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“"PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERFOS MONOCLORALES. UN
ESFUERZO COMPARTIDO EN LATINO AMERICA™.

INFORME DE EJBCUCION #4. Octubre-Diciesbre de 1880

Este es el cuarto y altimo informe de ejecucién de la fase de
adiestramiento del Proyecto, por parte del Laboratorio de Referencia ubicado
en la Divisién de Hibridomas del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
de la Habana, Cuba. Incluye los resultados del adiestramiento de los
representantes de cuatro paises (Venezuela, Ecuador, Chile y Argentina)
durante el peir_odo comprendido entre el 1 de octubre y mediados de diciembre
de 1990. Su composiciin es: Gestiones de Compra de Equipos y Hateriales,
Desarrollo del Entrenamiento, Conclusiones y Anexo (informe de los
estudiantes).

Presupuesto, y Gestiones de Compra de Bguipos y Materiales
Estd en ejecucidn la recepcién de materiales correspondientes a los dos
pagos restantes de 1890 (USD 8100.00 y USD 8000.00). Se acsba de recibir el
primer pago por USD 16,000.00 correspondiente al contrato para 1881, recién
firmado. Se comenzara de inmediato el proceso de solicitud de ofertas y
contrataciones. ]

Desarrollo del Entrenmmiento .

No se presentaron dificultades en el comienzo del adiestramiento y el
curso comenzé en la primera semana de octubre con los estudiantes: Monika
Merino (Ecuador), Nunciada Salma (Venezuela), Rodrigo Ramos (Chile) y Albertc
Horenstein (Argentina).

El trabajo se desarrollé en 1lo esencial acorde con la programacién
reestructurada para ocho seuanas, seflin la sugerencia del segundo grupo, y las
semanas adicionales s2 cubrieron con aspectos de la preferencia de cada
estudiante. En el curso participaron ocho investigadores y siete técnicos de
la Division de Hibridomas, y se desarrollaron los siguientes aspectos:

(a) Teoria.-
Los estudiantes recibieron las siguientes conferencias:

. Aspectos generales sobre la tecnologia anticuerpos monoclonales (AcM).
Proyectos de Trabajo de la Agrupacion de Hibridomas y del CIGH.
Uso de ratones hibridos para aumentar la produccién de AcM.
Uso de reactores de fibra hueca para producir AcM.
Sistemas de ensayo para AcH.
. AcH por ingenieria genética.
AcH bifuncionales.
Produccién de AcM en bioreactores homogéneos.

Las estudiantes impartieron los seminarios estipulados en el programa, a
partir de un paquete de articulos fundamentales sob:re generacién v produccién
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de AcM; estos fueron:
. Aspectos generales sobre el cultive masivo
Obtencidn de ascitis para la produccion de AcM
Encapsulacién de hibridomas en alginato
Métodos generales para la purificacién de anticuerpos
. Fusién celular para la produccién de Libridomas murinos
AcH humands .
. Dos articulos seleccionades por los estudiantes

También los estudiantes asistieron a los seminarios tef6ricos semanales
de la Divisién de Hibridomas sobre temas diversos que incluyen investigaciones
sobre produccién, purificacién, splicacion y nuevas tecnologias en AcM.
Efectuaron visitas de trabajo al Instituto de Oncologia y Radiobiologia de la
Habana, y al Centro Nacional de la Vacuna Antimeningocéccics.
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(b) Préctica (34 horas semsnales):

Las estudiantes rea izaron las siguientes actividades:
1. Aspectos generales sobre el cultivo de hibridows:

Descongelacion de hibridomas. Prepararion de medios de cultivo.
Valoracion del crecimiento d<l hibridoma en ambes medios. Montaje de ELISA
para el testaje de los sobrenadantes. Crngelaciéon de hibridomas para banco
celular. Clonacién de células de hibridoma. Fusiones demostrativas.

2. Canltivo de hibridoma "in vivo™:

Inoculacién de  hibridomas en ratones BALB/c. Evaluacién del
prendimniento. Obtencién de liquido ascitico. Procesamiento y almacenaje del
liguido ascitico para su posterior purificacién. Ensayo de las condiciones
6ptimas de union de anticuerpos a diferentes matrices cromatogréficas.
Evaluacion de las condiciones éptiras de elucién de anticuerpos. Purificacién
de ascitis. Control de calidad.

3. Cultivo de hibridoma "in vitro™:

Encapsulacion de hibridomas en perlas de diferentes concentraciones de
alginato de calcio. Seguimiento de parametros tales como viabilidad vy
concentracién celular, y produccion de anticuerpos, en diferentes condiciones
de cultivo. Hontaje de un biorreactor de fibra hueca (Acusyst R) y cultivo de
hibridomas inmovilizados. Cultivo de  hibridomas en sacos de dialisis.
Purificacion de AcM a partir de sobrenadante.

Conclusianes

1. Se cumplieror. los objetivos estipulados en el proyecto. Las estudiantes
adquirieron un basamento teérico y practico que les permite comenzar de
inmediato la produccién de AcM mediante cultivo. El modelo explotado fue el de
la encepsulacién de los hibridomas en alginato de calcio, y su mantenimiento
en frascos “spinner”, tecnologia asequible a laboratorios sin grandes
recursos. Tambien se hizo evidente que el cultivo en sacos de didlisis puede
ser empleado en 1los laboratorios para pequeiias producciones. Los alumos se
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relacionaron ademés con el bioreactores Acusyst-R de fibra hueca, comprobando
su funcionamiento, y recibieron un entrenamiento en los principios y métodos
cromatograficos fundamentales para la purificacidn de AcM.

2. E1 programa incluyd opciones adicionales y los alumos adquirieron ademis
formacion te?rica y préactica que les permite sbordar la propagacion de los
hibridomas "in vivo™, en ratones BALB/c, y purificar los AcH a partir del
ascitis tumoral producido en ellos. También vieron procedimientos de fusién
para la generacién de hibridomas de raton, y transformaciéon de linfocitos
humanos para para la produccion de lineas permanentes que secreten AcM
humanos.

3. Sin duda algunz, este fue el mejor de todos los grupos que han asistido al
adiestramiento, destacéndose por su armonia, dedicacién al trabajo y al
estudio, seriedad en la preparacion de las conferencias y seminarios asignados
y resultados experimentales. Las relaciones personales establecidas con el
colectivo de la Divisién de Hibridomas fue también excelente.

4. Los alumnos terminaron su trabajo enviando un manuscrito de articulo de
técnicas a la Revista Biotecnologia Aplicada, referente a procedimientos de
purificacion de anticuerpos monoclonales de ratén.

5. Las dificultades que se habian presentado durante los anteriores periodos
de adiestramiento, referentes a una insuficiente atencién de los apartamentos
donde se alojan los estudiantes, fueron totalmente superadas.

Jorge V. Gavilondo Coliley, Ph.D.
Jefe, Divisién de Hibridomes,
Centro de Ingenieria Gengtica y Biotecnologia
Ave 31 entre 158 y 190, Apartado 6162, Cubanacéan,
La Habana, CUBA. Telex: 512330 ING GEN CU, 511072 CUBA CIB
Tlef: 53-7-218654, 201409, 201308

La Habana, Cuba, diciembre 189, 1820
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* INFORME TECNICO

PROGRAMA DE CAPACITACION PERSONAL1ZADA EN
PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

1. ASPECTOS TEORICOS

Durante el curso se incluyeron 3 sesiones tecricas
semanales consistentes en conferencias, a cargo de profesionales
de la Division de Hibridomas Yy Modelos Animales, seminarios
presentados por los participantes en el curso y seminarios
internos de esta agrupacicn.

