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Illl"OmsE T~HICO 

l'ro.:;rom."l. de r.a,Pacitacion pcrsonalizada en produccion masiv::i 

·de nnticucrpos monoclo&l&l.es 

Actividadcs del prot;rama de entrenaDicnto: 

I.~ SRIIllARIOS 

Se discutieron lo:s si_..,--uicntcs teJ:I0.3: 

1.- ~ctodos de cu1tivo celu1&U' y produccion ~siv~ de 

anticucrpos a:onoclorul1cs. 

2:- Produccion en :;ran cscala de anticuerpos ;;;onoclon:ilcs 

JlllU"inos.u::hllldo bio1-eactorco de fibra hucca. 

).- J.~ctodos de purificAcicin de anticuerpo:; monoclor.~lc::;. 

4.- .\nticue:.-yos i!\Onoclorul1es de scl!llllda ccncracion. 

'.j; - Control· de ~d~ en la pi:otluccion de ;u-d;ic-..icii•o;; 

onoclonl":.lcn. 

II.- TTI.~n: •. Jo l":':t.CTI~O 

Dui·antc cl •.;rnb~jo pr.ictico u~:<c.1os 2 tipos <le !iibrid\Jm.:ls; 

~l ~!1ti-ll y el c,:-:T) . 

r.:.~ etaj'l."l.S dcl tr~b~jo practico fucro~ l~s si.:;uicnt~~= 

l. - .Ei.."l'ar&ion uc lo:; 1-.ibridol:".;:~ ;-::>c c::q>c.n:licron los cor;·c;;pon· 

di_cn";c:-. hibritlor.ias ,t.-J!TO Eif F:':J,:;G:C.:i 7"=3 culti•o co;i:o cu 

:;pi::mcr. 

2.- ~:;tudio de J.:.r:o parx~a·:.ro:: uct..i~1olic<>::; : :~l oi.>;jctiv-:i f~•.0 

c:::tablccc:.· las condicionc:o de cultiv<>- <lcl hilJ!·idc:.ia an\.i-

13
1 

'.!'at: !'err.ti L~n una i;1i:!jor c:; tauiliu:!il de l:~:: cclul;.:: 

co::io \t.'l.'l opti::ia protlv.ccion de antic-..ic:r,>o;; .cionoclonalc:;. 

J.!ctodolo~-ia: 

De ln~ cclula::; c;:p:mdid;i:; en cl _!lun :;o 1, fu~:·on inocul;~rlo;; 1(, 

fr::.:;cos de cultivo (T-2~) cOn l.Y.10'.i ccl./:.U.,ca \Ul volu.';'!cn ,;.~l­
nal de 10 r.U. llc mcdio J:I'!.iI-lGl,il ,10 ~ :;:;nr.} ;:o:J .-:;cnL~.1ici11.:. -10 

ud ml ,cllicionaJ.mcnLc ~c iilcllcycron 2 rra:;co::; de cul·tivu con 10 

m1 de rncdio lib1·c de cr.lula~ c"mo cor. t.rol. 
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Lo::: frn:::co:.1 fueron incubndos en e:.;1.-u-C~i :i 372c con 5:" de co
2

• 

A pa:t:tir. de l:w 2 horn:> y diariamcnt.c :.ic dctcn:ainw."On lo:J 

cib\licntco pa.nii;ietro3 : pII,conccntrnciou de cluco:.a,conccn­

tracion de lnctato ,denatdad celulai' yviabilidnd ,a:ii coco la 

prcocncia y actividad de anticuerpo:J ~noclonales. 

El. plI so deten:dno en un potcnciomcti.'O, la eluco!;a iUCO.ante el 

metodo de la clucosa oxidada(Ki:t Bioclin Glico::>e.:.~tl-clin) .La 

determinacion de lactato f'uc mediantc cl test cnzil:Otico pi:::uv:­

to/lactato (Kit ::aGD.'l). ::i mllicro_ de cclulas :fuc dctcr:ninado J."Cali-. 

:.:ando conU!.Jc celular en ~ de He'l:bauer,y Ul viabilidad ce­

lular por ~clusion en ru:ul. de tripnno. 

La prcseacia de los anticuerpos oonoclon..tlcs :f'ue ::icdida :por el 

~o incunic::i:imatico ELISA en. pk.~ d.c pol.ivinilo scnsibi­

lizadas con anti-;!!Ouse JG G. La ac·avid..'"!.d dcl liri.::.mo iuc: re~:;.- .•. 

zacia por hcC10<itilu1;i.r>.zci6n dirac~,u:.;Qlldo crit::.-r.Jcit:>:'l dcl er.;.po B.· 

· !le:;._tl t~do:;: 

E:i la tabL::. 1 :I f'i~---a 1 sc w~~tr-'...n lo::: rc::>'..ilt:::.d;:;::; o~tcnido:::: 

TA'.!L:, l 

duplicado. 

t~c;a;m p!r n!! de cClu vi:lbilidud Glucc!.'::::. icct~to ISLISl1.Jl'?itulo I 
ln:)( tct.."ll.c:;~ ,I 

r.l(/dl udcl E-'"2- !lCJr.::!.t;lut. • h?T-) -

2 1.11 s, 757-105 l )() 152.15 18.t.3 0 0 

25 rr. 31 .l.l)x.10 
6 100 143.90 30.47 0.\15 32 

,.,.:} /; i. c . <)'3 3 .1'):·:10 .... 10(~ C'.).3~ 71.~J 0.(6 ~2 

1/2 G.8(; ::.3xl0!; 100 2G.55 lCiil. 53 0.0'j~ ·~G~F ,.., 
9') G.C 1.0):•10' 100 o.o 12:>.0') Ql;.?, lj(J'){, 

