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""PROmQI llASIYA IE M'l'IQIEllU> llllDCNJ.RS. lit 
1SEUBRZO <JK>ARl'IOO Ill LATD1> MIRICA-. 

Este -:s el cuarto y ultillo infome de ejecucicSn de la fase de 
adiest.rmrl.ento del Proyecto, por parte del Laboratorio de Referencia ubicado 
en la Divisi6n de Hibridcmas del Centro de Ingenieria Genetica y Biotecnologia 
de la Habana, CUba. Incluye los resultados del adiestraaiento de los 
representantes de cuatro paises (Venezuela, Ecuador, Chile y Argentina) 
durante el pe1 _cxlo cmprendido entre el 1 de octubre y mediados de diciemre 
de l!Dl. Su ~icicSn es: Gestiones de Caq>ra de F.Quipos y Hateriales, 
Desarrollo del F.ntrenamiento, Conclusiones y Anexo ( infome de los 
estudiantes) . 

PreseESto, .., Gestimes de <npra de IQJipos .., lateriales 
Esta en ejecucicSn la recepcicSn de materiales correspondientes a los dos 

pagos restantes de l!Dl (USD 9100.00 y USD 9:XXLOO). Se acaba de recibir el 
primer pago por USD 16,CXXJ.OO correspondiente al contrato para 1991, recien 
firmdo. Se ccmenzari de inllediato el proceso de solicitud de ofertas y 

contrataciones. 

Demrrollo del lntnnmimto 
No se presentaron diticultades en el COllienzo del m:liestraniento y el 

curso cc:menz6 en la prilllera semana de octubre con los estudiantes: Monika 
Merino (Ecum:lor), Nuncim:la Salm (Venezuela), Rodrigo Ramos (Chile) y Alberro 
Horenstein (Argentina). 

El trabajo se desarroll6 en lo esencial acorde con la programaci6n 
reestructurm:la para ocho sea.aanas, segUn la sugerencia del segundo grupo, y las 
semanas m:licionales se cubrieron con aspectos de la pref erencia de cada 
estudiante. En el curso participaron ocho investigadores y siete tecnicos de 
la Divisi6n de Hibridomas, y se desarrollaron los siguientes aspectos: 

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

1. Aspectos generales sobre la tecnolc>eia anticuerpos nonoclonales (AcH). 

2. Proyectos de Trabdjo de la Agrupaci6n de HibridOll8S y del CIGB. 
3. Uso de rl'ltones hibi-idos para mmentar la produccicSn de AcH. 
4. Uso de reactores de fibra rueca para producir AcH. 
5. Sistemas de ensayo para AcH. 
6. AcH por :inaenieria genetica. 
7. AcH bifmcionales. 
8. Producci6n de AcH en bioreactores hanceeneos. 

Lu estudiantes ~artieron los seminarios estipulados en el program, a 
partir de m paquete de articulos fundamentales sobre eeneraci6n "J prcd\lcci6n 
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de Adf; estos fueron: 
1. Aspectos generales sobre el cultivo -.sivo 
2. <l>tenci6n de ascitis para la producci6n de AcK 
3. lncapsulaci6n de hibridmas en alginato 
4. Hetodos generales para la purificaci6n de anticuerpos 
5. Fusi6n celular para la produccic5n de t..ibridomas mrinos 
s. Actt h.manm 
7. Dos articulos seleccionados por los estudiantes 
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Tambic§n los estudiantes asistieron a los seainarios te6ricos semanales 
de la Divisi6n de Hibrmc-.s sobre tell8s diversos que incluyen investigacicnes 
sobre producci6n. purificacicSn. aplicaci6n y nuevas tecnologias en Adi. 
Ef ectuarcn visitas de trabajo al Instituto de Cklcologia y Radiobiologia de la 
Habana. y al Centro Macicnal de la Vacuna Antimeningoc6ccics .. 

(b) Prictica (34 boras !II mles): 

Las estudiantes rea· lzarcn las siguientes activida1es: 
1. Aspectos aenerales sabre el coltivo de bibridaws: 

Descongelaci6n de hibridCWIBs. Preparari6n de medios de cultivo. 
Valoraci6n del crecilt.iento d-,1 hibridoma en amos Dedios. Kcntaje de ELISA 
para el testaje de los sobrenadantes. ~.(Wlgelaci6n de hibridomas para banco 
celular. Clcnaci6n de celulas de hibridoma. Fusicnes demostrativas. 
2. Qtltiw de hibridcma "in viw": 

lnoculaci6n de hibridomas en raton~ BALB/c. Evaluaci6n del 
prendilt.iento. Cbtenci6n de liquido ascitico. Proces&ll:.ento y almcenaje del 
liqui.do ascitico para su porterior purificaci6n. Ensayo de las condicicnes 
6ptimas de uni6n de anticuerpos a diferentes matrices cromatograficas. 
Evaluaci6n de las condicicnes 6pti.llas de eluci6n de anticuerpos. Purificaci6n 
de ascitis. Control de cali.dad. 
3. Qiltivo de hibridcma "in vitro .. : 

F.n~laci6n de hibridomas en perlas de diferentes concentraciones de 
a].ginato de calcio. Segui.Diento de parcinetros tales COllO viabilidad y 
concentraci6n celular. y prcxiuccic5n de anticuerpos, en diferentes condicicnes 
de cultivo. Hontaje de un biorreactor de fibra h.Jeca (Acusyst R) y cultivo de 
hibridomas inmovilizados. Cultivo de hibridomas en sacos de dialisis. 
Purificaci6n de AcM a partir de sobrenaclante. 

Ccnclusimes 

1. Se ~lieror. los objetivos estipul!Kios en el prcyecto. Las estudiantes 
adquirieron un basamento te6rico y practico que les permite comenzar de 
inmediato la producci6n de AcM mediante cultivo. El modelo explotado fue el de 
la encspsulaci6n de los hibridcmas en alainato de calcio, y su manteni.Diento 
en frascos "spinner", tecnol°"ia asequible a laboratories sin erandes 
recursos. Tambien se hizo evidente que el cultivo en sacos de diUisis puede 
ser ~leado en los laboratorios para pequenas proriucciones. Los alUlllos se 
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relacionaron adell&s con el bioreactores Acusyst-R de fibra meca. COQ>robando 
SU fwicionurl.ento. y recibieron Wl entrenBlliento en los principios y metcdos 
cromatognif icos funclaentales para la purificaci6n de Acll. 

2. El progruia incluy6 opcimes adicionales y los alumos adguirieron adem&s 
formaci6n ~rica y practica que les pernite abordar la propagaci6n de los 
hibridCDt.S "in vivo". en ratones BALB/c. y purificar los Aclt a partir del 
ascitis bmoral producido en ellos. Tad>ien vieron procedillientos de fusi6n 
para la generacic5n de hibridomas de rat6n. y transformaci6n de linfocitos 
h.manos para para la prcducci6n de lineas penianentes que secreten AcK 
tmianos. 

3. Sin duda algune. este fue el mejor .de todos los grupos que ban asistido al 
adiestraniento. destac8ndose por su arnonia. dedicacim al trabajo y al 
estudio. seriedad en la preparacic5n de las conferencias y seninarios asignados 
y resultados experimentales. Las relaciones persooales establecidas con el 
colectivo de la Divisi6n de Hibridcmas fue tad>ien excelente. 

4. Los alumos terninarm su traba.io enviando un nanuscrito de articulo de 
tecnicas a la Revista Biotecnologia Aplicada. ref erente a procedimientos de 
purificacic5n de anticuerpos 11.00oclonales de r&.tm. 

5. Las dificultades que se habian presentado durante los anteriores periodos 
de adiestraniento. referentes a wta insuficiente atencim de los apartamentos 
donde se alojan los estudiantes. fueron total.mente superadas. 

Jefe. Divisi6n de ibridOllaS, 
Centro de Ingenieria Gen tica y Biotecnologia 

Ave 31 entre 158 y 190. Ap Udo 6162, Cubanacan. 
La Habana. CUBA. Telex: 512330 ING G:Elf CU, 511072 CUBA CIB 

Tlef: 53-7-218654, 201409, 201308 

La Habana, Cuba, diciembre 19, 1990 
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INFORME TECNICO 

PROGRAMA DE CAPACITACION PERSONALIZADA EN 
PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

I. ASPECTOS TEORICOS 

Durante el curso s~ incluyeron 3 sesiones te~ricas 
semanales consistentes en conferencias, a cargo de profesionales 
de la Division de Hibridomas y Modelos Animales, seminarios 
presentados por los participantes en el curso y seminarios 

internos de esta agrupaci6n. 

1. Conferencias: 

a. La 
general es. 
lngenieria 
del cultivo 

tecnologia de anticuerpos monoclonales CAcM>. Aspectos 
Prayectos de la Divisi~n de Hibridomas del Centro de 
Gen~tica y Biotecnolog1a CCIGB>. Aspectos generales 
de hibridomas. Reactores de Fibra Hueca para producir 

AcM. 
b. Uso de l1neas de ratones para la producci6n de AcM. 
c. Caracteristicas de los AcH seg~n su empleo. Uso de AcM en 

la purif icac16n de •ol~culas diversas. 
d. Ensayos para AcM. 
e. AcM por Ingenieria Gen~tica. 
f. AcM bifuncionales. 
g. Producci~n de AcM en bioreactor ~ burbujeo. 