1. Conferencias:

‘a. La tecnologia de anticuerpos monoclonales (AcM). Aspectos
generales. Proyectos de la Divisi=n de Hibridomas del! Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologta (CIGB). Aspectos generales
del cultivo de hibridomas. Reactores de Fibra Hueca para producir
AcM. .
b. Uso de lineas de ratones para la produccicn de AcM.

c. Caracteristicas de los AcM segin su empleo. Uso de AcM en
la purificacion de moléculas diversas.

d. Ensayos para AcM.

e. AcM por Ingenieria Genética.

f. AcM bifuncionales.

g. Produccisn de AcM en bioreactor a burbujeo.

2. Seminarios:

a. Encapsulaci:n de hibridomas en alginato. Cultive de
hibridomas en saco de di#lisis.

b. Métodos generzles de purificaci-n de AcM.

c. Fuegi-n celular parz la obtenciin de AcM.

d. AzcM humanos.

e. Ectudio del efectc de nutrientes e€n el 0
hibridomas y producci: - < o A R SR Ta FE e 4 loe
participantes’

4. We- o« —o-ez:.c fehuttle vectors) en la generacicn de AcM

ri::pex:ficos. (Seleccionado por los participantes).
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11. ASPECTOS PRACTICOS

1. Aspectos generales en el cultivo de hibridomas.

1.1 Descongelamiento, cultivo y expansion de hibridomas. Se
descongelaron ampulas del hibridoma CB-Hepl, productor del AcM
contra el antigeno de superficie del virus de hepatitis B. Los
hibridos descongelados se sembraron a una concentracion entre 3-5
x 10E5 cels/ml en frascos de cultive de 75cc con medio RPMI
1640/10% de suero de ternera (ST).Estos cultivos fueron
expandidos durante dos semanas, en el transcurso de las cuales,
se realizd la detecci6n y cuantificacién de las inmunoglobulinas
presentes en los sobrenadantes mediante la técnica de ELISA ya
estandarizada en este laboratorio. Adicionalmente, los hibridos
fueron congelados utilizando medio completo RPMI 1640/20% ST y 5%
de dimetilsulféxido, mantenido a 4°C durante el proceso y
almacenados primero a -70°C y posteriormente en nitrogeno
liquido.

1.2 Detecci6n de Micoplasmas: Se determina por 1la técnica de
inmunofluorescencia indirecta. La experiencia se encuentra en
desarrollo.

1.3 Zstudio de los parametros metabd6licos: Para este proposito se
descongelaron 1los hibridomas CB-Hepi y CB-Hep2, expandidos
durante una semana, y luego distribufdos en frascos de cultivo de
25cc por duplicado para cada hibrido. Se determinaron
diariamente los siguientes parsimetros: pH, consumo de glucosa,
densidadé celular y cuantificaciem de inmunoglobulinas en el
sobrensdante.

1.4 Transformacicn . de linfocitos periféricez tTogz-or 0 witus
Epstein Barr (EBW)

Aunque loe cbietive o tvur:n estsn dirigidos a 13
| S . n masiva de AcM, fue de interés para los participantee
conocer lc que se realiza en esta Agrupaciin en AcM rumance. -
nos brind. la oportunidad de aprencd-: 'z retcdoioz.a involucrada
en la trancsiormaci.n de linfocitos periféricos humanos con EBV.

"
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2. Entrenamiento en tecnolog:a de cultivo masivo

2.1 Produccien.™ in vivo ™

El cultivo del hibridoma CB- Hepl obtenido como se explice
en el punto 1.1, fue utilizado para la inoculacion de ratones
Balb/c previamente sensibilizados con 0.5 ml de aceite mineral.
El incculo fue de 1x10E6 de células por raton en 1 ml de medio
RPM! 1640 sin antibicéticos, por via intraperitoneal.
Transcurridos 7 dias se obtuvo el liquido ascitico por puncion de
la cavidad peritoneal.

2.2 Produccion "in vitro”.

2.2.1 Encapsulacién en alginato de sodio
Introduccion

Uno de los métodos desarrollados en leos uwltimos afios
para el cultivo celular in vitro, particularmente de hibridomas,
es la encapsulacion de las células hibridas en perlas de alginato
de calcio.

Metodolog*a

Dado que los iones fesfatos son inhibidores competitivos en
el proceso de gelificaci:in del alginato, el hibridoma CB-Hepi f ve
preadaptado 3 crecer e€en medio de cultive Dulbecco modificado
(DMEMYpor 2 dras. Este, por su baja concentraci n de fosfates,
garantiza quzr el proleso s« realice adecuadamente.

¢ deccongelaron Z impulas conteniendo 50 x 10E6 células
cada una provenientes de bancos conservados a -70°C + en
nitregeno l:quido. Las células descongeladas se sembraron a raz‘n
de 3 x 10ES células/ml en medio DMEM/10%ST/3%HECS (MS) en spinner
(Bellco) de 250 ml. Al cabo de 24 horas las celulas fueron
trancferidas a un spinner de 500 ml, en el cual se cambi: el
medio cada 24 horas.

Encapsulacien

Las células fueron centrifugadas a 800 rpm por 10 min. EI




Los spinner ' y 2 fuercn descartados a las 48 horas de
cultivo debido a que la formacion de las perlas no fue el Zptime.

Los resultados obtenidos en los spinner 3-6 se presentan en
1a figura 11a-c (Los resultados obtenidos con los spinner 4 y S
son similares, por lo tanto s=1o se presenta el histograma del
spinner 5). Del anZlisis de los mismos podemos obsesvar:

a) La mayor densidad celular (5,39 x 10E6 cel/sgr gel) se
observ:: en el spinner 3, con una viabilidad del 83% en el dia 5.

b) E! spinnar 3 mostr& una estrecha correlaci¢n entre 13
densidad celular y el consumo de glucosa.

¢) La produccictn de lg alcanzt a 6 mg totales al dia 5 en el
spinner 3. La produccicdn total de este spinner durante los 1
dias de la experiencia fue de 33 mg de lg.

d) El spinner 6 fue el que present& la menor salida de
células al sobrenadante durante el periodo experimental.

e) Con respecto a la morfolog:ia de los clusters formados,
s:lo el spinner 5 los presentc alargados (de acuerdo 3 lo
descrito en la literatura: Sinacore M. et al, 1983, Biotecnclogy
7: 1275 ); en los otros spinner eran redondos.

Estas observaciones sugieren que las células cultivadas en
el spinner 3 estuvieron sometidas a un mejor intercambio de
oxigeno y de nutrientes. Ellc podria estar relacionado con una
formacicn mas eficiente de las perlacs. Por otra parte, se obs>Tvo
que la gelificaciZn en 100 mM Cl12Ca (spinner 6), si bien permitic

un menor escape de cé&lulas 3l sobrenadante, podr:a limitar el
crecimiento celular, debido 2 que la porosidad de las perlas no
ser:s la mas &decuada para Gque ¢! intercambio de ¢ -sef Y

rutrientes fuere =ficiente.

Finalmente, =ntre ios factores que probablemente infiuyercon

=4
en un rendimiertc de producti.m inferior al descriptc en &
lJiteratura est- !z baja vieccsidad del alginato uszcco. En efecto
¢l uso de alginstc de cadena large (altaz viscosgidad) fpermite uns
formaci.n de pe:.ics de mayos porosidad. Otrso facter 2 considerar
ez l!a capacided scoretera do lg d¢i  hibridome uszado on sctos

expesimentoc.