120:/~ ,. .., 
·'.;.,) l.23:d07 33.7 0.0 ll9.2J O.'T/ 21J1:~ 

1.n 6.9 l.l:cl0
7 9G.8 0:0 110,0 0.141 3192 

170 G.32 G.9x.10 
G 85.6 0.0 l::J7. (;:) 0.117 1024 

•Loa dato::i prc:;cntado:J corrc:;pondcn a la p:-cacncia di:: Ic ~ en 

l.'.l:.1 rc~pcctiv~ L111cutra:J.Con~idcrindooe co~~ inuicado~ ?O'-iti-

vo uni<ladco :::upcriorc:i a 0.05 
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Del nn:ili:;i!~ de loo l".a'.;oo obteniuoo podcJaO:; dctcn:iin .. "U": 

~) El tiCJ:tpo de duplicz.cion ccl.il·n· c:; de c.proxinad3lllcntc 

24 hor:i.o, enc on t1-:lnclo:;c la rmiua dcn:;idad a la~ 120 horuo 

de cul1.ivo (1.2a~107 cclu1:w). 

b) Pa...."ticndooc de· una concentracion de t;iucooa inicial cie 15).5 

iod dl ,el conGUmo ~ ae cncontro a lao 74
1
/2 horao(l2G,95 

Sltifdl) cor::..-cspondicndo c.l momento de crecinicnto·cclular en 

fase exponcn~ial..·A couccntracionc~ de gluco~ ini'eriorC3 :i 

26.55 r.l{;/dl la:> cclula:J cnt:ran en cs tacion.~.rio.. 

c) A mcdid:i quc l:io .cclu1ao c:;;ten en fa !>e de c::::-cci.uicnto c'"!.1oncncial 

cial. ,obscrrar.10 . U."l au:acnto ya:i-alclo de la conccntr~ci~nco 

de l:ict:ito en cl ;i;.cdio, dircctaLlcnt~ rel.acion.:-.clo con ;:.."1 dc:;-

ccn:;e; dcl p:! y ~luco:.-.. -:}. 

d/ Ic ri;.·oduccion de nnticur:r!x>o r.ionoclcnal.co ocw·~·c dU!~1te l:i. 

faoc ilc cri:::::imicnto m;poncncic.l y ::;c 0<mticnc .:!U?7~1-:0c J.:::. !°•1-

c~ c:;~cic:i~i:! y &ll ii~icio clc1 dccl~".!~. 

L:.1 llrc:..~cnci::. y .. c·~i ,,,..il!~d d;? ;.A.cti \ticlr-... 11 de ~ .. ,ic-=..~c~p;='~ :-:c cnca:1·-

tro cntrc :::..::.::: <;O ;1~7 ho1~:::. 

3) Zntrc~::.f.:;11'~0 en l!!. tecnolo!,-1~~ de culti·:·:> r.i.":.:.;h·n J.c ~;ib::..·ioc-

l~=- o lu:~.cn de ~::; :ibril.3 ,:r cl e:>p:-.cio cxt::-:i.c~:p:'.l:i;.·, :!'Jillie 

cc p1·c:::c;it:J. cl c1·<Jci1:ricnto cclu~r en ;,:.l:;;~ llca:.id~ll; lJ) •~1 
:::pi)lJ"(!l' cua 1:wuio c~·c::;mvo1·io); c) 'uor.1oa Jc ci:;-c;,U.;:i.cion 

d} t.;.iu·):: i!c ;;o.r.;~ :i !iltro~;.c) :i u.& :J.{;itador ;.'!..".Cll~'.;ico ~ 

Tuuo c:;tc ci:;t,c;.l:l culocaJo ~ 3·12c • 

llccur .·ollo 

a} l.font.:ijn dcl ci~L·:1;i.•I: !':c rcalizo en contlicionc:::i c:itc!·ilc~; 

- 1-
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b.."l.jo flujp lai:iinar • Sc pc1"11li tio 1."":. circulacion de un li ~r.:> ck 

mcdio !ll'11!-1G40 con ecntamicina :r 10 aI m:r>E:;,libre cic :::ucro 

durante 72 horas con ~l objct.'.> de eli.minar compucstos ~o4icos. 

b) Prepnracion :t sicabr.i. dcl inoculo : El hibric!onn e>:~dido. 

coDK> sc indico en la parte inicial. de este ini"or.a~ .~ ilJlti~DD 
J~-~) "- ,­
.fuc inoculado al. espacio c.-:.r:tcnpila.r de la !'ibrn (~) 

a Vna concentracion de 4.37 X 108 
cclul'l!l/ 5 Jil1 de .mcd.io de 

cultivo. 

c) Condicionci; de la corl'i.da 

c.l) Lil velocid~d del medio a t~vcs dcl sjs~cm.:. ~c L"licio 

con 60.12 mV Di.."l , au:il"?n:b.idocc descic las 144 ho::;is 

~tl:! cl :final. de la corri~ a 106.33 r.:J../ mi."l. Ia!. di­

reccio;i dcl Ilujo :f'ue in'\-crtida inici:-..lmcnt<:: c::.cb. 24 ho­

r..1s ; cuando 1:;. densidccl celul.~:- fue c:m::::iderablc. cl­

mi.:;r;o · ::.:'uc c<!!.lbi<:do cac!a 12 !io~s. 