2. Semin.:.rios: 

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

b. M~todos generale~ de purificaci~n de AcM. 
c. Fu~i.-n celular para la obtenc1c0r. de AcM. 
d. AcM humar.os. 
e. Estudio del etectG de nutriente~ en ~I 

td br i domas y produce i: - r' -: ; ~·:,;1 .. , -

Cultivo 

t:· - • . . . 

de 

lo!'. 

participantE-:: ·. 
t. i•·· .·--:::·: 1 ~t.uttle vectors> en la gene:-acii:-.n de AcM 

~ :~q·,.··~;ficos. <Seleccionado por los participantesl. 
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II. ASPECTOS PRACTICOS 

1. Aspectos generates en el cultivo de hibridomas. 

1.1 Descongel~miento, cultlvo y expansion de hibridomas. Se 
descongelaron ampulas del hibridoaa CB-Hepl, productor del AcM 
contra el antigeno de superficie del virus de hepatitis B. Los 
hibridos descongelados se se•braron a una concentraci6n entre 3-5 
x 10E5 eels/al en frascos de cultivo de 75cc con medio RPMI 
1640/lOS de suero de ternera <ST>.Estos cultivos fueron 
expandidos durante dos semanas, en el transcurso de las cuales, 
se realiz6 la detecci6n y cuantificacicn de las inmunoglobulinas 
presentes en los sobrenadantes mediante la tecnica de ELISA ya 
estandarizada en este laboratorio. Adicionalmente, los hibridos 
fueron congelados utilizando media complete RPMI 1640/20% ST y 5% 
de dimetilsulf6xido~ mantenido a 4°C durante el proceso y 
almacenados primero a -70°C y posteriormente en nitrogeno 
I iquido. 

1.2 Detecci6n de Micoplasmas: Se determina por la t~cnica de 
inmunofluorescencia indirecta. La experiencia se cncuentra en 
desarrollo. 

1.3 ~studio de los parametros metab61icos: Para este prop6sito se 
descongelaron los hibridomas CB-Hepl y CB-Hep2, expandidos 
durante una semana, y luego distribu{dos en frascos de cultivo de 
25cc por duplicado para cada hibrido. Se determinaron 
diariamente los siguientes par~metros: pH, consume de glucosa, 
densidc.<! celular y cuantificacUm de inmunoglobulinas en el 
sobren<sd3nte. 

1. 4 Transformaci t.n .de 
Epst~in Barr <EBV> 

linfocitos periftriccs .. ·- --- -.. - : . .; . .. . ~ ·.} : ·-· i i i.l ~ 

,0..u:-.que tc•s c.t·:•<: .. ·cs ·' (1;~;c· est:on dirigidos a 13 
I::· r. m::ssiva de AcM, fue de interE-s para los participantes 
conoc.-e: le. que> se realiza en esta Agrupaci'n en Acr. :·.ur.-.. :s•.:·s. 
nos brind'... la oportunidad de- aprc·nG·c: ~~ r.c·.-:·d.:.:-:>;i:.a involucrada 
en la tra:1slorrn~ci.r1 c.le linfocito5 perifericos humanos con EBV. 

_,,,_ 
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Z. Entrenamiento en tecnolog!a de cultivo masivo 

2.1 Produccicn~" in vivo" 

El cultivo del hibridoma CB- Hepl obtenido como se explic~ 
en el punto 1.1, fue utilizado para la inoculacion de ratones 
Balb/c previamente sensibilizados con 0.5 ml de aceite mineral. 
El int~ulo tue de lx10E6 de c~lulas por raton en 1 ml de medic 
RPMI 1640 sin nntibi6ticos, por via intraperitoneal. 
Transcurridos 7 dias se obtuvo el liquido ascltico por puncio:m de 
la cavidad peritoneal. 

2.2 Produccion "in vitro". 

2.2.1 Encapsulac16n en alginato de sodio 

Int roduccl cm 

Uno de los metodos desarrollados en los Liltimos a~os 
para el cultivo celular in vitro, particularmente de hibridomas, 
es la encapsulacion de las celulas hibridas en perlas de alginate 
de calcio. 

Metodolog'a 

Dado que los iones fcstatos son inhibidores competitivos en 
el proceso de gelificaci~~ del alginate, el hibridoma CB-Hepl fu~ 
preadaptado a crecer en m~dio de cultivo Dulbecco modificado 
<DMEM'por 3 d·as. Este, por su baja concentraci·~ de fosf~tos. 
garantiz.c. qu~ el pro~eso ~e re.c.lice adecuadamente. 

Si: d-:scon£1?lor..:•r. ,._. :mp11las conten~endo 50,.. 10E6 c~lulas 
cad.cs un<s ptu\'&i"li&ntE-s de bancos consE-r·vados a -70" C en 
nitr0geno l:quido. Las celulas descongeladas se sembraron a raz:n 
de 3 x 10E5 celulas/ml en m~dio DMEM/10%ST/3%HECS <MS> en spinner 
<Bellco> de 250 ml. Al cabo de 24 horas las celulas fu~ron 
transferidas a un spinner de 500 ml, en el cual s~ cambi0 el 

medio cada 24 horas. 

Encapsu lac i l'."·n 

Las celulas fueron centrifugadas a 800 rpm por 10 min. El 
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Los spinner 1 y 2 fueron descartados a las 48 horas de 
cultivo debido a que la formacicn de las perlas no fue el :ptimc. 

Los resultados obtenidos en las spinner 3-6 se presentan en 
la figura la-c <Los resultados ~btenidos con los spinner 4 y 5 
son similares, por lo tanto stlo se presenta el histograma del 
spinner S>. De.I an?.lisis de los mismos podemos obse.·var: 

a> La mayor densidad celular <5,39 x 10E6 eel/gr gel> se 
observ6 en el spinner 3, con una v!abilidad del 83~ en el dia 5. 

b > EI spi nn:r 3 most rt' una estr~cha corre 1 aci c.n entre I a 
densidad celular y el consumo de glucosa. 

c> La produccit•n de lg alcan~6 a 6 mg totales al dia 5 en el 
spinner 3. La producci6n total de este spinner durante las 12 
dfas de la experiencia fue de 33 mg de Jg. 

d> El spinner 6 fue el que presentc la menor salida de 
c~lulas al sobrenadante durante el periodo experimental. 

e> Con respecto a la morfologfa de los clusters formadcs, 
sOlo el spinner 5 los present~ alargados Cde 3cuerdo a lo 
descrito en la literatura: Sinacore M. et al, 1989, Biotecnclogy 
7: 1275 >; en los otros spinner eran redondos. 

Estas observacioncs sugieren que las c~lulas cultivadas en 
el spinner 3 estuvieron sometidas a un mejor intercambio de 
oxigeno y de nutrientes. Elle podria estar relacionado con u~a 
formaci6n mas eficiente de las perlas. Por otra parte, se ob~~7vo 
que la gelificaci~n en 100 mM Cl2Ca Cspinne~ 6>, si bien permitit 
un menor es~ape de c~lulas al sobrenadante, podr~a limitar el 
cr~cimiento c~lu:ar, debido a que la porosidad de las perlas no 
ser~~ la mas ~jecuada para qu~ ~I intercamtio de f se~ y 

nutri~ntes fuer& eficiente. 
Finalment~, e~tr~ los fact~rcg qu~ pr0tablemcn:~ influyeron 

an un rendi~i~r:~ d~ produc~i~n inferior al d8scriptc en la 
Jiteratura est: !a baja visccsidad de! c.lginato use.co:·. En efc:i:to 
el uso de algi~ato de cadena l~rg~ <alta visco~idadl F~rmit~ una 
formaci _n de· i:-r.:: ;;:.~ dt:- m~;·-::·r pc.rCJ~idc.d. Otro factor a c.;.r,:;idcre:r 
es la capacid~~ s~crctG:a de lg de: hibridom& us~d~ ~n e~tos 
expe:· i mt?ntos. 

2.2.2 Producci6n de anticuerpos monoclonales par cultivo en 
bioreactor Acusyst-R CEndotronics> 

lntroducci:n 

El Acusyst-R ccnstituye una alternativa de escalado al 
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efecto de reempla=ar la producciGn de AcM en ratones y roller. El 
sistema consist~ en: reservorio de medio, sisterea de gaseado para 
el conlr41 de pH, cartucho ~e fi~ra hueca y un dispositivo que 
permite e! f lujo reverse. El panel de controi permite regular: 
temperatu1a, flujo de C02, tiempo de ciclajc reverso y velocidad 
de las tomba; <medio, circulaci~n, cosecha y factores>. 

De:a rro I Io 

Se r2alizaron 3 procesos de producci=n, siguier.dos~ cl 
protocolc experimental que se detalla a continuaci6n: 

1. Mon~aje del Bioreactor: se realiz6 en sesi~n demo$lrativa 
bajo co~diciones de extrema esterilidad. El espacio extracapilar 
<ECS> fue pretratado con media RPMI-1640 sin aditivos durante una 
semana con el objeto de eliminar compuestos texiCO$. 

