59+3,0* 

17 6,8-7,l 9,6 283,0 7 (i. 0 2 0 () G4 1,59+3,0* 

lS 6,9-7,l· 1 7. 4 297,5 72,0 2 r, u (1 ·1 1,09+4,0* 

19 6,7-7,l s.o 338,5 75,4 200 ()" 1,09+4,0* 

20 6,7-7,l 20 '5 253,0 (l 5 '0 2 0 (l Ci 4 1,09+4,0* 

21 6,7-7,1 25,0 JHl 58,4 200 64 1,09+4,0* 

2~ nd n<l 282,0 63,0 200 64 5* 

23 6,9-7,l 15,0 312 '0 6 4. 8 200 () 4 5* 

2 .i 7,1-7,2 20,0 264 '2 7 ~) • 4 2 0 fl (i .1 10* 

25 7,0 16. 8 3.10.0 7 3. 0 170 128 10* 
., . 6,7-7,l 10,0 330,2 7 5. 8 170 128 10* 
- ll ., ., 6,7-7,1 10,0 338,5 7 ~ ' I\ ] 7 (1 I 2 8 10* 
;_I 

28 7,0 20,4 239,S s 1'8 150 128 10* 

29 6,6-7,1 10.0 227,l 93,4 l !i 0 128 10* 

30 6,7-7,l 5,0 239,0 88,4 150 128 10* 

31 6,7-7,l 10,9 2 2 7. 0 100. 2 150 128 10* 
~ ., 7,0 74,6 247,0 nd 150 128 10* 
..> .. 
33 6,7-7,l 10,0 2 2 7. 3 n<l 150 128 10* 

34 7. 0 10,0 208,3 nd 150 128 10* 



TAULA K91 (Referencias) 

DO: Oxigcno disuelto (\J 

GLU: Conccntracion de glucosa (JT1g/dl t.) 

LAC: Cooccntracion de lactato (mg/dl t.) 

PF: Perfusion (ml/hr.) 

TH: Titulo de hcmaglutinacion 

\S: Suero (\) 

) 
S9: Suer::> fetal bovino 

S*: Suero de caballo 

• 
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E!:CA?SULAC!O~r DEL :r!3?1ITY.:'j.1A 132-0114 E!T i\J.G:OL\TO D!~ t30UIO l~ 

~L\S CG PL PH !TC 'fII %SFB VR %.Y - - - - - -0 0 0 7,5 O~G7 0 7,5 0 80,4 
l 47 0 7,38 o,76 0 7,5 0 89,1 
2 5], 0 7,17 2,13 8 7,5 100 82,4 
3 74,4 8,6 7,4 1,38 8 7,5 150 68,l 
4 29,3 11,2 1,21 3,4~ 16 7,5 0 74,11r 
5 l')·J' 8 nd G, [37 G, ~G lG 5,0 200 78,') t: 107,0 J4,0 G, 79 7,38 16 5,0 200 61,4 
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7 90,0 29,6 C,39 7,2 lG 5, () 200 85,5 s 149,0 33,5 G,85 ~ :38 1(. 7,5 200 61,6 ~ ;' ' ' 
.:) ios,o 29,0 6,95 5,5 16 5,0 300 68,C "" 

lO 187,0 nd 6,82 7,25 16 5,0 300 67,9 

(?.efere!'lcia:J) 

CJ: Consu .. ~o de glucosa. ~~Gr/:.11 t); PL: P:::-od-..1ccio~ de 1:-..ct~ to (::nt:rr/cllt); 
por gra.-:io de :perlus x 10 ; THl T:! tulo de her:lr:t;lutin::i.cicn; VR: Volumon de 
y % V: Porcentaje de viabilidad. 

nc: NQ de celulc~G 
~edio retirado (;.U.) 