Sc rcc;.:~l~~on los filtros cua.."lclo ~c ob~~1-.,.:) ril:i..i"C;::.d;:i. 

-puls:!cion de los t-ubos cic ,:or.-..i. 

c.2) .U iai.cio de la corricla sc ;.1tiliz0 z.;ctlio !U.':;;I.con 10 ;~ <le 

oucro ~ctcl bovino ,nicndo reducido al 5: a p~i= de ]x.5 

120 ho:..~:; .De acu·~rtio n lo::; r..~ctro~ r.icta.bol-ico:; 1:1cdi­

dos en cJ c~rv::cio intracnr>il~•r ( ncdio mctaboli:::~(I :i ) ::;-:; 

::-e.:Ui::_~ro11 los C:cl!oio3 n~cc:;a;:io~• de r.;cdio :::rc:;co. 

cl) Par&1ct1'"0:; ~cdido:;: 31 COl1t1'"ul tle la:; con<licion!:?:; (le r:ul ti vo 

cl. 2} :'cri6,.!ic::.:"c;;.tc. ::c rcn;oyic ucdio dcl· ::;:::; y ::c ci·:!~c:-:.~i!'!o 

la ;--,c ~!-dda!! llcl p:?.·oducto ::or hc;:i.'1,";lutin:iclon ~i:·cc l;:i.. 

-.5-
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Rc:>ultndofJ 

Sc prc:.Jcntan tabu.l.ados los paramctro:J J01.cdidos en el espacio 
intr:i.capil..a.r durantc la corrida 

Tabla. 2: 

tiernpo(horns) pH glucosa lac ta.to 
mg/dl J:Jg/dl 

0 7-43 151.2 17.9 
42 7.22 62.46 ca.1 
55.2 7.04 . 6o. 79 74.8 
68 7.04 63.75 91.8 

. 92 1.00 52.12 96.3 
118.5 6.91 95.51 87.95 

~ 
142.5 6.')5 64.97 82.42 J 

154 . 6.99 84.86 
164 6.89 73.07 
210 ·6.71 36.22 9G.2'.) 
232 7.12 109.5 51.54 
264 145.2 O.B39? 
283.3 6.97 75.54 76.23 
307.17 89.55 G2.03 
331.35 7.0G 99.08 G0.11 
354.15 G.% 81.51 73.21 
376 C.99 110.5 G0.57 
400.0:; 6.97 96.29 71;.03 
425.0-i 6.97 93.92 102.9 
4-!9 6.98 82.11 TJ.31 
471.1 7.01 95.GG 7i>.13 ) 504.45 G.91 74.73 85.97 
519.5 6.85 92. 34 1a.c2 
543 6.37 30.44 7f..')G 
5G7 G.98 32.)3 73.85 
'i74 6.'.)l 40.44 32.90 

- 6 -
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Tabl.n 3 

Sc prc:Jcnta tabulndCl3 la acti vid.t?.d dcl. pi·oducto : 

ticmpo ( hora.:l) vol.w:icn e.':tI ..Udo 
(ml) 

92 5 

l.l.8.5 5 

232 20 

J07.17 15 

400~05 l.5 

4-49 l.5 

543 20 

574· 5·J 

titul.o de hcm:iclutinacion 

l.28 

480 

l.920 

7G30 

7680 

3i340 

4194304 

l.31072 

!le loo :p .. 1.rm.1ctroo L1C<lido~ poc!e:u:Hi o b;,c1-v~.r: 

~) Daodc cl :L"licio d:?l :i_lrocc~o ::;c 01loc1-vo w1 ;::ct~bolic:i;!O ~lto, 

indicando CiUC no CC ;n·c:JC!lt1~ 111'1<\ !cl!.e ,\e la.k"'\d.. 

bi· !.."'.:;; co!lccnt1~cionc,-; li? cluco~:i y kc·ta·:;o en cl ;:;r.C!io iat::-c.-

cn.:::'i1:i.r, fuc::.,,on :--.cnt~nili:--..:: clc!1t.rc d;:? ';1."l ::.·~lf;O ~ro~cdio '!,UC 

pc:r;:Utl.O w1 c:a. ... cci!lil.c:i.~u cclul~r y aCi.;,..~lacio'n de !le ~::c. 

O'.;ro. mctodo aJ.•,;crn;i.tivo p:'..l.':l l:~ '._)l'O.-l'.J.ccio'n ::i.1.::iv:~ U.r. 

AU:;!o en cl cncnp::lLl~11nir.1nto <le u. cclul;:.:: en ~li;in::. :;o 

de codio • 

El cncn11cula1.1icnto pc1"lni to obtcncr :n..vo1·c::; ccinccntracio­

n'!C cclula1·c:i,~ucnto riuc oc aur.icnta cl (1rc.;:i ·do crcci­

m:i.c11to .E"t;o hncc poGihlc nur.1cnt:ll' l<\ procluccion tlc 10:1 

tult:i.cucrpoo monoclonalc:1. 

r:.c t.o•~o l11r;r~ 

i 

I 
I 
I 

·1 

. ' 

I 
I 
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J.ic lodo lnr,i.a 

F.n ccto caco :::;c utili;;o el hibritloin OI:TJ,cl cuol :rue c:q>amii­

do en opinncr • .Alcan~do la dcn::iidad cclul..-u- ~npc:rad;:i.(60xl06 

eel)' la:J cclula:J f\\ '?ron ccntri:fucada::; a 300 l'~)Q por 10 ninuto::;. 