2.2.2 Produccién de anticuerpos monoclonales por cultivo en
bioreactor Acusyst-R (Endotronics)

Introducci:n

E] Acusyst-R ccnstituye una alternativa de escalado al




efecto d= reemplactar la producciin de AcM en ratones y rolter. EI
sistema consiste en: reservorio de medio, sistema de gaseado para
el contrzl de pH, cartuchc de fibra hueca y un dispositivo que
permite e! flujo reverso. El panel de controi permite regular:
temperatura, flujo de CD2, tiempo de ciclaje reversn y velocidad
de las tombas (medio, circulacicn, cosecha y factores).

De=zarrollo

Se rzalizaron 3 procesos de produccicn, siguiéndose el

protocclc experimental que se detalla a continuacian:
1. Montaje del Bioreactor: se realizs en sesicn demostrativa
bajo condiciones de extrema esterilidad. ElI espacio extracapilar
(ECS) fue pretratado con medio RPMI-1540 sin aditivos durante una
semana con el objeto de eliminar compuestos tixicos.
2. Preparacién y siembra del in&culo: se descongelaron Zmpulas
conteniendo el hibridoma CB-Hepl, secretor de AcM contra el Ag =
de)l virue de la hepatitis B. Se creci¢ en medio RPMI-1640 (3.5 g
glucosa/! con 5% de suero de ternero durante 7 dias). EL inddculo
obtenido fue de 300 millones de células con una viabilidad
aproximada al 90%. En el bioreactor se sembraron 200 miliones de
células y se ajustaron las siguientes condiciones de cultivo:

a. Control de consumo de glucosa: fue realizado diariamente
(kit Sigma) ajustando la concentracieon de glucosa mediante un
aumento progresivo de la circulacion dei medio intracapilar y de
su renovacian.

b. Ajuste de pH: se realizo 2 veces por dia mediante el
rot-metro de CO2 zjust ndclc con el objete de alcanzar pH 7.3.

c. Velocidad de circulaci:n: fue iniciadz a 100ml/min.

d. Medic fresco: se iencvs a razdm de 50 mi/h.

e. Ciclaje del flujo reverso: se inici: el d:a 2 ~zon
intervalos d2 12 horas.

Lzc experiencias ! y Z se detuvieron el diz 7 al aparecer
contaminacisn bacteriana en e€! medio intracagpilar. Al iniciar la
experiencia * €e extremarcr las medidae de ecsterilidad en el
envasadc y concervaci n ¢e aditivos (glutamina, piruvato). Al
momento de realizar este informe, esta experiencia cursa ;u d‘a
20 con un desarrollo normal.
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2.2.3 Cultivo de hibridoma en saco de dialisis

Como técnica alternativa al cultive por encapsulacion en
alginato,se cultivéd el hibridoma CB-iFNA 2-a4, productor del AcM
contra interfer¢n alfa, en membrana de diilisis.

Metodologia

a. Preparacicn del insSculo: se descongelaron smpulas del
hibroma mencionado, el que fue cultivado en medio RPM1-1840/10%
ST. Se prepararon 2 indculos de 10 y 15 x 10E6 céiuias totales.

b. Tratamiento de los sacos de dislisis (SD): se utilizaron
SD de 2.4 cm de diametro, 7.0 cm de longitud y un cut off de peso
molecular de 14 kD. Con el objeto de elirinar sustancias toxicas
(glicerol, metales pesados, sulfuros, etc) se les sometic al
siguiente proceso de lavado:
b.1. Dos en etanol al 50%
b.2. Dos en bicarbonato de sodio 10 mM.
b.3. Dos en EDTA 1 mM.
b.4. Dos en agua destilada.

Los lavados fueron de 1 hora cada uno. Posteriormente los SD
fueron almacenados en acido acético 10% a 4°C.

c. Montaje: los SD, lavados segun b.4, fueron anudados en
uno de sus extremos con hilo estéri! mientras que en el otro se
coloc: uvna cinula de gl cstico para facilitar lJa manipulacirn en
la s:embra del in=culo. Luego de esterilizarlos durante 2 horac
en agua & ebullicisn, los SD fueron llenados con 10 y 15 x 10E6/
10 ml RPMI-1640/10%ST, respectivamente. Fosteriormente, previo
enudado con hilo ecstéril de) extremo abierto, se les retire la
c:nula y fueron colocados en tubhoe de 26 cm x 4 cm con 50 ml de
RPM1-1640/10% ST. La incubacirn ce realizs con agitaci’n en un
sistema de rotzci:on (roller) de 3 revolucisn cada 3C ceg,37 °C.

d. Mantenimiento de los cultivos: dado la activa
metabolizacisn de! medio de cultivo, este fue renovadec cada 24
horas. Se extrajo una alicuota diaria para medicicn del consumo
de glucosa y de la salida de células al sobrenadante. Los SD de
15 y 10 x 10E6/10 ml fueron abiertos a 1los 4y 6 dias,
respectivamente, para determinar numero de células, viabilidad y
concentracion de ig.




Evidentemente que los resultados obtenidos con este
sistema de cultivo son bastante auspiciosos. Si bien se trabajd
con un hibridoma distinto al usado en los experimentos de
encapsulaci® con alginato, probablemente 1la produccidn de lIg en
SD seria mayor. Experimentos en curso, en los cuales se comparan
ambos sistemas de cultivo usando el mismo hibridoma, tienden a
demostrar esto.

Por otro lado la baja viabilidad obtenida en 2#
(48.5%), se debe probablemente a que no hubo cambio de medio el
dfa anterior. -

3. Purificaci¢n de Anticuerpos Monoclonales

3.1 Purificacifn de anticueréos monoclonales por
Prote/na-A Sepharosa

Introduccion

Se purifict un anticuerpo monoclonal (AcMo) secretado por el
hibridoma CB-HEP1 a partir de fluido ascitico (Ver 2.1). EI
esquema general de purificacién uvtilizado fue el siguiente:

(A)Filtracidn

(B)Precipitacién con Sulfato de Amonio
(C)Desalinizacin

(D)Afinidad

Metodolog iz
(A)Filtracitn:

Los liquidos asciticos (LA) descongelados a 37°C fueron
filtrados por gasa Yy algoddn simultaneamente a temperatura
ambiente. Si bien el proceso de filtrado a traves de papel filtro
permite obtener un producto de mayor limpidez, es excesivamente
lento. Se filtraron Iliquidos ascfticos correspondientes a los
lotes 22-25 con un volumen aprox. a 2 litros cada uno. De ~ada
lote separamos una alfcuota (COdigo A).




(B)Precipitacidn con Sulfato de Amonijio:

Los LA filtrados fueron precipitados a temperatura
ambiente por agregado de sulfato de amonio s6lido 2 razf6n de 313
gr. de sal por litro de LA para obtener una concentracion final
del 50%. Luego de dejar reposar el precipitado por 2 horas a 4°C
se centrifugé a 6500g a 4 °C. Separamos una alfcuota del
sobrenadante del supercentrifugado (cédigo SC). EI precipitado
fue resuspendido en sulfato de amonio al 50% en un volumen igual
al 30% del inicial y centrifugado en las mismas condiciones. EI
precipitado final fue resuspendido en PBS, a un volumen igual al
25% del inicial y separado una alfcuota del mismo (Cddigo AP).