.. -·-· - ·--~,::;r~-r-~~--:T: '. .. r:·i;;;1 T. -1~:- 11j;.~11 
• : • • •• , 

1 
• ... 1 · ,, .\,. I 

' I I . ~ i 
' ' I 

.... .. 
. "' 

':( 
-..> 

\\,) 
'l 

! • I ' ' ! ·, 1 
' 

'· I 
i. 

' -';:; ;; i' i : ;' :. ,, ; 
; . : . ' ' I ' : . ; I I. : ; ' . I • : . ti 
!:: \.' ! :!:J . . . I: 

: : • : ; . : 1 : ~ : ' : : : 

'-• ;.: •: !' I ; : :.: • '. '• i '.'. ''' • • 
··'· ; : : :;: ' :- .,--! -r.. ·:~::."\ 

.;·; ,_ _, . ( ' . ; -: . I . " . , ' I ' ' ' 
I . : : ' • : ' ' .. ' ; ·. I' '. t 

' ' ' t I: '' 1 : ' ' t , • ,: I 

' , " ",' I .,,I ' ' 1"' t ' ' ... : : : . ' ' ..;·; ... ' ,. , : . ' ' . : ' ' : ' . · ., : , . , : ,. ... ., • . I I 

,.::.:.-:·:' :1' } i;,1<}: : : i;'::i : i: •I 
. "' '·.I' I ! 1 .. t' I": 1 ·'. I I ... I ... ,· . I " . '. I 

. : ~ - ..... , 
!· 

' .. 

.. 1.' ... , ,. ' ...... ··" ' " ••.• •. ' ' .';·I / ')'I. I,. ;;.'l·, ...• t'· ".:; .·, .. 
"I 

1

: .. , . "''I''' ,·It ": i' , .. ' '' 
: . "; j .. : ; l . ' , .. ; ''. ": ~ [; : f: .: ; : l I '. l ·. i :·· ' ' 

· 1: .. : . : '.I I:. ': . 'I '': ' ,. " ~ .. t 

. ;. I : )' :· ''\. ~' : , . 

·' I •; t I 

.( 

t! 
~ 
UJ 

11'.' 

: ;:. ' i .: 
;:• ., .... d~ \ l~' 

t , ·•I' : , ·, t.:; ... .. .. ;-
' , I ,..J ' 

.·': 0 
:'.'.,I }j 
,, .p 

..• 11:. 1. 
i I ~ : ' : ' ; I I I 

: . . I .. ~ ; ~ . 
I ' j I i I 

·I 
it 1 '• ;•I 

t• I ' : .. ·'' 
0 '' 

'r-t.' ' I 

'I ' I 
I•', 

' IZ-1 . : 

., 

' ' 

:1 
i . 

l-n 
I .. 

!<'-
I.!'.. , .. ~ i ri, 
,o 
,o 
1·M 
·~ 

~ ... : 
' 
' 

,, ': 

'' ,! 

·.! 
~· 

t ·, 

::> \, 

(~ __/~ 
•11 ,.---- , 

LI~ 
.JJ ~l . . l . . 

...• -... - \ -·-· ..... , -·~--~- \ I -- . ····--· -··· '·- I 

-- ! 

--- ··-· ..J 

l 
I 

i 

• t 

'' 
l I . i 

'-·--- -------'- ~·~~·-~~~:_:..::..: .• :_. _;_·~~,: .,.,,.·._:_~.; ... _.,_i.:. - J. ~·:·'.;; .. _ . ~~. 
/ 

Fie. 2 Crc.'!':'lrttoe;r:i:nn. de ln. purificncicn tl r~ 0 ..... ' 'l 
1.... ' • '[;; 1 ~.;; :r::1 d0 }.-~ ~."".:_). ·": ;""!' ~ :;~- (·.~) ::--. .: .. 

