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INSTITUTO NACIOMAL DE CAllCEROLOGIA.Bogota,Colombia. 

Elaborado por: Oscar Orozco D{az MD. 
Laboratorio de Inmunolog{a 
IRSTITOTO RACIORAL DE CAHCEltOLOGIA. 

I). Aspectos Tecnicos: 

Ofldo No. ------

Contiouando coo lo reportado eo el Informe de Avance de Actividades 
de Febrero 23 de 1.990, la labor ~rincipal se centro en la activi -
dad D4, es decir.eo la caracterizacion 1 procluccion de asciti& del 
b1brido secretor de anticuerpos anti-foafatasa alcalina. Al misao 
tieapo se le coofirio especial atencioo a la noraalizacioo de la me 
toclolog1a que perai.ta aplicar el sisteaa fosfatasa-aotifosfatasa -
(APAAP) estudiaodo especialmeote la fonaa de iohibicioo de la fosfa 
tasa endogena y la optiaizacioo para su uso de los difereotes sus -
tratos y crom6genos. 

Auoque relativameote exteoso, creo pertioeote eoviar adjuota fotocE_ 
pia de ouestros RESOLTADOS puea este documeoto podra ser util tanto 
para demost=ar el cuapliaieoto del coaproai.10 suscrito en el Contra 
to como para motivar e iluatrar a los grupos en otros pa{ses iotere 
sados eo este anticuerpo. Como ioforme eo ld reunion de coordioaci6n 
de Agosto en Cuba, este aoticuerpo esta dispooible para su escala -
aieoto y/o uso por quieo lo desee deotro de la Red Latiooamericana 
de Biotecoolog{a. 

Calle la. No. 9-85-Apartado Mreo No. 17\58-Tetefono: 2464385-Bogot~. o. E. 



-------~------------------

( 

( 

MINlaTERIO DE SALUD 

INSTITUTO NACICNAL DE CANCEROLOGIA 

Dependenda LAIOR.ATOR.1.:0 DI llKDlfOLOGU 

Bototi, o. E. Agosto 29 de I. 990 
Oficio No. _____ _ 

Aparte de las CONCLUSIONES que se aeociooan en el numeral lb del 
anexo, quisiera resaltar que dP.ntro de los hibridos selecciooa -
dos ioicialaeote, he.as cootiouad~ ouestro trabajo utilizando el 
F.A.8.14; el aoticuerpo obtenido a partir de tumores asciticos 
aantienen au buena reactividad con la enziaa sin inter{erir con 
su sitio activo. Buestros ensayos de optiaizacioo de la tecoica 
APPAP nos ba peraitido aplicarla para estudiar mejor los anticaer 
pos contra otros ant1geno& que ya hemos producido. 

Adeaas, de este proyecto bellOa recibido otros beneficios, como 
el de adquirir la capacid;ul de obtener la fosfatasa alcalina de 
inteatino de res y el estudio a fondo de varios sustratos y cro­
.Ogenos para bacer .as versatil nuestra capacidad tecnica. 

Eate trabajo aobre foafatasa alcalina fue la base para la presen 
tacion de Teais de Grado del Seftor Milton Crosby en el Departa -
aecto de Quwca •· Faraacia de la Univer£idad Racional de Colom­
bia, siendo este otro benef icio indirecto en la realizaci6n de -
este proyecto. 

11 entrenaaiento que r~at:.S la Seftorita Alba Lucia COmbita. en 
Cuba en los meses de Mayo y Junio nos permiti6 comenzar a imple -
mentar la tecnica de escalamieoto iotermedio de cultivo por esca.2_ 
sulaci6n con alginato de calcio, objetivo que representa para no 
aotraj un buen avance en la capacidad de aplicacion de la produc 
ci6n ~aiva de anticuerpoa monoclonales; el informe aobre esta -
actividad fue enviado a la Coordinacion por el Centro de lleferen 
cia de Cuba. 

II). Aspectoa Adminiatrativos y Fioancieros: 

El prim.er deseabolso programado de 7.650 dolarea fue recibido a 
aatisfaccion y utilizado para coiaprar un lector de placaa de ELI 
SA, indispensable para la realizacion de eate proyecto y que con 
tinuara preatando aervicio eo nuestra lnstituci6n. Su costo FOB­
fue de 5017.50 dolares y fue adquirido a travea del PNUD en Co -
lombia. El dinero aobraote se utilizo para pagar los gastos de 
viaje y aanten~aiento de la Srta Alba Lucia COmbita para el en -
trenaaiento program.ado y realizado en Cuba. 