(C)Desalinizacidn:

El desalado de las muestras obtenidas en (B) se realizc
For cromatograffa de filtraci6én en Sephadex-G25. La o tumn 2:
gel se equilibr6 en PBS a 4°C monijtoreznd. ol «lusto por medicifr
de la densidsd 6;:.ca en Uvicorc acoplado a um registrador.

El Flujo Volumétrico (FV) de la columna utilizada (30/’
53 )y fue de 1 litro/hora, lo que perritid ob.ener un Flujo
Lineal (FL) de 12.74 cm/hora calculaco segdn la ecuacion
siguiente:

FV = FL x A sjendo A = Seccidn de la columna.
A = 78.5 cm2.
Para acelerar el proceso de desalado, usamos en

paralelo otra columna de Sephadex-G25 (5 x 90 cm) trabajando con
el mismo FL de la columna anterior. Se colect§ el eluato protéico
a temperatura ambiente hasta observar un aumentc en la
conductividad del mismo. Alfcuotas del elvide recogide fueron
separadas (Ccdigo FD).

(DYAfinidad:

Lz muectiz deszlinizads fue pacads por columnz X¥K50/30
(Pharmazia) conteniendo 100 ml de Protefna A Sepharosa. Una vez
equilibrada en tampdn PBS pH 8.0 pasamos la muestra desal inizada
con un flujo volumétrico de 400 ml/h (flujo lineal 20.4 cm/h).
Decpués de pacsar la muestra, lavamos con ¢! mismo tampdn de
equilibrio hasta que ¢l monitor UV recuperé la absorbancia o
linea de base original. Una alfcuota de la fracci¢n no unida & la
columna fue separada (Codigo NB).

Los anticuerpos fueron elurdos con tampon citrato O0.1M
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pH 4.¢ y neuvtralizado el elufdo con Tris Base hasta pH 7.0 lo
cua, ‘ue verificado con papel indicador. Una alfcuota de este
elufido fue obtenida (CSdigo E). Posteriormente la columna fue
lavada con el mismo tampdn de equilibrio.

Considerando por una parte que este laboratorio, en
purificaciones recientes, habfa reportado un descenso en los
rendimientos porcentuales de recuperacifén de irnmonoglobulina y
por otra, que los valores de absorbancia registrados en los
cromatogrsnzs de loc eluatos obtenides a pH 4.0 también habf-~n

dirminuido, decidimos modificar el protocolo. Para ello
realizamos la elucién con tampfn citrato 0.1M a pH 3.0 . Cou esta
variacidn aumentd cignificativamente la recuperacidn de

anticuerpo eluido. A modo de ejemplo, citamos los resul tados
experimentales correspondientes a la purificacitn de anticuerpo a
partir del LA del lote #23 (Figura 2).

Las fracciones obtenidas durante el proceso de
purificacién (alfYcuotas C6digo LA, SC, AP, PD, NB y E) fueron
ensayadas en su concentracién protéica por el método de Lowry ¥y
en su actividad especiffica por ELISA con placas E.Il.A.
recubiertas con antfgeno especIfico del virus de hepatitis.

La pureza de los diferentes eluatos fue comprobada
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12.5% en
presencia de dodecil sulfato s6dico (SDS-PAGE) en condiciones
nativas y reductoras.

3.4 Purificacién de anticuerpos monoclonales por intercambio
f6nico.

Introducecidn

El notorio aumento en la demandz de anticuerpos monoclonales
(AcM) en el diagnfistico y 1la terapéutica, ha obligado &
producirlos en forma masiva. Siendo todavi’a el fluldo ascftico de
ratdn, su principal fuente de obtencidn, la optimizacitn de los
métodos de purificacién ha sido motivo de numerocos estudios. Los
mismos involucran métodos cromatograficos, siendo actualmente el
de mayor difusi¢n la cromatografra de afinidad. Sin embargo, esta
presenta algunas limitaciones.
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Dentro de los métodos descritos como alterrativa a la
cromatografia de afinidad, se encuentra la cromatografra de
fntercambio ionico. En este informe se reporta el empleo de una
columna de intercambio anidnico en la purificaci¢n de wun AcH
murino. Se ogptimizaron las condiciones del proceso con el fin de
maximizar la capacidad de adsorci®n especffica de la resina, para
su aplicacién en la purificacién de AcM en gran escala.

Metodclogya
Anticuerpo Monoclonal

Se empled el AcM murino CB-Hepl, isolipo 1gG2b, dirigido
contra la protefna S del virus de la hepatitisB(pHBsAG). El mismo
fue obtenido a partir de 1Yfquido ascftico (LA) de ratones
hibridos OFxBalb/c, previamente sensibilizados con aceite mineral
e inoculados con el hibridoma productor.

Tratamiento del l¥quido ascrtico

Los LA recolectados por puncién multiple fueron
centrifugados, filtrados por gasa Yy algodon y precipitados con
sulfato de amonio al 50%. A los efectos de ajustar la fuerza
itnica de la muestra a las condiciones apropiadas a la resina de
intercambio aniénico a utilizar, el LA tratado fue pasado por una
columna 30/53 de Sephadex G-25 (Pharmacia). Lz fraccion protéica
desalada se eluyé con tampon Tris-HCl 20 mM pH 7.6.

Purificacién del Anticuerpo Monoclonal

El AcM fue procesado mediante cromatografia de
fntercambio ani¢nico en una matriz de DEAE-Sephacel (Pharmacia)
empacada en una columna de 19 x 2.5 cm equilibracda con Tris-HCI
20mM pH 7.6. Una vez sembrada la muestra, las protesfnas no
enlazadas fueron Javadas con dos volymern=s de columna. Las
fracciones adscrbidas fueron eluidas meZiante un sistema de
gradiente linea! de 540 ml de O a 200 mF CiNa/Tris-HCl1 20mM
pH7.6; o discontinuo (60, 85 y 500 mM CINa/Tris-HC1 20 mM pH7.6).
Se selecciond un flujo volumétrico de 25ml‘h. Las fracciones
fueron colectadas con monitoreo directo del froceso de elucion a
280 nm (Uvicord, Pharmacia).

Ensayos Analfticos

La concentracion proteéica de las fracciones obtenidas
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en el proceso de purificacidn se determinb por el método de
Lowry. Como criterio de pureza de las muestras obtenidas se
emples la electroforesis em geles de poliac ilamida en presencia
de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Se emplearon geles al
12.5% en condiciones reductoras siguiendo el método de Laemmli.
Estos fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomassie R-250 y
analizados posteriormente por densitometrYa (Hitachi) para
determinar la concentracién protéica relativa de inmunoglobulina
(l1g) en cada uno de los eluatos.

La presencia de AcM especifico se determin6 por ensayo
inmunoenzimético (ELISA) en placas de policloruro de vinile
(Dynatech). Estas fueron sensibilizadas durante 20 min a 50 °C con
5 ug/ml de pHBsAg en NaHCO3 100 mM, pH 9.6 y lavadas 3 veces con
PBS-0.05% Tween20. Las placas, conteniendo 100 ul/pozo de cada
una de las fracciones eluy¥das de la columna de DEAE-Sephacel,
fueron incubadas 2 horas a temperatura ambiente en cdmara humeda.
Previo lavado de las mismas, en las condiciones ya descriptas, se
incubaron con inzunoglobulina de conejo anti-jgG de raton
conjugada con peroxidasa por 1 hora a temperatura ambiente. Los
complejos inmunes fueron revelados con 100 ul/pozo de solucibon
sustrato (5 ul de H202, 5 mg de o-fenilendiamina y 10 m! de
solucion tampébn citrato 50 mM, pH $.5). La reaccion fue detenida
con 50 ul/pozo de SO4H2 250 mM y la absorbancia medida a 492 nm
(Titertek Multiskan).