"'ri·,...::. O(:I'/J"l·,Cl 0 15 j 4 nl·t-ri .-:. n..1-"·f(, ...... <·,,, .... ),,,.~.( ..... ) ,A. .;, Ut ") '• r.. t \~, .. .. -.), l.i t ~.)L .L •• , , . . \;.. "'• •....• · .. 
~,'-J:·:·f:~t:> :),·)~: 

0,051.:,lo,151.: HaCl, pH=2,8; c) Idcr.i b, rH:!2,3 :.· '.!) ·r:r:i:; 
~·1· . .1.Ju vuJ.wa1~l:1·.Ll:o: n,r. r:i1/rn:l.n. 
Co:::icentracion do a.nticucrpo en 

,, !\("'°/"~. ,.,] 
• '"·-') J.• •' ... ~.,, • 

., p.J.co p'.t••'.',.~: 'I " . " I. l I • •1 ,, .. ,· ',, ·'• • 

~ .. 
. \..t. 

r.~ /::·:...(~J. J, J. c;::, 
~):!:.: ~)' (i. 

~--t:"':e~ 

pH= '7. 
I t 

I 
) 
! 

t 

I 

u•• 

cc 
~ , 

·.~i::-::-: 
i 

• ) ... ~·-= . ·:··-· 
...... '• ..... -~ ._ ~-~C-.1n. 



) 

) 

160 

140 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

GRAFICO : a - b 
ENCAFSUL~:.CION DEL HIBRiDOMA B2-Cll4 

EN ALGINi'\T() DE CALCIO 1% 
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GRAFICO 3a 

ENCAPSULACION DEL Hl8RIDOiv1A OKT 3 
EN ALGINATO DE CALCIO 1% 
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TAHL\ !\9 4 

~inner 

TID:PO 
(TH~~ ~:c 

* 1 0,3 
2 0,6 
3 1,33 
4 1,36 
5 1,0 
6 1.os 
7 0,78 
Cl 0 '(: u 

9 0,5 
10 c. z-i 
11 0' 1 (. 

6 
NC : :\ 9 <l c c e 1 s / r. 1 ( x 1 0 ) • 
VI,'\H: ~de viahiU~lncl. 

de o.s 

VIAJ 

9i.9 
97,S 
9 s. (l 
84.: 
so,r 
78,t 
61 ,( 
(; l ' 5 
ss.r 
4 7 t ~: 

l ·' (I. T t '-' 

lts. 

Tl! 

nd 
4 
8 
16 
16 
ntl 
32 
32 
-7 
.) -
32 - .., ::11:. 

Tll: Titulo c!c hc:~.a~lutii~acic::. 
nrJ: no t.!ctcr:-.in;idc - ~ 
*.-Sc p;irtio ,'.c un;l c0~cc1?t:-ncion cclul:ir de ~x10· 

ccl/1::1 en trn vol11~1..·n fii:Jl cc- 400 r'.l. Al t~rcer 
d~c:1 sc incrc·::1cnto cl \'Ol~:::rn a 500 :1:1 y sc al'icio 
no Opti~-',\1 1 • 



• 

TAR LA N9 5 

Spinner de 8 Its. 

TIEMPO 
(DIAS) ~~c VIAF YQ.1 Tli 

1 2,7 90 3 4 
2 .) . .) 94.4 3 4 
3 6,i 95 3 8 
4 1.0 90.3 5 s 
5 4 0 . - 87,6 9 8 
6 s.; 80.9 9 8 
7 4 t (\ 69.6 9 8-16 
8 2.0 52.4 9 1 (i 
9 3 • .; 57 9 Hi 

10 3.3 53.2 9 16 
11 2,6 41.4 9 le 
12 2.1 41. s 9 16-~~ 
13 2,1 33 9 32 

) 
NC: N9 de ccls/r:l s (xlO ) 
VIAi\: ~ de vi ab i !. i (. ;1 d ~ 

VOL: Vo lur::C'n final en Iftros. 
llT: Titulo de r. C i'.'.:1J:luti11 <lC ion • 
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