Calle la. No. 9-85-Apartado Mreo No. 17158-)elelono: 2464385-BogotA, o. E. 
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El segundo desembolso de 5.400 dolares fue recibido taabiln a satis 
faccioo luego del envio del Iofo:-me prelimioar. De este diuero se­
separaron 2.200 dolares para fioaociar el viaje del segundo becario 
a Brasil, que de acuerdo a la reprograaacion de actividades debe 
realizarse a partir del lo. de Octubre de 1.990.Los 3.200 dolares 
restantes cubren los gastos de coaunicacioo (150 dolares). lnforaa­
cion (500 dolares) y la compra de reactivos (1.550 dolares).Quedaa 
pendientes por ejecutar 1.500 dolares cuyo deseabolso esta progr~ 
do para ejecutarse luego de la aprobacion del loforae Tecoic~ tinal 
del primer ailo. 

.• ~·! • 

Cabe recalcar que debido a la recalendarizacion, Demos solicitado 
al Coordinador que se pueda ejecutar los 2.200 dolares deotro de 
una actividad que se realizara el seguodo ano (aegundo entrenaaien 
to en Brasil). 

Estamos a la espera de defioir si VECOL (i:mpresa Veterioaria Colom 
biana) suscribe los Terminos de Referencia y firma el Cootrato res 
pectivo para el segundo ailo, en el cual se incluye COllO actividad­
principal, la participacion en el escal.aiento que ae realizara en 
Brasil en Abril de 1.990 

r:-3 ... ~~~~~ 
o~zco DIAZ MD. 
Laboratorio de lomunologia 
INSTITUTO RACIONAL DE CAHCEROLOGIA. 

Calle la. No. 9-85-Apartado A~reo No. 17158-Tel~fono: 2464385-BogoU, 0. E. 
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Desde el desarrollo de los anticuerpos •onoelonal •a par fr 
de la hlbrfdlzac16n de un llnfoclto previaaente est •ulado on 
c~lulas de •leloma en 1975 por Koelher y Hll•taln,este •6todo ha 
permftido un avance en los diferentes ca•pos de la cle cia,ya ue 
por sus ventajas sabre los antlcuerpos pollclonales, 10•0 son la 
alta"especlflcldad,homogeneldad, creclalento continua, ~apacl ad 
de fnmortalizar la produccl6n de reactive• •ono speclfl os 
medlante el congelamlento de los htbrldos a la v ~ que la 
produccl6n contra cast cualquler deter•lnante anti16n ~o. Est s 
han cobrado mayor lmportcr,'l~la y han perallldo •i' uso o 
herramlenta en mt,;chas Areas. J ·I 

Entre ;! los campos amp I laaente usados co•o e• el q~so de 1 a 
blomedlclna, estos tlenen a61llples apllcaclonest ti6s[camente n 
deflnlc16ri de subpoblaclones celulares, tlpaje de arill1enos: n. 
tejfdos, ~determlnacfon de grupos sangulneos,hor•ona~l y olr s 
factores s~rlcos, al tgual que en el dlagn6stlco de enrer•edad • 
lnfecclosa y parasltarlas ,etc. En la oncologla a parte de usar e 
como lnstrumento de dlagn6stlco, taablen se ha us,fdo en 1 a 
busqueda ~e una mayor especlf lcldad para el trata•lenta.; al lg~ I 
que se !'ha usado con fines terapP.\'.Jticos paslvos ~de olr- s 
enfermedades. Otro de los campos utlles ha sldo en el lbgro de n 
mayor entendlmiento de los •ecanlsmos "bislcos ~iol6glc s 
envu~ltos;: en la patog~nlsls de las emfer•edadas y illsls e 
productos·g~nicos de la arqu1tectura y fuc16n celular. 

Todo esto ha llevado a que se cree la necesldad del 10 aasl o 
de anticu~rpos monoclonales, a la vez que se l•pleme s 
sislemas 1que permltan una •ayor producc16n .y tacll a 
purlf1caci6n de estos para su posterior uso. 