2. Preparacion y siembra del int-culo: se descongelaron .,;'.mpulas 
con~eniePdo el hibridoma CB-Hepl, secreter de AcM contra el Ag S 
del virus de la hepatitis B. Se creci6 en media RPMI-1640 <3.5 g 
glucosall con 5" de suero de ternero durante 7 dias>. EL in6culo 
obtenido fue de 300 millones de celulas con una viabilidad 
aproximada al 90~. En el bioreoctor se sembraron 200 miliones de 
celulas y se ajustaron las siguientes condiciones de cultivo: 

a. Control de consume de glucosa: fue realizado diariamente 
<kit Sigma> ajustando la concentracion de glucosa mediante un 
aumento progresivo de la circulaci6n dei medic intracapilar y de 
su renovaci.::m. 

b. Aju~te de pH: se realiz6 2 veces ?OT d;a mediant~ el 
rot:metro de C02 ajust·ndolc con el objeto de alcanzar pH 7.3. 

c. V~locidad de circulaci~n: fue iniciada a 100ml/min. 
d. Medio fresco: se iencv~ a raz6n de 50 ~l/h. 
e. Ciclaje del flujo reverse: se inici:- el d:a 2 -::on 

interva!os du 12 horas. 

La~ Experiencias 1 y 2 se detuvieron el di~ 7 al aparecPr 
cc.ntarrdr.<oci···n bacteriana en el mo?dio intracaf'ilar . .A.I iniciar la 
experiencia 3 se extremar0n las medidas de esterilidad en el 
envasacic· y conservaci n de aditivos <glutamina, piruvato>. Al 
momenta de realizar este informe, esta experiencia cursa ;u d 1 a 
20 con un desarrollo normal. 

- (o -
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2.2.3 Cultivo de hibridoma en saco de di~lisis 

Como t~cnica alternativa al cu!tivo por encapsulaci6n en 
alginato,se.cultiv6 eJ hibridoma CB-IFNA 2-4, productor del AcM 
contra interfert•n alfa, en membrana de dialisis. 

Metodologia 

a. Preparaci6n del in6culo: se descongelaron ~mpulas del 
hibroma mencion3do, el que fue cultivado en medio RPMJ-1540/10% 
ST. Se prepararon 2 int.culos de 10 y 15 x 10E6 celuias totales. 

b. Tratamiento de Jos sacos de di~lisis <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 objP.to de eli~inar sustancias t6xicas 
<glicerol, metales pesados, sulfuros, etc> se Jes someti6 al 
siguiente proceso de lavado: 
b.1. Dos en etanol aJ 50~ 

b.2. Dos en bicarbonato de sodio 10 mM. 
b.3. Dos en EDTA 1 mM. 
b.4. Dos en agua destilada. 

Los Javados fueron de 1 hora cada uno. Posteriormente los SD 
fueron almacenados en ~cido acetico 10% a 4°C. 

c. Montaje: los SD, lavados seg1.'.tn b.4, fueron anudados en 
uno de sus extremos con hilo estAril mientras queen el otro se 
coloc~ una c~nula de pl~stico para facilitar la manipulacinn en 
la siembra del in~culo. Luego de esterilizarlos d~rante 2 horas 
en agua ~ ebullici:~. los SD fueron llenados con 10 y 15 x 10E6/ 
10 ml RPMl-1640/10%ST, respectivomente. Posteriormente, previo 
C! nu dado con h i I o est£. r i I de I e x t r em o ab i e r t o , s e I es r et i r •:'.:• I a 
c=nula y fueron colocados en tubes de 26 cm x 4 crn con 50 ml de 
RPMl-1640/10~ ST. La incubacirn se realiz~ con agitaci~n en un 
sistema de rot.::ci·.:n Crol ler> de l revoluci·~·n cada 3C £eg, 37 °c. 

d. Mantenimiento de los cultivos: dado la activa 
metaboli2aci0n del medio de cultivo, este fue renovado cada 24 
horas. Se extrajo una alicuota diaria para medicicn del consumo 
de glucosa y de la salida d~ c~lulas al sobrenadantP. Los SD de 
15 y 10 x 10E6110 ml fu£-ron abiertos a los 4 y 6 d1as, 
respecttvamente, para determinar numero de c~lulas, viabilidad y 
concentracl~n de lg. 
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Evidentemente que los resultados obtenidos con este 
sistema de cultivo son bastante auspiciosos. Si bien se trabajO 
con un hibridoma distinto al usado en los experimentos de 
encapsulaciefn con alginate, probablemente la producci6n de lg en 
SD serla mayot. 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 
d{a anterior. · 

3. Purificacidn de Anticuerpos Monoclonales 

3.1 Purificacl6n de anticuerpos monoclonales por 
Protefna-A Sepharosa 

lntroducciOn 

Se purific6 un anticuerpo monoclonal<AcMo> secretado par el 
hibridoma CB-HEPl a partir de fluido ascitico <Ver 2.1>. El 
esquema general de purificacion utilizado fue el siguiente: 

<A>Fi 1 tracion 
<B>Precipitacidn con Sulfato de Amonio 
<C>Desalinizaci~n 
<D>Afinidad 

Metodo I og {e, 

(A>Fi I tracfCfo: 

Los tiquidos asciticos CLA> de~congelados a 37°C fueron 
filtrados por gasa y algodOn 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 l{quidos a~citicos correspondientes a tos 
Joles 22-25 con un volumen aprox. a 2 lftros cada uno. De ~ada 
lote separamos una altcuota <Cddigo A>. 

_,_ 
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<B>Precipitacidn con Sulfato de Amonio: 

Los LA filtrados fueron precipitados a te•peratura 
ambiente por agregado de sulfato de amonio s61ido a raz6n de 313 
gr. de sal po~ litro de LA para obtener una concentraciOn . final 
del SOS. Luego de dejar reposar el precipitado por 2 horas a 4°C 
se centr i fugO a 6500g a 4 ° C. Separamos una al {cuota de l 
sobrenadante del supercentrifugado CCOdigo SC>. El precipitado 
fue resuspendido en sulfato de amonio al SOS en un volumen igual 
al 30S del inicial y centrifugado en las mismas condiciones. El 
precipitado final fue resuspendldo en PBS, a un volumen igual al 

.25S del inicial y separado una alicuota del mismo <COdigo AP>. 

<C>Desalinizaci6n: 

El desalado de las muestras obtenidas en <B> se realize 
por cromatografia de filtracidn en Sephadex-G25. La cclumn. ~' 
gel se equilibr6 en PBS a 4°C monitor~~n~( ~l ~!uato par medici6r 
de la densidcd 61 ~:c3 en Uvicorc acoplado a un registrador. 

El Flujo Volum~trico <FV> de la columna utilizada <30/' 
53 > fue de 1 litro/hora, lo que per~iti~ ob~ener un Flujo 
Lineal <FL> de 12.74 cm/hora calculaoo segfn la ecuaci6n 

siguiente: 

FV = FL x A siendo A = Secci6n 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 colect6 el eluate proteico 
a temperatura ambiente hasta observar un aumento en la 
conductividad del mismo. Alicuotas d~I elufdo recogido fueron 
separadas <CCdigo PD>. 

CD>Afir.idod: 

La mu~stra d~s~linizad~ fue pasada for columna X~S0/30 
<Pharma~ia> cont~niendo 100 ml de Protefna A Sepharosa. Una vez 
equilibrada en tampdn PBS pH 8.0 pasamos la muestra desalinizada 
con un flujo volum~trico de 400 ml/h Cflujo Jineol 20.4 cmlh>. 
Despul-s de- pasar la muestrei, lavamos con c-1 mismo tampefn de 
equilibrio hasta que el monitor UV recupere la absorbancia o 
linea da base- original. Una alfcuota de la fracci~n no unida a la 
columna fu~ s~parada <COdigo NB>. 

Los anticuerpos fueron elu(dos con tampon citrato O.lM 
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pH 4.0 y neutrali=ado el elufdo con Tris Base hasta pH 7.0 lo 
cua. •ue verif icado con papel indicador. Una alfcuota de este 
eluido iue obtenida <Cddigo E>. Posterior•ente la coluana fue 
lavada con el mismo tamp~n de equilibrio. 

Considerando por una parte que este laboratorio, en 
purificaciones recientes, habia reportado un descenso en los 
rendimientos porcentuales de recuperacldn de ir.rn~r.or!~bulina y 
por otra, que los valore~ de ~bsorbancia registrados en los 
crom~to~r=c?~ d~ 1~~ elualos obtenid~s a pH 4.0 tambi~n habf~n 
ci~minuido, decidimos modificar el protocolo. Para ello 
realizamos la eluci5n con tampefn citrate 0.111 a pH 3.0 • Cor; e-~ta 
variaci6n aument~ significativamente la recuperaci6n de 
anticuerpo ~Iuido. A modo de ejemplo, citamos los resultados 
experimentales correspondientes a la purif icacl~n de anticuerpo a 
partir del LA del lote 123 <Figura~>. 

Las fracciones obtenidas durante el proceso de 
purif icacibn Calicuotas C6digo ~A, SC, AP, PD, NB y E> fueron 
ensayadas en su concentraclan prot~ica por el m~todo de Lowry y 
en su actividad especffica por ELISA con placas E.J.A. 
recubiertas con ant1geno especffico 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 sadico <SOS-PAGE> en condiciones 
nativas y reductoras. 

3.~ Purif icacf6n de anticuerpos monoclonales por intercambio 
i6nico. 