Resul tadocs

A los efectocs de cobiener una mejor separacidén entre €l
AcM las protefnas contaminantes se procedi®6 a ajustar la:s
condicicnes de retencif®n de lac distintas proteinas en la columns
de DEAE-Sephacel con un gradierte continuc de fuerza icnica
creciente. Las figurasdB rnuectrar e! perfil de eiucion obtenido
mediante un gradiente linez: ¢ C-200 mM de CINa y las SDE-FAGE
de los picos c:omato;rifi:;a. T: znaliceis electroforétice muestiia
que e &} pice 2 ce la cremz=tograflz $ue colectadz gran parte ox
la lg pressnte en  la muszirs scmbrada. Fo: dencitometria o

demostro que soio el E2% de la Ig total colectada eluye en diche
fraccion. En la figura 4 se observa que el B7% de 13 proteina
presente en dicho pico corresponde 3 lg, la cual posee el 843 de
la actividad espectffica recuperada.

Dado que todac las protefnas del LA se unen a3 la

columna, reduciendo la capacidad de adsorcion de I3 resina, y
considerando que en nuestras condiciones experimentales las Ig
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eluyen con una fuerza {onica mayor de 60 mM ClNa, se decidi0O
optimizar este método de purificacion incrementando 1la fuerza
jonica inicial. La figura SAmuestra el perfil de eluciCn obtenide
con un gradiente lineal de 60-200 mM CINa. Se observa que, a
diferencia de la experiencia anterior, en las condiciones de
equilibrio eluyen dos fracciones protéicas. Mediante SDS-PAGE
(figuraSB) demostramos que la primera de ellas corresponde
homogeneamente a transferrina (carril 1), y la segunda a Ig
(carril 2). Al aumentar el gradiente salinc eluye una tercera
fraccion, que demostr0 en la electroforesis corresponder a lg
(carril 3). Si bien en la figura @ se observa que estas dos
Jitimas fracciones poseen Ig, con actividad especitfica, la
densitometrfa mostrd que 13 fraccidn 3 concentra el 82% del total
de la lg elufda, con un 85% de pureza. Es interesante hacer notar
que la lg colectada en la fraccioén. 4 carece de actividad
especifica.

A los efectos de extender estos resultados de
laboratorio a un subsiguiente proceso de escalado se encaré la
purificacion del AcM mediante " la aplicacion de un gradiente
discontfnuo de CINa en las columnas utilizadas en los
exper imentos anteriores. El perfil de elucion obtenido se muestra
en la figura L. Las tres fracciones obtenidas fueron analizadas
por electroforesiJ‘observindose que la lg eluye en las fracciones
2 y 3. Del andlisis posterior por densitometrfa se demostrO que
estas contienen el 50% y el 46%, respectivamente, del total de Ig
elurda. Adn cuando ambas fracciones presentaron actividad
especYfica similar (figura ®), con la fraccion 3 eluyen protefnas
contaminantes.

Dade que con B85 mM de CINa en el gradiente discontinue
queda retenida el 46% de la lg, se incrementO la2 fuerza ionica de
este paso a 100 mM ClNa. Al mismo tiempo y en funcicn de los
objetivos propuestos, se escal0 el proceso en ur factor de 6

empieandc una columna de S5 X 30 cm (Pharmacia) . La figura9A

muestra ¢! cromztogramz y la electroforesis correspongiente a
este experimento. La lg se eluyd en la fracciocn 2 con un nivel de
pureza adecuado. De 12 figura 40 se observa que esta representa el
93.5 % del total de lg elursda.
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CONCLUSIONES

Las actividades te6ricas y prdcticas planificadas por 1a
Agrupacion de Hibridomas de este Centro de Referencia para ser
decarrolladas fueron cumplidas.

Con respecto al tr=bajo experimental, hemos adquirido 1la
capacitacion necesaria en 1a produccion masiva de AcH,
especialmente en lo quz a cultivo de hibridcmas en perlas de
a2lginato de Calcio se re.iere. También hemos realizado el montaje
de unz técnica alternativa como es el cultivo de hibridomas en
cacos de didlisis. Los resultados obtenidos con este sistema,
aunque preliminares, parecen ser auspiciosos. Experimentos en
curso tienden a confirmarlo. En lo que al bioreactor Acusyst-R
respecta, las actividades fueron fundamentaimente demostrativas.
Al respecto, el proyecto original contempla una dltima etapa en
que los participantes trabajardn con este sistema de cultivo.

En relacion a Ja purificacién de AcM a partir de 1fquido
ascitico se utilizaron las tecnolog¥as de afinidad e intercambio
ionico. Con respecto a la purificacién con protefna A-Sepharosa,
se optimizaron las condiciones de recuperacion de los AcM. Los
resultados obtenidos por intercambio iénico, resumidos en este
informe, forman parte de un manuscrito en preparacion.

Por otro lado, las actividades tefricas desarrol ladas fueron
de gran utilidad ya que estuvieron coordinadas de acuerdo a los
trabajos pricticos planificados.

No podemos finalizar este informe €in dejar de expresar
nuestro zgradecimiento a todos los miembros de la Agrupacien
de Hibridemacs y Modelos Animales.
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ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8%
GELIFICACION EN 100 mM CaCl2. SPINNER 6.
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ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8%
GELIFICACION EN 50mM CaCl2. SPINNER 5.

#osls/gr x10E6;ug/ml mg/mik#osls/ml x10ES 3
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Figura 2 . Columna crcmatogriafica de Proteina A Sepharosa. Los
liquidos asciticos precipitados en sulfato de amonio y desalados
en Sephadex G-25 M fueron sembrados en una columna Proteina A
Sepharosa de 80 ml. Luego de lavada con PBS pH 8 (Non Bound)
fuercn eluidas @ & *C ccr soluci~n tampsn de <citrate pH 4 (picc
2 y pH 3 (pice 3) en las csiguientec ccndicicones:

-volumen de muestra:330 m!

-concentraci“n de la muestra:22.5 mg/ml

~flujoc volumétrico:360ml/h

-flujec lineal:18.4 cm/h

-velocidad de registro:0.1 mm/min
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'i'\ igura 4

INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL
EXPERIMENTO |

igG;Prot.Total Aotlv. Esp. 7

120
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8 & 8 8

o

FRACCIONES

B i5Q (mg) () AotivEsp. (u/mg) ] Proteina Total (mg)

HIBRIDOMA OB-HEP1
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INTERCAMBId JIONICO DEAE-SEPHACEL.
EXPERIMENTO ¥l

igQ; Prot. Tolal
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INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL
EXPERIMENTO Hi
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figura 10

INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL

EXPERIMENTO IV

igG:Prot.Total Activ. Esp.
1000 25
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1 2
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HIBRIDOMA CB-HEP1
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"PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES. UN
ESFUERZD COMPARTIDO EN LATINO AMERICA™.