El pellet obtcnido sc rcsu3pcndio en 30 ml. de ocdio !I::r:! lo;~ !1S. 

~~ su::;pcn::iiun cc11Un.:::-- f:uc oc~clad.."1. con i.:,"lln.l volui;i~:l de mi;:;. 

coluci6n de a1e;inato de codio al 2;~ y lueco t:..-an::;:fcrich a m~ 

jcr~c.i con a._."Uja 22I/2 G. La mczcla :rue ~ote:~dG. en !o::.;;n uni­

:folT.lc sobrc ~ :Jolucioa de clo!'l.lro de cclcio 125 i:.i:.: (lSO ul) 

colocacla en 1m a..,"1. t.."1.dor ~,:;netico ~ vcl.ocicl.:.d ;wlL-..::. • ~::; pcr­

lac fucron l<l.~da:::; :mccci r..racntc coa ;:icdio ;.;c Coy :; fin;tl.11cntc 

ret."U~!>cndid~:::; c., un ocdio IX.!£::.: ::..;;· rr·s :; cul ti vad~ en \!:1 r::.-;:.~>-

co :::z;in.,cl· de 25J rtl. de ca::_Jac_id=.d • 

pJl· , concc:1tr.,ci ·1c::; de r:luco:::~~ ,::!.actai;o ;; activitl:vl <le 

:~c!.io. T~UicI:. cc dctcr;:-.inO cl 1il1=:1~:i""U Uc cClul~~::.. / ~: ... -..:l·J Jc 

pci·la::; j' vi . .:.'.;il.itl..~d cclul:-.;.· , l1:•1·a l.o c-....~,1 l~::; ::ii:1a:.c :uc:-'1;; 

di::>ue:lta::; en \m volimcn adec~tlo tlc l:."::~;, '.)(bi:.:. 

nc:;--.. 11 tc.doz: 

Sc prccentan en la t~bla 1: 

Ta.bl.a. 4 

cli'.fi. clc pi! GJJJ'f.":i. n!! tin I<')fu viabili<l;>d u·rn .... cr.' "'; .. cl ro, 

cu ··1vo m:· £,;<.de - a f.i :i. to (%) 
,, ;..:--:•. •'ii·~==1 ~0w 
""'~ ....... ;.> • .... L. ~·.A 0 
,· .. J..;.;. 

0 7.1 3(>'1, 9 
4("°'11.S) 7.1 .'Mf,6 
I 7.3'! z , .. ., 7 ..l,"1•106 7'.J,& ~s 

l, 1. 13 I 60, 14 -g~/d:f> &3,£-. • 2•, 
:; I. .'Jl 3c'1,~. 7;7y..10<:i !IO 6J.0 

4 1.'*7 JS0,2.~ 2H""IOb f\0,9 c:~ 

5 7 Zl 165
1 

I+ ; 781 '°" u,si .3 u::. 
0 7.D!> 160, , ... /o 7,10"' !/t,7 ,5 •2S 

7 /Dl,6 1 ' (· 7Z >1a.11<:. 
C..!15 2,11 •• o 

8 661 nd l .S~A ll)b f!l,S >? 8.11!". 

' 
nd no J.rtotr ..,; ""do 

..• 
3C rc::li~o cl cunbio de 100 ml <le 1.1edio frc:;co . 

:•11 Se <leter1aino 1~ prcoC;ncia de :.:.n t;ic-. .wr.vo:; um<li:mtc J.~ t~c·· 

nica de ;:r.::::~1. cc11:;iuili7.~ndo con anti-IGG t!c raton. 

Obncrva.cicln: n ix.:.rtir !lcl 411 Jia, nc ob:;ervo la pi;cncnei~ 

do clun t;ci·r: en cl inter .ior de l~ 21c1·lnr.. 

La <letcrmin:i.cion t!c lacl;ato 110 rue deteri11inada. 
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). 3)' CULTH'O DE llID~IWi!AS Eii SACO DE DIALIS:r::; 

Ctra tccnica dc:;ai·!·oll.ada para cl cultivo d.: ccl.ul.as 

n o.l:tas dcnsitladc:; y conccntracion d~ \Ul producto' en 

fonna pura y a un costo bajo,ha :>ido cl cul.tivo en sacos 

de diilisis. 

t-:etodo l.ot;i:i: 

a) Inocul.o: Sc trabajo' con dos biilrido~ : cl cnii-!l 

y el. cn-3, ::icntlo cl inoeulo del. hibrido::n OK!l.'3 1..5 

x io6 eel./ ul en wi v:olwacn :fi.'Ul. de 10 cl de nctlio 

n·.~ 10-;, I.!3,7 el dcl ;;.n.1.i-D 0.4 x l0
6
ccl / r.il. en 110 

voluzcm fin=tl. de 10 ii!. de xacdio Rl"""';~I-1G4CI con lD ~ 

de i!S 

. b) T:rat~-ti.anto de lo~ ~aco~ d~ dicilici~: ~c atili=~on 

:;:ico.; tle 2. 't cr:i. de di::.:.1.::t::.·o por 7 .::l!I de 1011.::;i -:;..td y t.,;1 

Con cl objcto tlc clll"'ri.a .. ~· :;uct~cin.:::; t0;·:ic2.~ (clicc:·ol 

::>"1l.:f;iro~ ,r:ii;~alc:; pcGa.do!;, ct.c ) 3e GoDC-'~ic::-011 lo:; ~co:.:> 

b.l) Du:; vcccc en ct2.11ol al 50 :. 

b. 3) Do::i en ~'.i'A L.--t.:. 

b.4) Do:: en a.:;.i.a cic:;til:·.:la. 