Int r c•ducc i On 

El notorio aumento en la demanda de anticuerpos monoclonales 
<AcM> en el diagndstico y la terap~utica, ha obligado a 
producirlos en forma masiva. Siendo todavfa el flufdo ascftico de 
ratd'n, su principal fuente de obtencid'n, la optimizacid'n de los 
m~todos de purificaci6n ha sido motivo de numero£os estudios. Los 
mismos involucran m~todos cromatograficos, siendo actualmente el 
de mayor difusicn la cromatograffa dP. afinidad. Sin embargo, esta 
presenta algunas limitaciones. 
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Dentro de los a~todos descritos coao alter~ativa a la 
cromatograf{a de afinidad, se encuentra la croaatograffa de 
intercaabio ionico. En este inforae se reporta el empleo de una 
columna de intercaabio anidnico en la purif icacidn de un Ac" 
aurino. Se ~ptiaizaron las condiciones del proceso con el fin de 
aaxiaizar la capacidad de adsorci~n especifica de la resina, para 
su aplicacidn en la purificaci6n de AcH en gran escala. 

ttetodologia 

Anticuerpo Monoclonal 

Se emple6 el Ac" murino CB-Hept, iso~ipo lgG2b, dirigido 
contra la protefna S del virus de la hepatitisBCpHBsAG>. El mismo 
fue obtenido a partir de lfquido ascitico <LA> de ratones 
hibridos OFxBalb/c, previamente sensibilizados con aceite •ineral 
e inoculados con el hibridoma productor. 

Tratamiento del liquido ascftico 

Los LA recolectados por puncibn multiple fueron 
centrifugados, filtrados por gasa y algodOn y precipitados e<>n 
sulfate de amonio al 50%. A los efectos de ajustar la fuerza 
iOnica de la auestra a las condiciones apropiadas a la resina de 
intercambio ani~nico a utilizar, el LA tratado fue pasado por una 
columna 30/53 de Sephadex G-25 <Pharmacia>. La fracciOn prot~ica 
desalada se eluyO con tampon Tris-HCI 20 mM pH 7.6. 

Purificaci~n del Anticuerpo Monoclonal 

El AcM fue procesado mediant~ c~omatograf~a de 
intercambio anienico en una matriz de DEAE-~ephacel CPharmaciaJ 
empacada en una columna de 19 k 2.5 cm equi !:brada con Tris-HCI 
20mM pH 7.6. Una vez sembrada la muestr~. las prote{nas no 
enlazadas fueron Javadas con dos volume~~s de columna. Las 
fracciones ad~crbidas fueron eluidas me~~ant~ un sistema de 
gradiente linea! de 540 ~l de 0 a ~00 ~~ ClNa/Tris-HCI 20mM 
pH7.6; ~ discontinue C60, 85 y 500 mM CINa/Tris-HCI 20 mM pH7.6>. 
Se seleccionO un flujo volum~trico de 25ml 1 h. Las fracciones 
fueron coluctadas con monitoreo directo del Froceso d~ eluci6n a 
280 nm <Uvicord, Pharmacia>. 

Ensayos Analfticos 

La concentraci~n prot~ica de las ~r~~~iones obtenidas 

_,,,_ 
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en el proceso de purif icaciOn se determin~ por el •~todo de 
Lowry. Coao criteria de pureza de las muestras obtenidas se 
empleo la electroforesis ea geles de poliac ilamida en presencia 
de dode~ilsulfato de sodio <SDS-PAGE>. Se emplearon geles al 
12.5~ en condiciones reductoras siguiendo el •~todo de Laemmli. 
Estos fueron te~idos con Azul Brillante de Cooaassie R-250 y 
analizados posterioraente por densitoaetr{a <Hitachi> para 
determinar la concentracian prot~ica relativa de inmunoglobulina 
<lg> en cada uno de los eluates. 

La presencia de AcM espec{fico se determino por ensayo 
inmunoenzimitico <ELISA> en placas de policloruro de vinilo 
<Dynatech>. Estas fueron sensibilizadas durante 20 min a 50°C con 
S ug/ml de pHBsAg en NaHC03 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 eluidas de la columna de DEAE-Sephacel. 
fueron incubadas 2 horas a temperatura ambiente en camara humeda. 
Previo lavado de las mismas. en las condiciones ya descriptas. se 
incubaron con inEunoglobulina de conejo anti-lgG de ratOn 
conjugada con peroxidasa por 1 hara ~ temperatura ambiente. Los 
complejos inmunes fueron reveiados con 100 ul/po:o de soluciOn 
sustrato <5 ul de H202. S mg de o-fenilendiamina y 10 ml de 
solucibn tampbn citrate 50 mM, pH 5.5>. La reacciOn fue detenida 
con 50 ul/pozo de S04H2 250 mM y la absorbancia medida a 492 nm 
CTitertek Hultiskan>. 

Resultados 

A los efectos de Gbtencr una mejor separaci6~ entre el 
AcM , los prot~fna~ contah.inantc: se procediO a ajustar •a: 
condicicn~s d~ retenciOn de lo~ distintas prote/nas en la colu~~~ 
de DEAE-Sephacel con un £radie~te continu~ d~ fuerza iC~~ca 
cr·ecier.te. Las figurc.s~e>ro,;.;=strar. E! perfil de- e:;..;::ior, c..btt-r.iu~: 
mediante ~n gradient~ linE~: ~E C-~00 rnM dE ClNa y !&s S~S-P~GE , ' 
d~ las pica~ crom~tc.gra:i~~~- E: ~~a:isis c!ectrof~:lticc mues::~ 
quE en~: picc 2 de- l~ crc=~t~~=~fii :J£ colectada gran pa:t& ~~ 
la lg pr~sen~~ en lo ~~~!t:~ s~~Lrad~. Fo: d~n£!to~etr{a =~ 
demostro qu~ solo ~1 62~ di la 1, total cGlectada eluye en dicha 
fracciOn. En la figura 4 s~ obs~rva que el 67~ de la prote~na 
presente en dicho pico cc.rresponde a lg, la cual pcs€-€- el 94,. de 
la actividad esp~c1fica rccupErada. 

Dado que toda£ las p:otefnas del LA se unen a la 
columna, reduciendo la cap4cidad de adsorcion de I~ resin~. y 
considerando que en nuestras cc.ndiciones experimental~s las lg 
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eluyen con una fuerza ionica mayor de 60 mM CINa. se decidib 
optimizar este •~todo de purificaciOn incrementando lo fuerza 
iOnica inicial. La figura5Aauestra el perfil de eluciCn obtenidc 
con un gradiente lineal de 60-200 mM CINa. Se observa que, a 
diferencia d~ la experiencia anterior, en las condiciones de 
equilibrio eluyen dos fracciones prot~icas. Mediante SDS-PAGE 
Cfigura5&> demostraaos que la primera de ellas corresponde 
homogeneamente a transferrina <carril 1>, y la segunda a lg 
Ccarril 2>. Al aumentar el gradiente salino eluye una tercera 
fraccion, que demostrO en la electroforcsis corresponder a lg 
<carril 3>. Si bien en la figura b se observa que estas dos 
ultimas fracciones poseen lg, con actividad espectfica, la 
densitometrla mostrd que 13 fraccidn 3 concentra el 82% del total 
de la lg elu!da, con un 85~ de pureza. Es interesante hacer notar 
que la lg colectada en la fracciOn. 4 carece de actividad 
especifica. 

A los efectos de extender estos resultados de 
laboratorio a un subsiguiente proceso de escalado se encaro la 
purificaciOn del AcM mediante ·la aplicaci6n de un gradiente 
disconttnuo de ClNa en las columnas utilizadas en los 
experimentos anteriores. El perfil de eluciOn obtenido se muestra 
en la figura ~A. Las tres fracciones obtenidas fueron ar.alizada~ 
por electroforesisrtobservandose que la lg eluye en las fracciones 
2 y 3. Del analisis posterior por densitometrfa.se demostrO que 
estas contienen el SOS y el 46S, respectivamente, del total de lg 
eluida. A•n cuando ambas fracciones presentaron actividad 
especffica similar <figura~>. con la fracci6n 3 eluyen protefnas 
contaminantes. 

Dado que con 85 mM de ClNa en el gradiente discontinuo 
queda retenida el 46% de la lg, se incrementO la fuerza ionica de 
este paso a 100 mM CINa. Al mismo tiempo y en funcicn de los 
objetivo~ propuestos, se escalO el proceso en u~ factor de 6 
empleando una columna de S x 30 cm <Pharmacia> . La figura9~~ 
muestra ~! cromatograma y la electroforesis correspondiente a 
este exp~rimento. La lg se eluyd en la fraccion 2 con un niv~I de 
pureza ad~~uado. De la f igura tO se observa que esta r0presonta el 
93.5 % del total de lg eluida. 
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CONCLUSIONES 

Las actividades tearicas y practicas planif icadas por la 
Agrupaci6n de Hibridoaas de este Centro de Referencia para ser 
desarrolladas fueron cu•plidas. 