IRFORME DE RJBCUCION #3. Mayo-Julio de 1990
Este es el tercer informe de ejecucién del Proyecto, por parte del
Laboratorio de Referencia ubicado en la Divisién de Hibridomas del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologfa de 1la Hebana, Cuba. Incluye los
resultados del adiestramiento de los representantes de dos paises (Colombia y
Guatemala) durante el perfodo comprendido entre el 7 de mayo y principios de
Julio de 1990. Su composicién es: Gestiones de Compra de Equipos ¥y
\ Hateriales, Desarrollo del Entrenamiento, Comentarios, Conclusiones y Anexos
(informes de las estudiantes).
.
Gestiones de Compra de Bquipos y Materiales °
En este nomento 1a llegada de los equipos y suninistros contratadps se
ha completado en el 100X. Tal como estipulado, se recibié el segundo pago
correspondiente a USD 9100.00.

Desarrollo del Entrenmmiento

Correspondia este perfodo de entrensmiento a Colombia (reubicado de
septiembre de 1889) y, segin lo planificado en Seo Paulo, a Guatemala, Bolivia
y Chile. En relacién con este grupo se presentaron las siguientes
dificultades iniciales:

(a) La estudiante de Colombia llegé unos dias después de lo previsto, por

dificultades en su pafis para obtener la visa para México.

(b) E1 PNUD de Guatemala hizo la solicitud de autorizacién de los fondos a
( Cuba en lugar de & México, lo cual motivé atrasos en la llegada de la

estudiante.

(c) En el caso de Bolivia, después de habérsele situado la visa en 1a Paz a la

estudiante propuesta, la coordinacién general nos comunicé que por la no firma

del contrato, este entrenamiento tenia que ser pospuesto.

(d) Con respecto a Chile, a pesar de haber enviado telex y contactar por

teléfono con el laboratorio, no se recibieron noticias hasta junio, en que por

telex se nos propuso la estancia del estudiante para cl periodo septiembre-

diciembre.

La situacién de Bolivia y Chile ha complicado el desarrollo del préximo
entrenamiento, a desarrollarse entre septiembre y noviembre de 1880. Para este
ha confirmado su asistencia Venezuela (reubicado de Septiembre de 1989),
Argentina y Ecuador (segin cronograma original), lo que unido a los dos paises
pencionados harfa un total de cinco los  posibles estudiantes. El laboratorio
de referencia de la Habana, tal como fue ratificado en Sao Paulo, no considera
adecuado, ni tiene condiciones para recibir a més de cuatro estudiantes por
grupo, por lo que la situacién debe ser examinada durante reunién de sgosto.
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A partir de mayo de 1890 comenz6 el entrenamiento de los estudiantes:
Alba Lucfa Combita Rojas de Colombia y Maria Teresa Vézquez Ayala de
Guatemala. El trabajo se desarrollsé en lo esencial acorde con la programacién
reestructurada para ocho semanas, segin la sugerencia del segundo grupo.
Paruc:lpnrm siete ocho investigadores y cinco técnicos de la Divisién de
Hibridomas, que‘desarrollaron los siguientes aspectos:

(a) 'l'eoria‘.—

Las estudiantes recibieron las siguientes conferencias:

1. Aspectos generales sobre la tecnologia snticuerpos monoclonales (AcM).
2. Proyectos de Trabajo de la Agrupacién de Hibridomas y del CIGB.

3. Uso de ratones hibridos para aumentar la produccién de AcM.

4. Uso de reactom de fibra hueca para producir AcM.

S. sttenas de ensayo para AcM.

8. AcM por ingenieria genétma

7. AcH bifuncionales.

Las ostudmtes impartieron los seminarios estipulados en el programa, a
partir de un paguete de articulos fundamentales sobre generacién y produccién
de AcH; estos fueron:

1. Aspectos generales sobre el cultivo masivo

2. Obtencibén de ascitis para la produccién de Ac

3. Encapsulacién de hibridomas en alginato

4. Métodos generales para la purificacién de anticuerpos

5. Fusién celular para la produccién de hibridomas murinos

6. AcH humanos

7. Dos articulos seleccionados por los estudiantes .

También los estudiantes asistieron a los seminarios teéricos semanales.
de la Divisién de Hibridomas sobre temas diversos que incluyen investigaciones
sobre produccién, purificacién, aplicacién y nuevas tecnologias en AcM.
Efectuaron una visita de trabajo al Instituto de Oncologia y Radiobiologia de
la Habana.

(b) Priéctica (34 horas semanales):
Las estudiantes realizaron las siguientes actividades:
. Aspectos generales sobre el cultivo de hibridomas:

Descorﬁelacién de hibridoma CB-Hep.l. Preparacién de medios de cultivo.
Valoracién del crecimiento del hibridoma en ambos medios. Montaje de ELISA
para el testaje de los sobrenadantes. Congelacién de hibridomas para banco
celular. Clonacién de células de hibridoma. Pusiones demostrativas.

2. Cultivo do hibridoma “in vivo™:

' Inoculacién de hibridomas en ratones BALB/c. Evaluacién del
prendiniento. Obtencién de liquido ascftico. Procesamiento y almacenaje del
1iquido ascitico para su posterior purificacién. Ensayo de las condiciones
éptinas de unién de anticuerpos a matrices cromatogréficas. Evaluacién de las
condiciones éptimas de elucién de anticuerpos. Purificacién de ascitis.




Control de calidad.
3. Qultivo de hibridoma “in vitro™:

Encapsulacién de hibridomas en perlas de diferentes concentraciones de
alginato de ecalcio. Seguimiento de parémetros tales como viabilidad y
concentracién celular, y produccién de anticuverpos, en diferentes condiciones
de cultivo. Montsje de un biorreactor de fibra hueca (Acusyst R) y cultivo de
hibridomas inmovilizados Purificacion de AcH a partir de sobrenadante_

lo que obligé a la repeticion de conferencias tedricas por parte de personal
del laboratorio. Esta estudiante se retrass en el desarrollo de algunes

précticas de encapsulacién por carecer totalmente de experiencia en el manejo
de células en cultivo.

por el enféisis que hace el programa en que los estudiantes desarrollaran
habilidades en 1a manipulacién directa. No obstante, se cumplimentaron los

objetivos y los estudiantes adquirieron una adecuada independencia en el
trabajo practico.

3. Los estudiantes participaron en las tareas de montaje del bioreactor de
fibra hueca, aunque no nanipularon directamente el equipo para tratar de

estudiantes.

4. Las dos estudiantes discreparon cor el grupo anterior sobre la conveniencia
de reducir el tiempo del entreraniento a dos meses. E) planteamiento
fundamental es que con una extensiér. mayor se pudiera profundizar mids en
algunos aspectos précticos. En l8 situacién actual es imposible establecer
un programa que satisfaga a todos por igual debido al desnivel de preparacioén
existente. La parte cubana considera que el principio de vencer el curso en
dos meses, con 1la posibilidad de un mes de reserva adicional, debe ser 1a
opcidn; no obstante, el grado de avaince individual de los estudiantes se sale
por completo de 1las posibilidades de control de los organizadores. En
consecuencia, los alumos deben venir financieramente preparados para .una
extensién méxima de tres meses.

5. Una de los estudiantes (ver informe de Colombia) plantes coincidir con los
informes anteriores en cuanto al servicio de limpieza del spartamento; nuestra
opinidn es gue este ha mejorado con respecto al grupo anterior. No obstante se
tomarén las medidas necesarias para evitar otros seffalamientos de este tipo.