Lo~ 12•r:v-~o:.; fue:ron de Wi:-~ i10::-::l c.-:.cl._ ui10 :; ~n ;.:.ci 1;;;ci.)n 

DicilC!> !:::co:: llC tli<'.li:;L:: r-..~~::.·011 :ilr.i.~CP.:1::1.do.:: C1l ::cl.iio ;:·­

c~tieo :.1 10 ~~ a I, QG • 

c) !.:ontajc: Lo:; :;ace:; tlc tliali~:ir. lavado:; ~uc~·on ...... -.-.tci:!<lo:; 

en uno de cu:~ 0ztrcL10.:: , r.ti.cnt:·~::; qU:! c;-, cl o'.;ro :;c c:;­

loco u."la e•~nula de pl..-!:::'dco con cl i"in de ~!!cili '.;;i::.· la 

r.-~-ii1)ul..•cion. 11111.:;o :.;e c:- ;.erili~a.ron 2 h·J~·:_:; en :'.ex~ de:;-· 

tilac!a ::. chullicion. :~:1'.;;,::i ~;1co:; fucron inocul:::.•io:; con 

·lac cclul'1:; rm l<! cone en L::-~-.cion c:;tablccil\a :; luc.:;o anu­

dad:::.: Cbl hi lo c:.:t6ril, l'cti~·:u'l:.locc la c:l.nula: Lo::: ::aco:; 

rucron in Loclucido~ en tube:.: <le 21 Chl de l;!r.::;o i10!· 4 er~ 

cJ e d.i::l.;:ct!'O con '.:iO ul rlcl mcdio <le culi;i ·10. 

Ln inctlbacion ~c l'c:.ili:~o en :::.c;"l tn.cion en :1iutcr.1a de l'o t~­

eion :i vclor.:itlud Llinir.i..1. ;~ 37"C. 
-5-
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Rc:;ul t::dn::i 

En la t:!bla n!! 4 :;c lllUc::tr;m los rc:Jultado:. obtcnido::; 

al mcdir con~o de t;luco:;a para. a:nbo3 ::>aco::> de 11i:ll.i:::i::; 

Tubla n2 4 

Dias de cu1tivo Ccnir~a pH * c-'"""'·dc pn ·-· 
Glu~J:::.."1.~ Gluco:.~''" 
( "'1'ii::) ( 'fNff/ dJJ) 

0 364.;! 7.4 157.5 7.7 

1 321.g . 1. 3 127.1 7.53 
2 311 . .:. 7.33 131.1 7 .. i 

3 273.2 7.4 102.t; 7.14 

4 25.3.~ 1.~2 n.d. 1.02 

5 l=-'\"\ 1' Ov.J 1.22 

G 30G. ~ 7. 'j 

>< ·oXTJ incic~" l.5xl~ ;..:cl/:::J. . . ~ ' . (, 
anti-H

1
inor.-.:.lo OJ ::: 10 eel /r.tl.. 

rL:. del S2..CO Jc ~liu.li::-i:; ~o:i .:Jc i!:1i1oi .. tanci~ en ~l ;:;c~i::.icn·~c 

de ·10:; cul ti·:o:; ,y:: •:--;::: c::; cl :i11ico ri•,:·:!>-:ic'.;:.:-o 'i•tc _!1ucd·~ :::c::-

dctcrnin;ulo 

r;1 nu.~;~ro :;.~ cclul;~::; , vi::":.lilitl;:d y <.cti ·;id::.1 <le 

Tabla n!! 5; 

83,3 

v.0. rt\ £!is.I\ 

> 1"'"- .J i.: ... ;k 
<;..:f"'cior.(ho-.i.~ 

.Llv11M: ~llf1.S) 

-JO -

1-0 

B-t,2 

T;lulo J~. h.>""1~1vii""'-t'u'": 

1301-~ 72.l. 
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4) Ptmll'ICACIOH DEL AHTICUERPO L'OHOCLOHAL POR PROTEINA A­

SEPIL\ROSA 

Se real.izaron 3 purificacioncs del Acl.to anti-D a pai-tir 

de 1os medios de1 espacio extra~apilnr de 1a fibra hucca 

(.AUICOH). 

ltctodologi.a 

Las mu.estras de cada purific<:;cion prcvia fil tracion por 

O. 22 .;a fucron paaado.s _por ww. colUilllla Cl0/10 (Pharm.'.lcia) 

.· conteniendo 10 ml. de prote:ina A-Sepha.rosa. Una vez equili­

brada con el buffer Tris 0.05 l-t/ 0.15 Na Cl pH 6.6 hasta 

alcanzar la linea l:ase 'pasamos la muastra _con ''1 n nujo 

vo::!.umctrico de o.8 J:ll/min. Dczpues de p:!Car la muestra,se 

J.avo con el J:li.'3mo buffer hasta re~pcrar la linca b:ioe. A. 

csta fraccion no unida. de la columna de denoiaino ?t ( f1ov; 

;thr~u&h). 