Con respecto al tr~bajo experimental, heaos adquirido la 
capacitacion necesaria en la producciOn •asiva de AcH, 
especialmente en lo qus a cultivo de hibridoaas en perlas de 
alginate de Calcio se rE.iere. Tambi~n hemos realizado el •ontaje 
de unc t~cnica alternativa como es el cultivo de hibridomas en 
sacos de diAlisis. Los resultados obtenidos con este sistema, 
aunque preliminares, parecen ser auspiciosos. Experimentos en 
curse tienden a confir•arlo. En lo que al bioreactor Acusyst-R 
respecta, las activi~~des fueron fundamentalmente demostrativas. 
Al respecto, el proyecto original contempla una vltima etapa en 
que los participantes trabajar4n con este sistema de cultivo. 

En re!aciOn a la purificaciOn de AcM a partir de ltquido 
asc1tico se utilizaron las tecnologtas de afinidad e interca•bio 
iOnico. Con respecto a la purif icaciOn con prote~na A-Sepharosa, 
se optimizaron las condiciones de recuperaciOn de los AcM. Los 
resultados obtenidos por intercambio iOnico, resumidos en este 
informe, forman parte de un manuscrito en preparaciOn. 

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

No p~demos finalizar este informe sin dejar de eY.presar 
nuestro agr~deci~iento a todos los miembros de la Agrupacion 
de Hibrido~3s y Modelos Animales. 
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Figura l . Columna crcmatograf ica de ProteJna A Sepharosa. Los 
J1quidos asc1ticos precipitados en sulfato de amonio y desalados 
en Sephadex G-25 H fueron sembrados en una columna Proteina A 
Sepharosa de 80 ml. Luego de lavada con PBS pH 8 <Non Boundl 
fueron eluldas a 4 re CD~ solu~i~n tamp~n de citrate pH 4 Cpico 
2l y pH 3 Cpico 3l en las ~iguie~~e~ ccndicicnes: 
-volumen de muestra:330 ml 
-concentraci~n de la muestra:22.5 mg/ml 
-flujo volum~trico:360ml/h 
-fl~jo lineal:18.4 cm/h 
-v~locidad de registro:0.1 mm/mi~ 
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Figura 3 .CA> Columna crcmatogrUi=c. de DEAE-Sephace~. Los 
1.q~ido~ asc:ticos precipita=~~ en ~lll~ato de amonio y desalado: 

G-2:. ~ 

-con~e~tr~ci.n d~ !a ~~cstra::7.0 rn;'c; 
-r:~j: \ci~~ltric~::~.0 ~!!~ 
- : 1 J ~ C1 1 ; : ,t:.: ; : S. 1 ·: rr. / t't 

tt·g!=t.=~:::..:: r.-.- ~ .· 

! E. ~- :.· ! ~ :T, :-. g : ~ • : ···i;. ••. 

• - c: I.,._ frer.cciones oblenidas ~~ 
:: .. ~.Le~ car-ril~s c~r:--e.-:::por.d~·r. ::i: 

-cer.::r: c.: pie;:.! 
-ca:ri! t,: £-n~ re- fiCu~ 1 y -
-cd !" :· i ! c: Fico "' ... 
-carri l c: en+:. r-£- picoz "" ":i "- -
-carr ~ . E' : pi~o 3 • 
-ca:-ri: t: entre p!cos 3 y 4 

- cc. r· r i l g: pico 4 

(' -



~-. ---·----

(. 

c 

.-_·i-:-=-.: 

···J· 
. ---

.. 

figurd 4 

INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL 
EXPERIMENTO I 
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Figura 5 . CA) Colvmna cromatogr~fica de DEAE-Sephacel. L~s 
:.quid~s asc.t~c~s p:2=~?itados en sulfato de amonio y dE~~lad~~ 
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INTERCA.MBIO IONICO DEAE-SEPHACEL. 
EXPERIMENTO II 

lg~ Prot. Total Aotlv. Eap 
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INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL 
EXPERIMENTO HI 
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Hl9RIDOMA 09-Hli:P1 
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INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL 

EXPERIMENTO IV 

lg&.Prot.Total Activ. Eep. 
1000......-----------------,2.5 

800 --- ---- - ------- ---- 2 

600 --------- ------- --------- 1.6 

400 ------- - . ------ ] 1 

200~---------- -----------· -- 0.5 

ot-..-=i::::i._-----LLL....~ ~~---1,llJo 
1 2 3 4 

FRACCIONES 

- lgG: mg M Actlv. Eap.: u/mg [ i Prof.Total: mg 

HIBRIDOMA CB·HEP1 
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Este es· el tercer intome de ejecuci6n del Prorecto. por pa.rte del 
Laboratorio de Referencia ubicmo en la Divisi6n de Hibridcmas del Centro de 
lngenieria Gen6tica. 7 Biotecnologia de la Habana. QJba. lncluye los 
resultados del adiestraaiento de los representantes de dos paises (Coloti>ia y 
Guatemala) durante el periodo coq>rendido entre el 7 de mayo y principios de 
julio de 1990. Su eclll>OSici6n es: Gestiones de Coll>ra de l.quipos v 

\ Kateriales. Desarrollo del F.ntrenalli.ento,, Ccmentarios. Conclusiones y Anexos 
(informes de las estudiantes). 

I. 

Gestimes ·mt4Coq>ra de Br.1oipos 7 lfateriales • 
Fn este 1DC1Dento la 11.eoda de los equipos y SUllinistros contratadps se 

ha coq>letado en el 100%. Tal como estipulado. se recibi6 el seaundo PICO 
correspadiente a USO 9100.00. 

Desarrollo del :rnt:ren-iento 
CorrespcnUa este periodo de eritnmmiento a ColOllbia (reubicmo de 

septiembre de 1989) y,, -.&Lirl lo planifio.to en Sao Paulo. a Guatemala. Bolivia 
Y Chile. Fn relacidn con este srupo se presentaron las s~1ientes 
dificultades iniciales: 
(a) La estudia.,te de ColClllbia Ueg6 unos dias despues de lo previsto. por 
dificultades en su pa1s para obtener la visa para K&ico. 
(b) El PNUD de Guatemala hizo la solicitud de autorizacim de los fondos a 

( CUba en luear de a Mexico. lo cual DOtiv6 atrasos en la llegada de la 
estudiante. 
(c) Fn el caso de Bolivia. despues de hab6rsele situado la visa en la Paz a la 
estudiante propuesta. la coordinaci6n general nos coamic6 que por la no tirma 
del contrato, este entrerumiento tenia que ser pospuesto. 
(d) Con respecto a Chile, a pesar de haber enviado telex y contactar por 
tel6tono con el laboratorio, no se recibieron noticias hasta jWlio. en que por 
telex se nos propuso la estancia del estudiante para Gl periodo septiembre
diciembre. 

La situaci6n de Bolivia y Chile ta ~licado el desarrollo del pr6xiDO 
entrenuaiento, a desarrollarse entre septiembre y noviembre de 1990. Para este 
ha continmdo su asistencia Venezuela (reubicado de Septiembre de 1989), 
Arlrentina y Ecuador (-.Jn cronoeruaa oriainal), lo que unido a los dos paises 
mencionedos haria un total de cinco loe· posibles estudiantes. El laboratorio 
de reterencia de la Habana, tal como tue ratiticado en Sao Paulo, no consider& 
adecuado, ni time condiciones para recibir a m6s de ouatro estudiantes por 
arupo, por lo que la situaci6n debe ser exaainada durante reuni6n de aiosto . 
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A ~tir de ll8YO de 1800 comenz6 el entrenamiento de los estudiantes: 
Alba Lucia Cc:D>ita Rojas de Colombia y Karia Teresa V'2lquez Ayala de 
Guate-1~.' El trabejo se desarroll6 en lo esencial acorde cm la Procrmci6n 
reestructur.la para ocho semanas. sea&l la suierencia del seauncto arupo. 
Participatjin siete ocoo imestigadores y cinco teasicos de la Divisi6n de 
Hibridnms, que-clesarrollaran los siguientes aspectos: 

(a) Teoria~-

Las estudiantes recibieron las siguientes cooferencias: 
1. Aspec~ generales sobre la tecnolecia enticuerpos monoclonales (Adi). 

2. Proyectos de Trabajo de la Agrupaci6n de Hibridoms y del CIGB. 
3. Uso de ratmes hibridos para mmentar la prcxlucci6n de AcH. 
4. Uso de ieactores de fibra bJeca para producir Adi. 
5. s~ de ensayo para Adi. 
6. AcH por ,ingenieria gen6tica. 
7. AcH bifuncionales. 