Entre los dlferentes sistemas utlllzado• para la roduccl n 
masiva de.-antlcuerpos encontramos: la producc16n •in v vo•,en I 
cual el· fluldo ascitlco derivado de ratone• ~ evla•e~ e 
senslbillzados con lrritantes como: prlslane o·acelte ~lneral t• 
inoculado* posteriormente con el hlbrldo 1 ha sldo la tuente e 
muchos laboratories para la producc16n de 6slos, sin, embar1 , 
d~hldo a ; los grandes problemas que h1plden una : eflclen e 
purlflcacl6n de estos Cprotelnas contamlnantes> han lllvado a a 
creac16n d~ slstemas"in vitro•, que aunque per•lten una~aayor 
fa~ilidad ~ara su purlflcacl6n, no deja de ear un probl ma. 
Dentro d~estos slstemas estans los •l•l•••• ho•o1• eos co• t 
cultlvos ~n agltacl6n continua y slstema• · hetero1en os co• 
lnmovlllzail6n celular en mlcroperlas, atrapa•l.•nlo e •atrlc 
porosas, m croencapsulacl6n en perlas de ·a11lnato cultl 
inmovll lza; o en flbra hueca 1 que per•lten una Pl'.Oduccl n alta 
anti cuerpo~. . .. :··; ·;. •'t _. · 
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OBJETIVOS 
I 

Con el fncremento en el l:So de AcM, tanto en el di~gn6stfcd, 
'· tratamiento como en otr~s aplicaclones, se ha creado la~necesid d 

de crear cantfdades suficlentes, por 6sto, se han delarrolla.o 
nuevos slste•as que per•lten una aayor produccl6n, facl ~tando _u 
purlf icac16n. Por tanto, uno de los objetlvo• de este ~urso, 
conocer,paia posterlor•ente poder apllcar en nuestros p 1ses, I 
diferentes,.sistemas bAslcos para el escalado de 6•tos .;: al l&u 
que· desartollar sus aetodologlas, tenlendo en c~enta I 
condlclones necesarlas para !ograr una aayor eflclencla.f .. 

Ya que el uso de estos AcH requlere un grado de pureza 
. ., acuerdo a su posterior uso, es i•portante estabiecer ltip 

parAmelros 6ptimos de los dlferentes •'todos lpara ~p 
r11 .. fficaci6n. Por ulti•o, -1'..!!.;t.llzar otras t6cnlcas d cultivd 
que no son la base del curso, pero que compleaentan a ~te, co 
lo son fusl6n celular, expansl6n y clonaje de hlbrldos. 
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I. PROOUCCION HASIVA DE ANTICUERPOS HONOCLONALES 

A. PRODUCCION IN VIVO 

Objetlvos: 
Conocer las condlclones que deben ser tenldas 

lograr una •ayor produccf6n de AcM y reallzar 
m~todos para la obtencl6n de flufdo a&citlco. 

uenla p ra 
,dlferen es 

Procedlalento: 
Se tomaron ratones Balle los cuasles se el 

ascltlco por dos •ttodos: Prlaero: la vfa :la cual 
realfz6 por punclOn intra peritoneal, obtenltndose v ·~•enes 
varfan entre 2-5 al./ratOn, esta prictfca es venta ~•. ya 
permlte la obtencl6n del f lufdo repetldas veces <2-3>, 'de acue 
al estado del anl•al. .. ,..,. 

do 
se 
ue 
ue 
do 

Segundo: . por vla \mica, en la cual el ratOn es 
dlslocacion vertebral, en el •o•ento en que 6ste se 
su mayor!produccl6n, es declr, cuando la cavldad ab 
dlstendl~a a ~u •Axl•o. Por este attodo, 1a·cantldad 
varla ent~e S-8•1/rat6n. ~ste •6todo es ventajoso, ya 
una aay6r facllldad de aan~jo cuando se trabaja co 

flcado or 
cuentra en 
alnal • ti 
'e se lo ra 
ue per• te 

un n\l!JI r9 
grande de:1 ratones. 

Concltslones: 
Las cbndlctones que deben tenerse en cuenta para 101rar 

11ayor produccl6n de antlcuerpos, varian •uc.ho, desde '.la cepa 
ratones empleada, hasta el hlbrldo a ser usado, ya q e 6•te 
dlferente:para cada ca&o. En cuanto al rat6n ele ldo, d 
tenerse eh cuenta, que £n lo poslble debe de uaarse una •l 
cepa, el peso y taaafto sen lmportantes, ya que •• rel clonan 
la capacldad abdo•lnal del raton. . 
Las condlclones de preln6culo, es declr, el momenta ~ en que 

I 

logra una •ayor senslblllzacl6n del peritoneo del ra On, ya 
variando la cantldad de lrrltante como el lntervalo de~feapo 
se deje ~para posterloraente lnocular el hlbrldo, deben 
prevfame~te estandarlzadcs, al lgual que el nuaero d ctlula 
l nocu I ar .1: 

e • 

r 
!'. 