Debido a· que no conoci:u:.'Os cl isotipo del ;.c;.:o a 

purif'icc.r,:re :;:e,_:lizo la elu-~ion -zucesiva con diversos bu­

fcrcs: a) b\.ffcr :fos:fato 0.05 •,:/ 0.15 r: ?iA Cl,p:::i _7 .0 ; b) 

buffer citrato 0.05 M / 0.15 :.~ iluCl, pl~ 5.5; c) buifer a­

cetata. 0.05/0.15 r:; ifa.Cl, pH 4.3 y u) buffer glici~ 0.05 •Y. 
O .15 LI IfaCl pH 2. 3 • El anticuerpo elu:Ldo :rue neutr::.lizado 

con Tris bnse hasta pJ 7 ~ . 
Pcstcrio1"tlcntc l~ colu;~~ fuc 

lavada con buffc1· Tris 0 .05r,:/ )]_: !laCl I>H 8. G, buffer d y 

po1· ultL'riO con buffai· de cr.uilibrio • La:> fraccione;; ob­

tcnidao fucron dializada9 en ?BS pll 7. 2 por 4B hora:! 

Las fraccioneo obtenidas de c~da purificacion fucron cn3a­

yadaa en mi activid;:i.d biolo(;ica por hcmaG].utin~cion 1.lirec­

ta, y la pure~~ de los difcrc1tes cluatoa mcdiantc clcctro­

forcnia an .:;elco de polioa-i.;,c.;idda al 12.5 ~ en prc::;cncia do 

SD5 e:n condicionco nati vac :1 rcducida.o y en o:i.1£,'UJlOG caco:-; 

en cele9 de eradicntc:J de 3-25 '{. Ph.aat-5yotcm (~ha:'J.iacin). 

P.enul tnrlo:; 

l) I'ri111Cra purificacion: l"uci·on i•urificadoo 15 llll. de una 

-Jl-
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~czcia de :&!5 (118 ;r232 homo) en l.n:J si&Uient~3 condiciones 

-vclocidad de rccistro 0.15 cm/ 13i.n. 

-fiujo volWlletrico 0.8 ml/min. 

F.n lafi~ n!! 2 f:C aucstra el cromato~ de la pri.Jacra 

purifi~cion_,cn la ficurtl 3 se JilUCStra los SIXl-PAGE al 

12~5 ~ y en eradientc 8-25 ~ (Phast-Systea ) en condioncs 

reducidas y teii.idas con plata ,mostrCndo::Je wm b11ja conccn­

tracion del anti1.:Ucrpo pµrificado. 

2} Secunda parificacion: Puenm purificados "33 ml de u.na. 

mczcla de R:S (331 h,449 h y 543 h ) en las oiGW-entcs 

condiciones : 

.velocidad dcl·r~stro: 0.05 CCl/;:;Un 

f'lujo volUJJctrico :0.4_ol/lili.n 

l'ucsto quc en l.:l pri;:iern pui·ificacion nu huoo cl;1cio11 cic 

p:i,cos. con buffer foo:!'ato, c:::tc fuc clil.ri..."ladu d<! lo::: pas::.:; 

de ch:.cion • 

En la fit;. 4 se · observn el c:-onntotiY"~l de 

la seccntla purificacion,!!l0st1-.!ndo~c ].&:;. :::ec·.lcncia de clu­

ci~n con l.os distintos buffer::i. En la fi.; 5 :;c m11:::.; t:-a 

~l s~s-r~gH ,12.5 ~ en condicionc~ rcduci~~~ y tcnitla:; 

con Coo=:J:::ic Dluc. S.e ob '!A'Nt>... alt.a c""'"'•'.,'"'~.;.~ J~ A~ 1-to. 

3) Tcrccra purificacion: Fue:con purific:idos 40 ml dell-;::; iO? 

57'1 h c11 las ::Jicuicntc:.:i contlicionc:::. 

- velocidacl de rc.:;i3tro:0.05 cl!'/d;1. 

- flujo volw:1etrico:0.4 ml/min. 
~r.I 

En c::;ta purificiicion :ic utilizo<clucion del pico dcl an~i.-

cucrpo, buf:::'cr citrato con pH 3,5 cl cual: c::; racno:; d1-.i::;ti­

co que cl UGO de clic,na pH 2.3. 

En la fi.:,uru 6 oc r.r.icotra cl crom:i.to~~ de l:t tercc:-a 

purificu.cion,dondc cc obocrva l:i cccucnci:; clc clucion co:. 

lo:; dictintoa buffr3. 

En la fit;. 7 :JC m.w:;t1·0. cl SD:i-PAGE nl 12. 5 1- en condicio­

nc::: rcduciduo y tcnida!l con Coo~1::;:;ic Dluc: T""'"''o "I. ......., ... o:. 

z.\T • '""'~"t.r.&c.;o'n J .. t ).<.KO. 