Las eStudiantes ~tieron los saiinarios estipulados en el program, a 
partir de ~ paquete de arti~los fWldaentales sobre genenci6n y producci6n 
de Aclt; estos fueron: 
1. Aspectos' .renerales sobre el cultivo msivo 
2. a>tenci6tl de ascitis para la producci6n de AcK 
3. F.ncapsul~ic5n de hibridaaas en alginato 
4. Kltodos generales para la purificaci6n de anticuerpos 
5. Fusi6n celular psra la producci6n de hibridaaas mrinos 
6. AcH hlmanos 
7. Dos artieulos seleccionados por los estudiantes 

T81'1bi4n los estudiantes asistieron a los seminarios te6ricos semanales. 
de la Divisi6n de Hibridaaas sobre temas diversos que incluyen investi.aciones 
sobre producci6n, purificaci6n, aplicaci6n y nuevas tecnologias en Acts. 
Efectuaron \Ina visita de trabajo al Instituto de Oncoloeia y Radiobiologia de 
la Habana. ' 

' 

(b) Prit-'"tica (31 horas -.les): 

Las estudiantes realizaron las siguientes actividades: 
1. Aapectoa IDanerales eabn el cultivo de htbrJ<kww•: 

Desconlelaci6n de hibridana CB-Hep.1. Preparaci6n de nedios de cultivo. 
Valoraci6n del crecilliento del hibridcma en Ulbos medios. Hontaje de ELISA 
para el testaje de los sobrenmantes. Conaelaci6n de hibridOllU para banco 
celuJar. Clanaci6n de c6lulas de hibridcma. lusiones demostrativas. 
2. Olltbo d8 hibrt.dmm •tn Yiw": 

', Inocul~idn de hibridomas en ratone~ 8AL8/c. !Ya.luaci6n del 
prendilliento~ Cl>tenci6n de liquido aseitico. Pr•.-cesuaiento y almacenaje del 
liqu~o asci~ico para su posterior purificaci6n. F.nsayo de las condiciones 
dptimu de unidn de enticuerpos a matrices cromatccrUicas. Evaluaci6n de las 
candiciones '6pt~.mas de eluci6n de anticuerpos. Purificaci6n de ascitis. 
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Control de calidad. 
3. OJltivo de hibri.dcma ·in ntro·: 

Encapsulaci6n de hibridamas en perlas de diferentes cancentraciones de 
alginate de calcio. Seguiaiento de PBrinetros tales CCJ110 viabilidad y 
coocentraci6n celular. Y producci6n de anticlterpos. en diferentes condiciones 
de cultivo. Hontije de un biorreactor de fibra tueca (Acusyst R) y cultivo de 
hibridomas inmovilizados. Purificacic5n de AcH a partir de sobrenadante. 

Comentarios 

1. La estudiante de U\Jatemla lleg6 diez dias despuc§s de iniciado el programa, 
lo que oblig6 a la repetici6n de conf erencias te6ricas por parte de personai 

( del laboratorio. Esta estudiante se retrasO en el desarrollo de algunas 
pricticas de encapsulaci6n por carecer totalmente de experiencia en el manejo 
de celulas en cultivo. 

2. F.n los primeros ensayas de cultivo se_ presentaron algunas cantaminaciones, 
por el enf isis que hace el program en que los estudiantes desarrollaran 
habilidades en la nanipulaci6n directa. Mo .obstante, se cuq>linentaron los 
objetivos y los estudiantcs adquirieron una adecuada independencia en el 
trabajo practice. 

3. Los estudiantes participaron en las tareas de IDOlltaje del bioreactor de 
fibra h.Jeca, aunque no nanipularon directamente el equipo para tratar de 
niniltizar los riesgos de contaninaci6n. El grado de nanipulaci6n de los 
bioreactores depende en gran nec::f ida de la experiencia y habiliclades de los 
estudiantes. 

( 4. Las dos estudiantes discreparon cori el grup0 anterior sobre la conveniencia 
de reducir el ti811PO del entrer.amiento a dos meses. El planteB11iento 
fundB11ental es que con una extensi6r; mayor se pudiera profundizar mas en 
algunos aspectos practicos. F.n le situaci6n actual es i11POsible establecer 
un progr&11a que satisfaga a todos por i8\Jal debido al desnivel de preparaci6n 
existent.P,. La parte cubana considers que el principio de veneer el curso en 
dos meses, con la posibilidad de un mes de reserva adicional, debe ser la 
opci6n; no obstante, el grado de avance individual de los estudiantes se sale 
por COl!pleto de las posibilidades de control de los oreanizadores. F.n 
consecuencia, los alUlllos deben venir financieruaente preparados para .una 
extensi6n mxilla de tres meses. 

5. Una de los estudiantes (ver intorine de Colonbia) plante6 coincidir con los 
informes anteriores en cuanto al servicio de liQ>ieza del apartuiento; nuestra 
opini6n es que este ha mejorado con respecto al arupo anterior. No obstante se 
tomar6n las medidas necesarias para evitar otros seftalanientos de este tipo. 
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Cmclmimes 

Se c:uq»lierm los objetiws esti.pulados en el proyecto. Las estudiiio~t~ 
mlquirieron mi base ento te6rico y pri.ctico que les peraite comenzar de 
inllediato la producci6n de Adi mediante cultivo. El llOdelo explotado fue el de 
la f!llC8PS".llac.i6n de los hibridmes en alginato de calcio. y su manten:illiento 
en frescos -spimer·. tecnolCC{a asequible a laboratorios sin arandes 
recurses. Los almnos se relacionarm adeais cm bioreactores automatizados 
del tipo de fibra lueca. cmprobendo su fwaciarumiento. y recibieron un 
entrenaaiento en los principios y .etodos crmmtogrif icos fumamentales para 
la purif icaci6n de Adi. 

El progJ:em inclUJ6 q>eiones adicionales y los alUDlos- adquirieron 
meals fol'll8Ci6n t.e6rica y prictica que les penrl.te abordar la prope.gaci6n de 
los hibridoms -in vivo-. en ratmes BALB/c. y purificar los Acn a partir del 
ascitis bmoral producido en ellos. Ted>ien vieron prcx:edinientos de fusi6n 
para la generaci6n de hibridoms de ratlin. 

, Ph.D. 
Jefe, Divisi6n de Hi idomas, 

Centro de Ingenieria Genet"ca y Biotecnologi~ 
Ave 31 entre 158 y 100, ~ , o 6162. Cubanacan. 

La Habana, CUBA. Telex: 512330 ING GEN CU, 511072 CUBA CIB 
Tle!: 53-7-218854, 201409, 201308 

La Habana, CUba, julio 28, 1990 
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CENTRO 
OE INGENIERIA GENETICA 
Y BIOTECNOLOGIA 

Pl8&UllA IE UIESTIMIEITO 
"PIOUCIOI MSIVI IE llTICIDNS DOCL.OlllLES. • 

ESflDZD CM'MTllO ti un• MFRICA". 

ISPECTOS &EllEIAl.ES.r 
~. :..::: l!uMc: ~r•t•uru :t Lan!s 1 Vi!rne:. !R :as llc!ra-·10~ P. 'P: :..:- ea • ~:f.I' ~ °!" d! :<:!:!r!Ji: ~l.'f'. !i 
r!~!~•!~~~ •~t!rP.~ de 11 i1st!l11t1~. 

:: . : ! - r~';rf~~ t!fl'!r~ @II ~rte• 1~ n!"Ciill!ftt;> ,,-actiCO prr~ !:'IC!•Hr: tr~: ~!~!Cl"!~ :!~' :i:!: S!~!-i:!~; -

:!!".'!r!P:::: , S!&in•ril!S-. l•s 'riiier1s • s~~ 11p1rtidos por profe!io"•lt~ :ut1n's r !os SfiU"dO~ Pl!r lo! 
.;be::;~. Ls> ~o.if!re"ci•s) c,r1i11uios serM it~ ... i.lllES. ff 9:CIC.' • !O:Yl •• , ~e H::~ll 1 I~:~:.,,!- ,; an:~ !II 

'~= ~;c·~:tir !I' e~ p~ac;r1ai. Las ~TES ~t~~ 1:3? J 2:3C ~E :; ~:~~' l~s i!~lt'!': p:·~1C!~!r~r !~ ;,s 
;~-:~!r1~~ ;r.t!r""..;!! jf i'~ ;ra:ios d! PibridOll~: ~ lneunoqui1ici. Los !iu•~~: r:~~hr~ ! i! !i!;!c~ "~ fo'.'.!tc 
:~c~~ •ecr.~ia)ii ~' obte:ic16n y prodllcci6a dt •~ticuerpos 1011ocit~•les f ios re~r1nts bis1c'l! que et~l!1rln 
~4~~ ~~!,:r1r sus se•i~•rios. 

;. Li ~Jr:,•O.i 1in11a ~revist• ~!l l!fttren .. i!llt~ es de un•s 8 sr.anas d! tra]lJ~, p!r~ ~:..:r~ ~rolG~~ars! ~a~tl 

!2 5!Pc"~=. si f:rera "'~!Serio. 

4. E11st;r~ una sesiCll iKJr setiRi ccg !I C~~rtt:n•dor del Corso y los ttitares ~e i~= e•~?·:•~r-:'~ ~!r; ia 
~is~~s:~~ d! r!suitidos y detillrs •d•i•istrit1v~:. 

PR06RAllA. -
A ii L~e~a~a.- 4:oaodiCiO~ en el •p1rt11!fttG, entrrq• del pl1r. de ~r•~aJc, ios r!ter12i~~ :~ S!•in;r:~~ y !! 
re;~a1rr.ta ~' tr1bajG !A rl Cl&B, visiti al Cl6E y l• li•isi6a dr Hibrido1a~. 

S!HRi 1.-
Coor~:r.i~Gr de ~· S!lir.i: &·. l1rel1• CJSlf 

=:::·-:'·:~· ar: !::"ter:1:::: :~r. J. E::odon'.!~ . ;r. C. Duirttl; ~= tec~r:::;.: :e '-:1.:·~:~;:~ "':-·.~::.::·:.€:. 