Pi~DUCCION IN VITRO 

•. l > · EJ~APSULAC I ON EN ALG I NATO DE CALC I 0 . .. . ;}: 

se 

O~jellvos 

- 1

1
1 estandarlzar las condlclones Opt~•~ del hib Sdo_an l-
1 •trepto-klnasa 130. 

\I 

det•r•lnar •l ••dlant• concentraolon•.• baJa de •u• o 
Ide ternero <SS>, •• po•lble lo1rar_~n;crecl• nto 
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1. 

I; ce l1Jlar y produccl6n 6ptl•a de antlcuerpo, • 
;coaparacl6n a una alta concentracl6n de suer de 

1 ternera < lOS >. 

.... -, . 

delerafnar en base a la estandarfzacl6n pre fa sl 
posible disminulr concentracf6n de suero con.o sin 
coapensacl6n de faclores de crecl•f ento <HE~S> en 
fase de cosE-cha. 

·I 

i. 
;· 

Haterlales y Httodos 
- ~hlbrido antl-sk/130 

~•edlo de cultlvo: DMEH 
- Hsue~o de ternera <ST> 
- ~alglnato de sodlo J.6S 
- :;citrate de sodio 50•HIEDTA 50aH pH 7.2 

~loruro de calclo ~OmM/NaCI lOO•H pH 7.2 
!frascos spinner de 250aJ. 
:1nctibadora a 37 gra~. 
.agltador 20RPft 

es 
1:a 
I I . 

.. 
#actores de creclalento <HECS:sobrenadante dr _c61ula 
;~ndo te 11 a I es huaanas >. 
-! 

Ex~rlaento I 1: Concentracl6n de DMEM ST 6ptlao~ 
se to•aron los cultlvos de hlbrldos <esteclonarlo•>, prevlaaen e 
adaptados -~n •edlo de cultlvo con SS y lOS de suero d~ terne a 
<ST>, por~ 2 semana. Posterloraente, se pr~cedl6 a ncapsul r 
segun la j1ttcnlca descrlta por Martins Slnacore y l.<198 , 
tenlendo •n cuenta los slgulentes par6aetrosa la• cfl las de n 
encontrar~e en fase logarltalca, la concentracl6n f lnal e 
alglnato, :rut del o.as a raz6n de 40 mlllon•• de ctlul s/40al e 
perla en 200 •I. de medlo con ST al SS y al !OS, obtenl ndoae Ulla 
concentracl6n final de 200,000 c•lula3/al. de .aedlo. r. 

A partlr del se1undo dla de cultlvo, •• eallzar~n 
dlarfaaente ca•blos de aedlo evaluando: recuento lular ~e 
c•lulas ~fables y no vlables dentro de Ja• sfera• ~y 
sobrenadante, consuao de glucosa, el cual fue valorad deacuerlo 
a la presencla de glucosa en el sobrenadante -••lab lzado, n 
base a •• t•cnlca estandarlzada por Sl1aa.-La cone• racl6n • 
antlcuerpd

1 
producldo por al 111 l tro de aedlo •• deter• n6 por a 

t•cnlca ide ELISA prevlaaente estandarlzada, us ndo u•• 
concentra~l6n de Sua/•I. de strepto-klnasa para cubr!r placas • 
~6. pozos ~NUNC>. Sl•ultanea~ente, se corrl6 una cur a ta•bl n 
estandarlzt:da de ante •ano. 

Exp rlaento I 2: Deacuerdo a la ••landar1zacl6n prevla a I 

partlr de~l aoaento de cosecha "llenado ·d• la• p rla•• 
dlsalnuy6 I a concentracldn de ST con y •In adlc16n de HEC 
evaluando • os paraaetros de .cJ•clalento, vlabl I ldad y onsuao • 
1lucosa. l! .. 
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Resultad~s: ! , 
En e I cu I ti vo •an ten I do a una concentracl6n dt( lOKST se 