Conclusiones

Se cumplieron los cbjetivos estipulados en el proyecto. Las estudiantes
adquirieron un basamento teSrico y priéctico que les permite comenzar de
inmediato la produccién de AcH mediante cultivo. El modelo explotado fue el de
la encapsilacién de los hibridomas en alginato de calcio, y su mantenimiento
en frascos “spinner”, tecnologia asequible a laboratorios sin grandes
recursos. Los alumnos se relacionaron ademdis con bioreactores automatizados
del tipo de fibra lneca, comprobando su funcionamiento, y recibieron un
entrenamiento en los principios y métodos cromatogrificos fundamentales para
la purificacién de AcH.

El programa incluyé opciones adicionales y los alumnos adquirieron
ademés formacién tedrica y préctica que les permite abordar la propagacion de
los hibridomas “in vivo", en ratones BALB/c, y purificar los Acht a partir del
ascitis tumoral producido en ellos. También vieron procedimientos de fusién
para la generacién de hibridomas de ratén.

Jorge V. Gavilondo Cowlgy, Ph.D.
Jefe, Divisién de Hibfidomas,
Centro de Ingenieria Genétjca y Biotecnologia
Ave 31 entre 158 y 190, Apartado 6162, Cubanacén,
La Habana, CUBA. Telex: 512330 ING GEN CU, 511072 CUBA CIB
Tlef: 53-7-218854, 201408, 201308

La Habana, Cuba, julio 28, 1990
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Sesana: Experisento P2 (twtor: Ton. Artwro Alfare): Ohtemer Ascitis en Anisales (extracciones y procesasiento
de ascitis).

Experinento 83 (twtor: Tem. M. Mquilar): Escapsular Dibridosas ea alginato (continwar evaluacida del
experisenta). )

Sesana 4.-

Coordinador de 13 sesama: br. Carlos Duarte
Lunes:

9:00-10:30 as: Sesinario (twtores: Dra. S. Cruz, Or. L. Serell): Fusita celular para obteacito de hibridosas
surinos. 10:30-12:00 u: Comferencia (br. L. Sorell): Ensayes para Ach.

Sesaea: Experisento 83 (twtor: Tea. W, Muilar): Escapsular hibridosas en alginato (continvar evaluacide
experisento).

Experisento 34 (tutores: Bra. K. Freyre, Dr. C. Buarte, Ton. L. Martirez): Purificacidn de AcM a partir de

ascitis y sobrenadante de cultive {procesasiento isicial de muestras para afinidad e intercasbio iénico,
controles de Igs, pureza y actividad)

Sesana .-

Coordinador de 13 sesama: Br. Carlos Duarte

Lunes: .

9:00-10:30 as: Conferencia (Bra. M. yala): Amticaerpos somoclonales por ingenieria gemética.

Rartes 1:3C ps: Sesinario: Tesa refereate al trabajo de cada alusno en sy iastitucion de origen.

Sesana: Experisento 83 (tutor: Tea. M. Aquilar): Encapsular hibridosas en alginato (continuar eévaluacion
experisents).

Experisento 84 (tutores: Bra. N. Freyre, br. C. Duarte, Tcn. L. Martinez): Purificacidn de Ach a partir de
ascitis y sobrenadante de cultivo (comtimsacion del trabaje cosenzado)

Sesana §.-

Coordinador de 1a sesana: Dra. S. Crwz

Lunes: ’

9:00-10:30 as: Sesinario (twtores:s Bra. S. Cruz, o Dra. Maria E. Feraindez.): Ach husanos.

10:30-12:00 o: Conferencia (Dra. S. Cruz): Ach bifuacionales.

Sesana: Experisento 85 (tutores: Br. J. Gavilondo, Dra. K. Cosse o Dra. Maria E. Pérez, Tcn. M. Aguilar, Ten.
. 6lez.i: Cultivo de hibridosas es bioreactor (scataje de equipos).

Experisento 86 (tutor: Dra. S. Cruz): Fusitm celular.

Sesana 7.- )

Coorginador de la sesana: Tcn. N, Ageilar

Lunes:

9:00-10:3¢ as: Seminario (tutores: Dr, C, Duarte, Dr. J. Savilondo): Articulc seleccionado en biblioteca por
aluenos. 10:30-12:00 a: Conferencias: Prograsa de AcN del Inst. de Oncologia de 1a Habana. Prograss de Ach
del Inst. de Medicina Tropical de la Habana.

Sesana: Experisento 05 (tutores: Dra, K. Cosee o Ora, Maria E. Pérez, Or. J. Gavilondo, Tcn, M. Aquilar, Tea,
K. blez.}: Cultivo de hibridosas en bioreactor {evaluacidm de crecisiento y prod. Ach).

Ezperisento 85 (tutor: Dra. S. Cruz)s Fuside celular (atescidn a los cultivos).

Sesans 8.-

Coordinador de 1a sesana: Dra. S. Cruz

Sesana: El tiespo de 1a sesana debe ser dedicado por los slusnos a la confeccion de los anforses técnicos de la
estancia y la recuperacion de inforsacion.

Partida de regreso.
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Anexo. -

REPORTE DE LOS RESULTADOS ALCANZADOS EN LOS PROCESOS DE CULTIVO
MASIVO DE HIBRIDOMAS DE RATON EN BIOREACTOR, PARA LA PRODUCCION
DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Se realizaron dos procesos de produccién en el bioreactor
Acusyst-R de la firma Endotronics; las condiciones de cada uno de
estos procesos se describen & continuacién:

Broceso I -

Hibridoma: CB-Hep.1, secretor de anticuerpos monoclonales contra
el antigeno S del virus de 1la Hepatitis B, preadaptado al
crecimiento en DME (4 g glucosa/L) con 5X de suero bovino y 3X de
HECS durante 7 dias. Proveniente de banco de trabajo a partir del
animal (directo).

Cantidad senbrada 100 n;llcnes en el mismo medio

Tiempo pre-cosecha: 7 dias

Control de consumo de glucosa: diario, y ajuste del consumo
mediante aumento progresivo de la circulacién del medio
intracapilar y de su renovacién (segin manual Endotrinics)
Control de pH: ajuste del rotémetro para COz con vistas a
alcanzar pH 7.3

Tiempo de ciclo: 720 min (15 dias); 320 (2 dias), 160 (18 dias),
Tiempo de Proceso: 33 dias (26 de marzo a 30 de abril); terminado
por baja produccién y contaminacién de espacio intracapilar con
levaduras

Cosechas y caracteristicas del medio metabolizado: iniciada el §
de abril; 3 mnl/hora. La concentracién de anticuerpos en el
sobrenadante aumenté hasta llegar a valores de 100 ug/ml, nivel
este donde se estabilizé durante el resto del proceso, a pesar
del aumento en el nimero de células

Total de AcH producidos (sin Purif.): 240 ng

Total de medio consumido: 280 litros en intracapilar y 1.87
litros en extracapilar

Total de suero neonato consumido: 80 ml

Comentarios. -

Como parte de las pruebas realizadas para determinar las razones
de la baja produccién, se hizo 1la clonacién de las células gue
. habidn crecido por 30 dfas en el espacio extracapilar, ya durante
\ toda 1la etapa en que los niveles de produccién no continuaron en
\aunento. Se demoztré que pads del 80X de estos clones ersn

provenientes de células productoras de anticuerpos, por lo que la
‘ |
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hipétesis de que la baja produccién se pudiera derivar de la
pérdida de capacidad de secrecién y/o seleccién de variantes no
productoras, no es vélida.