~s;::::! ;~·!ri!!i. ~r:wr~~2s d! tra:i;C d! !: :i•:s:6~ de H1br:~:~:· ~~~ ::~~. 
:r:>·!~;(,n 1: Su111ar~~ :~..,t;ires: :r. J. 6a\:!i:-11do 1 Dr•. I. Cosn c ~•!. "•ra L iitrr:!: :._:!~•o "•~:-: O! 
~:~·:~~•s y En~aps~!i:;On ~r ff1bridc1ss. 
5!7e'I~: fri:er:t!l'tt' Ii (t::t~·: Ten. ftarcos t:!~:.:: Cultivo d! li:llr1'.!01~~ !•~~~!n!• lir.!~ c~ r.:~·;~~!:::. !<:!•;3' 
:re::a:1r~~= i ~rcih:~c;.611 ~r >ell en l!t:io de C•J!::•:o, clonir, UPl"!!1r·. 
:.,~,:•~-tc a: ltut~r: ''"· ~·~Jr) Al'1ro): Oc~!r.!r Asc:tis en An:•~~!= \;•!:~~:~!•• rat:~~~ :}· :·r::;~r= . 
E:~E·••!":~ I! !t~to~: Dr•. r, Cos•! o Dri. ~~~•• E. PtrezJ: En~a?:~l1· ~:t,1d:r~; f- a!~:~•!c •!~:i~!.:a,, 
!5~~;1!:!'• ccn~:c11!11!s dr lh·11•dD) 

StHna :2.-
~oordinidor ~' I• se1•n•: le ftarcas &on•~le; 
~un!;: 

~:'.<··l(;:~~· 11: 5!1;-.&nc it·;~Jrrs: Dr. s:. 0. Ci:t·o, Dra. I. Cosli?;: Oo~•r::e•. d! ascL~ •1;:~ '!r ~:·. 
:~: L-1~:.''. 1: C011trrt11cu :3r. F. 0 Cntrol: !..'s~ dt linen hibricl.s dr r•tcn!s pira h i;rod•;:::"n di!' A:• 
S!••~•: t•~=·:1tnto II (t~tor: Ttn. ll•rcos 6ie:.i: Cultivo d! M:brido•!! lc:rt1~u1r :l~n•;r, !•P•~~:· P•'• 
an.i•:es , .1;1"•tc, 'onQel•rl. 
E1~rr:1!~to t2 !t~tar: Tc~. ~rturo •i~•r~I: ~~t!r!r Ascitis !II An:••I!! !:r,~~I~· ~"!•!!!~. ~~\!r~~, ••:•::!s). 

StHn• l.-
Co:;~~1r.;1cr dr :1 S!Hn•: ~er.. l!•"u!l Aqu1li• 
L:;r.n: 
~:0~-10:10 a1: S!1:r.ar~c lt~torrs: Gr. C. c~ar:r, ~ra. ft. fr!1re): ~ttcjo: ~!~!ra!e~ d! :ur:f::~::l, dt 
il'l~::urr~o~. 
JO:l0-12:00 1: Conferrnci• (Dr•. I. Cos1r o Dr•. ~ari• E. Ptrr:J: Re•ctorrs d! t:~ra hu~~• P•'• prr.~v::• MC"· 
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Seeu1: b11tri1ato J2 (t.tora Tea. lrtln llfu1I: •tmr Ascitis "' lli11lH (tdncci•n J procn11it11to 
dt HCitisJ. 
E1ftrilfnto ll lt.tor: Tm. II. •il•I: &clfSllU •aridoe1s t1 1l1inilo (c•tinur tnlu1ei61 dtl 
t1ptri1tntoJ. 

Stuli 4.-
Caord111dor dt 11 SN11I: Ir. ClrllS IHrtt 
l11ts: 
9:00-10:30 •: SeeiNriD It.tarn: lr1. S. Cnn, Ir. L. Slrtlll: Fusi6a ctlu!il' pirl ntt0ci6n dt "ibridOIH 
llf'iaos. 10:30-12:00 a: Coaftrllti1 (Ir. L. Sortlll: EISIJIS pir1 Adi. 
Sniltu E1ptri1t1lt 13 (t.bra Tea. .. ltuil•rl: Elclfsll1r ulwidOHS tll il1i11to (cantinu1r tY1lu1Ci6n 
t1ptri1tntoJ. 
E1peri1t11to 14 lhtarn: Ira. II. FrtyR, Ir. C. hlrtt, Tea. L. llirtil!tzJ: Purific1ci6n dt left 1 putir dt 
1scitis J so•rt01d111t1 dt C11lti'9 (111"1Cf'18it1ta i1ici1l lie 1Utstr1s p1r1 1finid1d t inttrc11bio i6nico, 
c•trolts de l1s1 purez1 y KliYiJMI) 

Slull 5.-
Caordina~or dt 11 stu11•: Ir. ClrllS lurtt 
ltllts: 
9:00-10:30 u: Canfernci• (Ira. II. ly1l1J: Altit!lff'pos m111elon1les por ingenitri• 1t1ttic•. 
llirtl!s l:lC p1: St1iurio: Tm nftnett- ii tr1bajo dt cw lluano tn su instituci6n de origen. 
Stun•: E1periHnto 13 (t.tor: Tea. I. AtuiluJ: Enc1f51l1r hibrido11s tn ilginilo (continuar t=nlu1ci6n 
11peri1tntD). 
Esperiento 14 (tutons: In. I. Fnyn, Ir. C. Jurte, Ten. l. llirtinezJ: Purifiuei6n dt Acll 1 partir ~t 
1scitis J sobrt111dnte de calliw (c•tiluciOll llel tr111lj1 COltllHdoJ 

Stun• 6.-
Coordin1dor dt I• stailli: Dri. S. Crlz 
l111es: 
9:00-10:30 11: Steia1rio (htoresa Ira. S. Cruz, a Dr1. lllri1 E. ftra~ndez.): Acft hu11nos. 
10:30-12:00 1: Canferl!tlei1 (Ira. S. Crlzh Acll bifucioo1ln. 
Ste1n1: E1,eri1l!tlto 15 (tatorn: Ir. J. lilYilondo, Dr1. l. Cos1t o Dr1. ft1ri1 E. Ptrez, Ten. ft. Aguilar, Ten. 
ft. &ltz.1: CultiYo de bibridC111s 11 •tore1ttor (1ent1je di equipos). 
E1per11t~to 16 (tutor: Dr1. S. Cnazl: F11i61 ctlul1r. 

Slllfti 7.- . 
Cooroin1dor dt 11 111U1: Ten. R. Agtil1r 
Lunn: 
9:00-10:~« 11: St1in1rio (tutor11: Dr. C. Du•rtt, Dr. J. &1Yilondo): Articulo stltceion1do tn bibliotec1 por 
1lu1nos. 10:30-12:00 1: Canfer11ci1s: Progr111 dt Acft d1l Inst. dr Dncologi1 dr 11 H1b1n1. Progr11• dr Acft 
dtl Inst. dr fttdicin1 Tropical de 11 Hibin1. 
St11n•: E1peri1ento I~ (tutor11: Dr1. l. Cosat o 9r1. lllri1 E. Ptrt:, Dr. J. 61Yilondo, Ten, ft. Aguil•r, Ten. 
R. &ltz.): Cultivo de hibrida11s 11 ~ior11ctor (tv1lu1eiOll d1 crtci1itnto y prod. •cft). 
E1peri1tnto 16 (tutor: Dr1. S. Cr1zl1 Fusi61 eelul1r (1t11ci6n 1 los cultiYos). 

Sn1n1 a.-
Coord1n1dor dt l• se11n1: Dr1. S. Cruz 
St11n•: El ti11po dt 11 1111n1 dlllt str dldic1do por las 1lu1nos • 11 conftcciOn dr las 1nfor1ts ttcnicos dt I• 
tsl1nci1 y I• r1cuptr1ci6n de infor11CiOll. 
P1rtid• dt r19r1so. 
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UPORTE DB LOS RESULTADOS ALCAllZADOS BR LOS PROCBSOS DB CULTIVO 
llASIVO DB HIBRIDOKAS DB RATOB D BIORBACTOR, PARA LA PRODUCCIOR 
DB ARTICUBRPOS KOIOCLOIALBS 

Se realizaron dos procesos de producci6n en el bioreactor 
Acusyst-R de la f iraa Endotronics; las condiciones de cada uno de 
estos procesos se describen a continuaci6n: 

Proceso I.-

Bibridoaa: CB-Hep.1. secretor de anticuerpos monoclonales contra 
el antigeno S del virus de la Hepatitis B, preadaptado al 
crecimiento en DHE (4 g •lucosa/L) con 5% de suero bovino y 3% de 
HECS durante 7 dias. Proveniente de banco de trabajo a partir del 
animal (directo) .. 
Cantidad seabrada: 100 aillcnes en el nismo medio 
Tieapo pre-cosecha: 7 dias 
Control de consuao de glucosa: diario, y ajuste Del consuao 
aediante aumento proaresivo de la circulaci6n del medio 
intracapilar y de su renovaci6n (se•un manual Endotrinics) 
Control de pH: ajuste del rotiaetro para C02 con vistas a 
alcanzar pH 7.3 
Tieapo de ciclo: 720 min (15 dias); 320 (2 dias), 160 (16 dias), 
Tieapo de Proceso: 33 dias (26 de aarzo a 30 de abril); terminado 
por baja producci6n y contaminaci6n de espacio intracapilar con 
levaduras 
Cosechas y caracteristicas del aedio aetabolizado: iniciada el 5 
de abril; 3 ml/hora. La concentraci6n de anticuerpos en el 
sobrenadante aument6 hasta llegar a valores de 100 "S/al, nivel 
este donde se estabiliz6 durante el resto del proceso, a pesar 
del aumento en el numero de celulas 
Total de AcH producidos (sin Purif.): 240 mg 
Total de aedi9 consuaido: 280 litrns en intracapilar y 1.87 
litros en extracapilar 
Total de suero neonato consuaido: 80 al 

Coaentarios.-
Coao parte de las pruebas realizadas para determinar las razones 
de la baja producci6n, se hizo la clonaci6n de las c6lulas que 

\ habidn crecido por 30 dias en el espacio extracapilar, ya durante 
'\toda la etapa en que los niveles de producci6n no continuaron en 

aumento. Se demo~tr6 que m's del 80X de estos clones er~n 

provenientes d~ c~lulas productoras de anticuerpos, por lo que la 
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hip6tesis de que la baja producci6n se pudiera derivar de la 
perdida de capacidad de secreci6n 7/0 selecci6n de variantes no 

productoras, no es vilida. 