observ6 que de acuerdo a la griflca I 1 se obtuvo un ••"or 1 
crechuent;o al dla 4, alcanzando 4.75 •II lone• de eel "1as/•I ~. 
perlas, posterlor•ente, el crecl•lento eapez6 a 'l••lnutd, 
•antenl~nd~se hasta el dla 10, el cual fut de 1.6 al ~on•• ~. 
c~lulas/•l!de perlas. ' ~ 
En la produccl6n de Ac", se observ6 una correlacl6n co 're•p•c~ 
al crecl•I~: -~ celular, slendoo asl su aayor concentra 16n en ~I 
11a 4 de· ~o.6ugl•I. Posterlor•ente, su concentr cl6n tJe 
ui,;sfnuyendo a •edlda que el crecl•lento celular di• _i°nuy6 .~e 
observe que el consu•o de_1lucosa es alto, duranle el .~•ento ~t 
el que alcanz6 su •ayor creclalento, posterlor•ent• se ~16 que; 
medfda que Iva cayendo el cr~•lento, el con•uao fut ae or. d' 

En el .cultlvo aantenldo al SS de ST craflca I 2, ;·u aay 
creel ml ent~ se I ogr6 a I dla 3 oblenltndose 2 • · I on• die 
ctlulas/•I'.. de perlas, posterloraenle esle declln6 ~1rando~b 
aantener ~asta el dla 6. La aayor concenlracf6n d : res, ~r 
observ6 ai dla 4 la cual fue de 19u1/•I, lueco, esta eclln61~­
la vez que· el creclalento celular.EI consu•o de cluco no f"!je. 
muy •arcado correspondlendo el pico a~xlao a los dla de aayd~ 
crecl•lento celular. : ~ 

Deacuerdo a los resultados anterlores, en el cual obser~p 
que la condlcl6n 6pll•a de creclalento para ••l• hlbrld en DH~H 
ST !OK, se~partlo para el segundo experlaento~ Se obse 6 que ; 
dlferencla .. del experl•ento anterior, la cosecha •• lo rd en ~ 
df a novena, alcanzandose un pro•edlo de 3.62 •I ~ones 
ctlulas/al::de perlas en a•bos 'plnner, para la, cual el :aablo 
aedlo cada~;24 horas, se real1~6 a partlr de dla 1 oada '•e hor8i 
con el fin de acelerar el llenado.Posterlor a 6s fuero 
cambladas las condlclones de nutrlentes: DnE" ST SS/H CS 3S 
DHEn ST S~ sin HECS, a partlr de esle •oaenlo observ ., 
deacuerdo a. la grif lca 13 que en el prlaer caso exlste una lev 
dls~1nucl6n~ de creclmlento durante •ste y posterlor•enl auaent 
alcanzando · su •ixl•o al dla 17 que fut de 3.85•11 ~n•• d 
c~lulasl•I Jde perla, y lue10 coalenza a decll ar. L 
concentraclOn -e lnauno1lobullna, a pesar del· ca -lo d 
r.ondfclones: se obtubo un lncre•ento al dla 13 qu fu6 d 
13.89ug/al,.~que posterlromente no se contlnuo valor·ndo po 

J; I 

ffnallzacl6n del curso pero que deacuerdo a lo• ortos ptra•etro 
este se encontraba en ascenso.el consu•o de slue sa est 
correlaclonado con el creclalento, observando•• un aayo con•u• 
en ~I que ••l• era alto. Para el se1undo caso •• ob• ~v6 qu 
posterior !~al ca•blo de las condlclon•• exl•l• na lev 
dls•lnucl6~id• crecl•lenlo a la vez que la produ~cl6n de AcH. 
p~ro est•· tlende a establecerse, lo1rando ~nueva ~nte u 
lricre•ento ~anlo celuar < 3.12 all lone• de c•lulas·l•I • perla 
co•o en la ~oncentracl6n de ln•unoclobullna C17.35u1/•I al di 
15 y lue10 ~o•lenza a decllnar. El consu•o de 1lucosa se ve 
correlacfonado con el crecl•lento celular y la produccl6 de AcMt 
aunque se o.bserva que este contlna a pesar de qu• el er el•l•nt 

i 
1. 

·. 
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continua. esto es probable ya q~e exlste a la vez un aa_yor 
de c~lulas escapadas al •adlo <93.12 allones de c~lul s/ 

numeJo 

medio> que au•entan el c~nsu•o. 
•I ~e 

Conciusfones: 
Se establecl6 que las •ejores condlclone• de es e hfbrl o 

CB S•: 130 para su crecl•lento se locran en DHE" ST aJ 1 s, ya q e 
su un crecl•lenlo fue el doble al observado en DHEH ST s. debl o 
que exfste un •ayor aporte de nutrlentes y a la vez de una ••Y r 
vlscosldad que proteje a las cflulas de las fuerzas cortant· s . . 
causadas por el aovl•lento, facllltando de esta •aner un 
creclmlento. 