Emngsn_ll:f

Hibridoma: CB-IFNA2.4, secretor des anticuerpos monoclonales anti-
IFN alfa 2b, preadaptado al crecimiento en RPMII1640 (3 g
glucosa/L) con 5% de suero bovino durante 7 dfas. Determinada
ausencia de micoplasma con sistena diagnéstico de Flow.
Proveniente de banco de trabajo a partir del aninal (directo).
Cantidad sembrada: 150 millones en el mismo medio

Tiempo pre-cosecha: 7 dias

Control de consumo de glucosa: diario y ajuste del consumo
mediante aumento progresivo de la circulacién del medio
jntracapilar y de su rencvacién (segln manual Endotrinics)
Consumo de glucosa: estabilizado alrededor de 800-700 mg/hora
desde el dia 22 del proceso.

Control de pH: ajuste del rotémetro para CO2 con vistas a pH 7.3

- Tiempo de ciclo: 720 min (5 dias); 380 (5 dias), 240 (S .dias),

120 (5 dfias) y aumento hasta 720 de nuevo al detectarse escape de
células en la cosecha (380 dias de inoculado)

Tiempo de Proceso: 51 dias (15 de Junio a 4 de agosto); proceso
en desarrollo ' .
Cosechas y caracteristicas del medio metabolizado: iniciadas el
22 de junio; 3 ml/hora; (ver gréfico 1)

Total de AcM producidos (sin Puorif.): 5.79 gramos
Total de medio consumido: 400 litros en intracapilar vy 2.88
litros en extracapilar

Total de suero neonato consupido: 144 mnl

Al

Comentarios.-

Las células detectadas en las cosechas de medio extracapilar se
pantienen viables; se estima que, de esta forma, el sistema esté
panteniéndose actualmente en una especie de estado estable
(reproduccién y pérdidas equivalentes), muy determinado por el
espacio de crecimiento accesible. El1 examen visual del cartucho
del bioreactor denuestra que las células han cubierto
uniformenmente todo el espacio posible de crecimiento.

ORSRRVACIONES FINALES
(1). Es necesaria la creacién de toda una in}raestructura

alrededor de la produ¢c16n en bioreactor, que implica:
a.- Personal con entrenamiento en cultivo, que haya vencido una
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etapa intermedia entre el trabajo de laboratorio y de produccién

b.- Instalaciones para el control del ambiente alrededor del
bioreactor

c.- Instalaciones para la preparacién de medios, filtraciones,
esterilizacién, etc., particulares para la produccién )
d.- Un adec¢uado trabajo en la caracterizacién de 1las lineas a
trabajar (micoplasma, prcduccién, adaptacién, bancos de trabajo,
cultivos intermedios a otra escala, comportamiento en el animal,
etc.)

e.- Instalaciones y conocimiento previo para 1la purificacién de
los volimenes de produccién, con una concepcifén nueva, a escala
diferente de la de laboratorio.

(2). Se realizaron dos procesos de cultivo a gran escala, con dos
hibridonas diferentes; en el primer proceso no obtuvimos las
cantidades de anticuerpos previstas, no asi en el segundo proceso
donde los niveles de produccién alcanzados fueron importantes.

(3). No existe suficiente evidencia para determinar con exactitud
el porqué de las diferencias sustanciales entre los dos procesos.
Por 1la complejidad de la tecnologia, resulta dificil realizar
experimentos de comparacién; no obstante, existieron 1las
siguientes diferencias (sin que ello signifique cuédl es o son,
las determinantes):

a.- La linea CB-Hep.l1 (primer proceso) produce menos anticuerpos
que la CB-IFNA2.4 (segundo proceso) en las pruebas "in vivo” e
"in vitro” (cultivo estacionario).

b.- E1 medio empleado en el proceso I fue DME (fabricacdo por
componentes) y en el segundo RPMI 1840 (comercial).

¢c.- Los tiempos de ciclo (direccién del flujo de medio
extracapilar) no fueron idénticos.

d.- Para el proceso I, el medio de inoculacién y de cosecha ten{a
HECS como aditivo en un inicio (las células estaban preadaptadas
en este medio); este fue eliminado pcsteriormente. E1 proceso II
no tuvo HECS pero el porciento de suero fue el mismo en ambos
casos.

e.- Los sistemas de determinacién de concentracién de anticuerpos
estuvieron totalmente estandarizados para el proceso II, pero las
purificaciones realizadas de las cosechas del proceso 1
demosiraron la baja produccién de santicuerpos.

f.- E1 proceso I tuvo una contaminacién del espacio intracapilar
con levadura, a partir de los 33 dias, pero ello no justifica los
bajos valores de anticuerpos obtenidus con anterioridad.

g£.- E1 crecimiento experinentado por el hibridoma CB-Hep.l fue
inferior al del CB-IFNA2.4, en periodos de tiempo semejantes. Adn
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asf ello no justifica totalmente _las diferenc’as en valores de

produccién debido a que con densidades parec.das, los valores

eran nuy diferentes. '

h.- Adicionalmente, se introdujeron, de un proceso a otro, un

conjunto de wejoras tecnolégicas:

- Controles diarios de esterilidad al intracapilar (37°C) y en el
extracapilar por medios de cultivo microbiolégicos Oxoid, en
cada cosecha.

- Aumento de los tiempos de esterilizacién de botellones (1.5
horas) e incremento de las medidas de control de los materiales
de uso directo en el proceso.

- Hontaje de sistema ELISA para Igs de ratén, y su
estandarizacién.

- .Estandarizacién de las pruebas para medicién de consumo de
gluccesa.

L d

(4). A priori, parecen importantes las diferencias en los niveles
de produccién originales de ambos hibridomas (aproximadamente de
una orden de nmagnitud). Si bien ello pudiera explicar
parcialmente las. diferencias de produccién en el bioreactor, no
tenemos aiin idea de las razones que llevan a gue, en el animal,
estas diferencias se reduzcan. '

CONCLUSIONES

1.- El1 equipo Acusyst-R es adecuado para 1la produccién de
anticuerpos monoclonales en cultivo, pero su funcionamiento lleva

implicito una infraestructura importante para mantener la calidad
y continuidad del trabajo.

2.- La produccién y eficiencia que se obtengan en un proceso de
cultivo masivo en este bioreactor, parecen depender fuertemente
de las caracteristicas particulares del hibridoma a escalar;
hemos encontrado que los niveles de anticuerpos secretados por el
hibridona en cultivo estacionario pueden ser uno de las posibles
predictores de la productividad a alcanzar.

3.- De la experiencia obtenida con los dos procesos se deriva la
importancia de 1la opcién de produccién a partir de ratones
inoculados con el hibridoma. Es posible que para hibridomas de
baja produccién en cultivo estacionario, 1las bondades d-l
ambiente "in vivo” no puedan ser reproducidas por los sistemas de
bioreactores existentes:

4.- Tal como aparece en el informe central, es conveniente la
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valoracién de loé sistemas de cultivo de hibridomas encapsulados
en alginato de calcio, como opeién complementaria en 1la
produccién, y como forma de adquirir experiencia en el paso de la
escala de trabajo investigativo, a trabajo productivo.
5.- Debe tenerse en cuentsa que todavia no poderos producir
recomendaciones o experiencias de la parte de purificacién de los
anticuerpos, vertiente en 1la cual se ha laborado a escala de
estandarizaqién de métodos. Los primeros lotes de medio rico en
anticuerpos, producidos en el Proceso II, recién serén
purificados en agosto.
Endotronics—R, CB—IFNA2.4 (6—8/90)
Acurnulado: 5.79 gramos (s/purif)
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