- n.-
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1-,__ 

1-

:=::=r::__- - -'--- -->--~- _ __:I.-= -~1-_i ___ ..:..:.1= ==-=- -'~=>--· --_. ---r- -- ~.=--=~t~ 
------- - !- ·-:== == ---f_~~==~.:: 
---- - -- -r---i-= -~.ew:-J ---· ==-3~-'· --· ·-

-· ,_;. --.=-1--.. - tL~ --:- - '--'!- -· -=~'=---<----,- _, __ ., __ - -~ :-_:~c ---
__ ,___ --r- -:--i--- ---:;..-~ --· :• - --l---CF"- -
__ ,___ 1-\- --- ---z -- ~ ·-·-; • !=:::: 

;:; gc-J=\~ .==: .. _I\- -h ._:,-: ~:~i.=.-: ~.-&.l!-=:1.~~ 
~-:- .'-~- ._:_::?....... . -... -_::Jd:-...:..=.:..::: - '=-=· ' J.£K:: :!·-=-....:+ 

l ~----=~ -. 
;:r.-;tm.A nl! 2 Cro!Xl.to~<1.Jila de lz purific:icion n!? l. 

volu..ici:. de la auc:itra 15 ml ; buffer de wrion: tri:• 0.05 I.: 
pil 6.G ; uuf::'er:; 1

::: ~lucion: l~ i'oni'a1.o 0.05 i.!/0.15 :;; 11:i:1, 

yli 1.0; 22 citmto o.os:.Vo15 nacl,p!I 5.5; 32 acetate 0.05 1.V 
0.15 I.'. IfaCl,piI 4.); 411 clicina 0.05 LVo.15 i.~laCl, pH 2.3 

bufi'e1· de· re~cnc~cion: blicin.a. pii 2. 3 

flujo volumctrico:0.6 ml/ min 

vcloci<l:.d de rc0i:l tro : O .15 c..Vmin 

Ac.ti.,ida.\ Jc Ac.HO Cl\ lo\. r''O!. ror he~Wli~C..:of\.: el piw C.01\ .:Jdi.Ji -

dad tve el ~ 2. co~ "" · t.'-t.,lo Je .l5o. 

-13 -
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.Z.0.1 
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.. 
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,.._ r-=1 tJ. ~. 
S4 -1 

-~:=\ •1 --· - •5 -

• • ~ -
.au_: ... i' --_, - - ... _, 

I -- -- --
-1 -- t l:_ .. .. c. .. e 

L ... e " e f 

Fitt 3 SDS-?AGE de l.&m frn.ccioneo obtenida:J ~ 

_a) al 12.5 ~ en condicionco de rcduccio~ 1 tenid~ c~n pl..::.ta 

i.oo carrile::: CO!""~·c:::pcndr.n a: 

~ :i: i:IUC::trn precolumna 

- ~ c: ~ico 2 

' 
(r.11 Z-l) 

b) en t;rnuicn1.c de S <:. 15 : , ~jo 4 conC:i::io:i.~:.: difc::-cn~c:::: 

-car-cl a: ~1.ro'n dP. :pe!:.>o :n.'.>lccul=.r (Pl'M). 

-cancl i>: Lll.lc:J:.ra del pico 2· diJ.uida t./5 en ::,,lficr con 

~eta. i:crcaptoci;;:in:>l y hci-."ida 5 ;.ti.nu'.;:;,::; 

-carcl c: :;--.uc:::' .. ra cial pico 2 dil•.lld:i .~/'j en L':..1:.:-fer coa. 

bet.:? !'~c;;.·c::.pt..Jc~ol y hcrvicl·. 10 :.:i:;ul.<J::: 

-:can.-:! <l: ;::14c:.;tr::i. dcl pi co 2 diluid:-~ V'5 nn ;..~1.ffr.r con 

-·M-
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29 acr.1..-it.o 0.n);•/c1.l)l: ::·,.:1, !':: ~. 3 

31 c;licin."\ 0.0~:·;,,. t):: :;·,::1,,,:1 ? •. \ 

bnffci· 11!? rc;;cn~1~:cicn:t;1.icin:..,..i~.) 

n.u,;o volu;.;C':.i-lco : O. I, r..l/ ain 

vclocidad tic rci;i::l.i-o:0.0~ err-/ ;.:.in. 

,l.-t • .1;J~J doi ,kHo "" lo~ (';c.>•. rl)r .-_,,,,,,ai..1.;..,'l.<.,',..: 
~.:,. .... ,.I.~ ~r.1.·,,J .. .t ..... l.H 1"'t0•. 7 ( u .. 11,.·l.'lo1lo Jtl., 

l.7 ~ '"'"., p;<C.\ ( \,O~ .. .-.1.'t.../f <le, ~1). 

-1t:.. 
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(~{\'It 
. ..._ ·--·-

,1 - - 'llil ... ,., ' I - , . 

• , .. , .... • ...~ 

.. 3 - ~ 

30_ ·~ --
" f ~ .. -,,,_,_ ......... 

A't.1- -
L-.._ ____ J .. b c. " e f. d "' 

:c'i.:;. 5 S!:G-::':.~::; ::.1 12.5 ~: en c:cinclicio:1-:-:1 de rcdncci0n 

de l::.:; fr.i.ccior.c:: ohtcnid::.:; de la r·m·i Fi.c~cioa 2 

tci:uf.::.:; con Cooix;.:icic 2luc 

Lo~ ca:u.lc:; cc:·:·c:;pondea ;:i.: 

-c;mal •~:p:!'c-colu1a.-w.. 

-co..:::: ... . flo..-r t~U-O\tQ1 (rt). 