Proceso II -

Hibridoaa: CB-IFRA2.4, secreter de anticuerpos monoclonales anti
IFN alfa 2b, preadaptado al creciaiento en RPHII1640 (3 g 
glucosa/L) con 5X de suero bovino durante 7 dias. Determinada 
ausencia de micoplasaa con sisteaa diagn6stico de Flow. 
Proveniente de banco de trabajo a partir del animal (directo). 
Cantidad seabrada: 150 aillones en el aismo medio 
Tieapo pre-coGecba: 7 dias 
Control de consuao de glucosa: diarlo y ajuste del consume 
aediante aunento proaresivo de la circulaci6n del nedio 
intracapilar y de su renovaci6n (seadn manual Endotrinics) 
Consumo de glucosa: estabilizado alrededor de 600-700 ag/hora 
desde el dia 22 del proceso. . 
Control de pH: ajuste del rotilletro para C02 con vistas a pH 7.3 

· Tieapo de ciclo: 720 min (5 dias); 360 (5 dias), 240 (5.dias), 
120 (5 dias) y aunento hasta 720 de nuevo al detectarse escape de 
c6lulas en la cosecha (30 dias de inoculado) 
Tieapo de Proceso: 51 d~as (15 de 3unio a 4 de agosto); proceso 

.. 
en desarrollo 
Cosechas y caracteristicas del aedio aetabolizado: iniciadas el 
22 de junio; 3 ml/hora; (ver grifico 1) 
Total de AcK producidos (sin Purif.): 5.79 gramos 
Total de aedio consuaido: 400 litres en intracapilar y 2.88 
litros en extracapilar 
Total de suero neonato consumido: 144 ml 

Comentarios.-
Las celulas detectadas en las cosechas de medio extracapilar se 
mantienen viables; se estima que, de esta forma, el sistema est' 
manteniendose actualmente en una especie de estado estable 
(reproducci6n y p6rdidas equivalentes), muy deterninado por el 
espacio de crecimiento accesible. El examen visual del cartucho 
del bioreactor demuestra que las celulas han cubierto 
uniformemente todo el espacio posible de crecimiento. 

QBS~RVACIONES FINALES 
' 

(1). Es necesaria la creaci6n de toda una infraestructura 
alrededor de la produoci6n en bioreactor, que implica: 
a.- Personal con entr~namiento en cultivo, que haya vencido una 
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etapa intermedia entre el trabajo de laboratorio y de produc,ci6n 
b.- Instalaciones para el control del ambiente alrededor del . 
bioreactor 
c. - Instalaciones para la preparaci6n de medios, filtraciones", 
esterilizaci6n, etc., particularas para la producci6n 
d.- Un adeeuado trabajo en la caracterizaci6n de las lineas a 
trabajar (micoplasma, prcducci6n, adaptaci6n, bancos de trabajo, 
cultivos intermedios a otra escala, comportamiento en el animal, 
etc.) 
e.- Instalaciones y conocimiento previo para la purificaci6n de 
los volumenes de producci6n, con una concepci6n nueva, a escala 
diferente de la de laboratorio. 

(2). Se realizaron dos procesos de cultivo a gran escala, con dos 
hibridomas diferentes; en el primer proceso no obtuvimos las 
cantidades de anticuerpos previstas, no asi en el segundo proceso 
donde los niveles de producci6n alcanzados fueron importantes. 

(3). No existe suficiente evidencia para determinar con exactitud 
el porque de las diferencias sustanciales entre los dos procesos. 
Por la complejidad de la tecnoloaia, resulta dificil realizar 
experimentos de comparaci6n; no obstante, existieron las 
siguientes diferencias (sin que ello signifique cual es o son, 
las determinantes): 
a.- La linea CB-Hep.1 (primer proceso) produce menos anticuerpos 
que la CB-IFNA2.4 (segundo proceso) en las pruebas ''in vivo" e 
"in vitro" (cultivo estacionario). 
b.- Ei medio empleado en el proceso I fue DHE (fabricaco por 
componentes) y en el segundo RPMI 1640 (comercial). 
c.- Los tiempos de ciclo (direcci6n del flujo de medio 
extracRpilar) no fueron identicos. 
d.- Para el proceso I, el medio de inoculaci6n y de cosecha tenia 
HECS como aditivo en un inicio (las celulas estaban preadaptadas 
en este medio); este fue eliminado pcsteriormente. El proceso II 
no tuvo HECS pero el porciento de sttero f~e el mismo en ambos 
casos. 
e.- Los sistemas de determinaci6n de concentraci6n de anticuerpos 
estuvieron total~ente estandarizados para el proceso II, pero las 
purif ~caciones realizadas de las cosechas del proceso I 
demos~raron la baja producci6n de anticuerpos. 
t.- El proceso I tuvo una contaminaci6n del espacio intracapilar 
con levadura, a partir de los 33 dias, pero ello no justif ica los 
bajos valores de anticuerpos obtenid~s con anterioridad. 
a.- El crecimiento experi~entado por el hibridoma CB-Hep.1 fue 
inferior al del CB-IFNA2.4, en periodos de 1tiempo semejantes. Aun 
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asi ello no justifica totalnente las diferenc'~s en valores de 
producci6n debido a que con den~idades parec~das. los valores 
eran muy diferentes. 
h.- Adicionalmente. se introdujeron. de un proceso a otro, un 
conjunto de ~joras tecnol6gicas: 
- Controles diarios de esterilidad al intracapilar (37.C) y en el 

extracapilar por medioa de cultivo nicrobiol6gicos Oxoid, en 
cada cosecha_ 

- Aumento de los tiempos de esterilizaci6n de botellones (1.5 
horas) e increRento de las nedidas de control de los materiales 
de uso directo en el proceso. 

- Kontaje de sistema ELISA para Igs de rat6n, y su 
estandarizaci6n. 

-.Estandarizaci6n de las pruebas para medici6n de consumo de 
glucosa. 

(4). A priori, parecen importantes las diferencias en los ni:veles 
de producci6n orig"inales de ambos_ hibrido11.as ( aproximadamente de 
una orden de maanitud). Si bien ello pudiera explicar 
parcialmente las. diferencias de producci6n en el bioreactor, nq 
tenemos aun idea de las razones que llevan a que, en el animal, 
estas diferencias se reduzcan. 

CQNCLUSIQNES 

1.- El equipo Acusyst-R es adecuado para la producci6n de 
anticuer~os monoclonales en cultivo, pero su funcionamiento lleva 
implicito una infraestructura importante para mantener la calidad 
y continuidad del trabajo. 

2.- La producci6n ~ 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 
hibridoma en cultivo estacionario pueden ser uno de l~s posibles 
predictores de la productividad a alcanzar. 

3.- De la experiencia obtenida con los dos procesos se deriva la 
importancia de la opci6n de producci6n a partir de ratones 
inoculftdos con el hibridoma. Es posible que para hibridomas de 
baja producci6n en cultivo estacionario, las bondades d•l 
ambiente "in vivop no puedan ser rep~oducidas por los sistemas de 
bioreactores exist~ntes: 

4.- Tal como aparece en el intorme central, es conveniente la 
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. 
valoraci6n de los sistenas ~e cultivo de hibridoaas encapsulados 
en alainato de calcio, coao opoi6n compleaentaria en la 
producci6n. y cono torna de adquirir experiencia en el paso de la 
escala de trabajo investigativo. a trabajo product.ivo. 

5.- Debe tenerse en cuenta que todavia no podenos producir 
recomendaciones o experiencias de la parte de puriticaci6n de los 
anticuerpos. vertiente en la cual se ha laborado a escala de 
estandarizac~6n de m6todos. Los prineros lotes de nedio rico en 
anticuerpos~ producidos en el Proceso II. recidn serln 
purificados en agosto. 

CB-IFNA2.4 (6-8/90) Endotronics-R, 
Acurttulado: 5. 79 gramos (s/purif) 

--+- Concentra.cion de AcM · _._ Tota.l de AcM 