-cruci c: PPH. . 
-c~~ rl; pico 1(~~ ~-l) 

-C~'!~: c: piC.o 2.(ttl 2.1) 

-c:-..n~ .r. _:iico ... { t•' 'il·S) 
J 

-C<l:)~ c: pico 4 (T.W '"" uoO flt tH) 

-c:-i.:~..:i.. !1: ~ico 5 (_r....:a iso ... ,.. Mead f lf !>.C>) 

-16 -
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-. - o_.,___ - .__ ,_,_ 
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) 

,_,_ 

-~ _o_,_ 

rw•-n> 

r-­,___,__ 

i-- 1-r--·-- --

'!Juf;c:- cic 1::1im1= tri:o :>.0'j :: ,,.:; 

bu!:c:- de clu.:ion: l!! cit:· .• ~., 
;>!! ci!.:·;,~:, 

3~ :;lici ... 

.. -J •• 

l:uf ~-er t!c :"1'"Urn~1·:ici:i1~: t!"' j .--: ·J/)'j :.: ,~~;; ':. - 1_,,,~,.. .~ .. , .. u .~.~ 

rlujo volwi-::l..::-ic•>: •J.::zl/ru.n 

vclocic1n<1 c1.- :-c,:;.i;;t1·0: '.l.O'J co I ::in. 

Att;..1.d . .,J J<. 1.tto ~" loLr•w~. f"' '""""·l~1 l .. 1..tkl'-~~= ~. c.:.,, ...... 11 ,-~ 
.kt;.i;J,,.l ....... 111 '!. r' u•<,. 1 ( ••• .-1.:-h.1., J~ .J,l /t:li >1 r'..., .! 
(<.Of\ t.'-tvlo J.•. <>1). 
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(J.!>) 

FiL;.7 

PrM 
. 
1 '1 --- --'1- ' - ..... .. 

\ p ; ..... 
"! H-

~ 1 

le) -
'I 

- ~ , - I - t . '1 •-J 
ZAt....,..... - _J '1-1- -.... - -- - ~ ·-.. t c cl e $ !I 

S!Y.3-?.;.\;E ;;-:.l. 12, '.)~ en conciicionc:;; de rceuccion de 

laa f~ccic;inz:: obtenick.=; qc la purifi.::.-i.cicin 3, tc­

iiidas con C~o::i;:~::~ie blue. 

Los c:u-~ileG corrc~p~ndcn a: 

-canal ~= ?rc-colw:."l.~. 

-c~l b= ~lo·;; Till70U£;h 

-ca~l c= Pr':J. 

-canal d= Pre-pico 1( tH 3-S) 

-cn.rml c= Pico 1: { th ?. -s) 

-C~'1nl f= Pico 2.( pll 2-3) 

-co.n.;i.l ;;= :1ico). (pH 5.S) 

- 'a. 
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COliGLUSICrIES 

:Tanto la!J nctividtules tcoricas como pra"cti~s ~ucron cu1J:dn.~dac. 

Con rcspecto nl. trabajo cxperi.mcntal. 1 :::1c ~dquirio 

de la cxperiencia ncccsaria par.i la produccion ~siva de <:..'lti­

cu~G monoclonclc::.. Er. lo refcrcnte al. montaje de la fibra 

hucca (.A?.:ICCU) hcmv;i obtenido remil.ta.doc muy positivos,conccn­

tr.mdocc el .\C::O anti-B con cierto ~o de !>ureza y al.tos 

t{tulos de hc:&aGlutinacio3 • Los rc::ul:tado:J obtcnidos cncap­

GUl.:mdo celulas en alt;inato,~s~do aiin en "c-.ir::>o,h&m per:ni­

tido) la obten:-ion de Acl:o conccntr.o.do. Truabicn nc rc..-..I.i~ cl 

mcm.ta.je de lUla tecnica alternntiva 1como cs cl cultivo en sucos 

de diali::;ic. Del iill:>.:1> obtu~:::; muy bu!::nos rc::.;ultados conccn­

t:::apcio:::;!? bi<:!'l los ,\dh; Ol<U 1 J.B. f'_1rt.:O.,.Jos~ J~ .:L"~.r<.!~• ; .. c.:c...1o~ 

Sc purj fic.u·on lo:: sobrcn..~c:i;mt•.::.; eel 

.t:;;:i de fibr:?. hucca de ,\Zli.con par p:-otcin:i .'.. sc!~h:tl'.:>:J::i.. ~c­

obtuvo \1.n cicrto o--::.do de pure~ pucsto que en l:>::.;SiJS-~A:;.6 

ap~l·ccc un."l. 1:..-mchi. entrc 67-94 l.d, q\lC :!,)O:::liblc:;icntc scan :?Gl·e­

.:;::do:::; dcl ~c~o,c'-to no pudo scr confii~~ido. 
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P:ua concluir cl prescntc inf'ormc,queremos mo.ni.resta.r 

nuestro sinccro auadecllti.ento a la. Dra. Ann llaria ~oro 

1urlani por ::u oriCDtacion,ensenanza y ami.stad. - . 
A U:lriaterc:zn ·:Sodr:lsucz,liliriaa llakmriura y 1.iaro. Lucia 

Zuchernn por su cola.bo::-acion y omista.d en nue:itra pCI'l:l;l­

nencia en el la.boratorio. 

Tambien acradccer a la Dra.Celia 

Dona Salctc y a todo el personril de Biotecnologia ,or brin­

darnos su amis~ y lo;;rar quc nucstra cs+..aui~ en cl Ilra­

sil sea era.ta. 

J.:uito Obrigado po~ todo 

, 

NC?ncy,:::osa y Heriberto 
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