Aunque el crecl•lento obtenldo al cuatro dla en D H ST 1 
fue mayor·a1 obtenldo en DHE•-ST SS, al vez que la entracl 1 

de lnmunoglobullna, de la •l••• foraa que la• ex erlencl 
I ogradas por e I l aborator lo, estos fueron ••no res a I .. :esperad 
semejandoi •As a un crecl•lento estaclonarlo. ' EJto pue 
explfcarse for el hecho de qua al lograr un nOaero •uflcfente 
c~lulas p~r& la encapsulacl6n, no se tuvo en cuenta qu" estas 
encontraran real•ente en una fase logarll•lca para el o••nto 
la encapsJtacl6 lo que hace que el crecfalenlo se afe~te, a 
vez que estas ctlulas durante el acondfclona•lenlo n cultl 
eslaclonar'.fo per•anecleron en •lcunas ocaslones p r tie• 

1 . 
prolongado; sin ca•blo de •edlo el cual afect6 la• ·16n 
crecinlent~. i 

s 
n 
s 

e 
e. 
e 
e 
a 
0 

0 

I 

Se vio que en el prtaer experl•ento el tle•po e cosec a 
establecld~ ~I cuarto dla, varla •ucho con • j ••cun o 
experlaento, en el que s~ logra s61o hasta el dfa 9, _sto pue e 
~-pllcarse en parte a lo anterior, es declr, las cond plones e 
las c'lulas no fueron las 6ptl•as para el •o•en b de 9 
encarsulacl6n, o que co•o lo descrlto en publlcaclones lSlnaco ~ 
y Col 1989> tste puede locrase al novena dla. Por orto ado, h 

I quP tener encuenta las caracterlsllcas de cada hfbrldo ~a que 
~stos pueden co•portarsen dlferente ,por lo tan b •er 

I aconsejabl,e estandarlzar las caracterfsllca• _proplas; de 
hlbrldo prevlo a la encapsulacl6n. 
Posterior al tle•po de cosecha, el ca•blo de la• condl lones d 

~edlo afecta el creclalento celular en aabos casos, au que pa a 
el cultlvo en que se •antubo sin HECS exlsle una d s•lnucl n 
tanto del creclmlento ~o•o de la produccl6n de a llcuerp', 
•I entras .que e I cu I ti vc, que se •anlubo con HECS x I ste u a 
dls•lnucl~n en el crecl•lento, •antenlendose- la prod col~n- e 
antlcuerpo:, 6sto per•f tlrla conclulr que en el· HEC •xf•l n 
al1unos factores de creeclalento que de ala~ •odon fav rescan a 

h 

produccl6n; de anllcuerpo. 
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CVLTIVO tNMOVILIZADO EN Fl9RA HUECA 

Obj~tlvos 

~ . . -. . 

I 
ii 
!' 

conocer el funda~ento y aecanlsmos de aanejo 
Endotronlcs a la vez que las condlclones 6pl 
deben tener en cuenta para loarar asl una · • 

que e 

produccl6n de antlcuerpos. 

Ha~erlales y H~todos 

- AcH CB INF 2.4 
- Blorreactor de Flbra Hueca •Endotronlcs Acusyll7Rta• 

Se rror.edl6 a aontaje del slstema de acuerdo al ; aanual I e 
oreracl6n, posterior a su esterlllzacl6n, se dej6 cir ular aed'o 
con fines. de Javado y elllfriacl6n de gllclna, de 2'.4-48 hr 
Pa~ado este tleapo, se pasaron los factore• de c·eclalen o 
durante 24~48 hrs. Posterloraente se lnocul6 150 • llones e 
C'~lulas/all. y se aantuvo en flujo el medlo lntr:'r.aps Jar <RP' I 
3gr. de etucosa/al>, alentras que el eKtracapsular RPHI 3· r 
glucosa + : S~ST> se abri6 al cabo de 7 dlas. A partlr 1 e 
ese moaentn, se evaluar•n: ~onsuao de gluco•a, prod ccl6n e 
lactato, ~ produccl6n de AcH cada 48 hrs. 

i 

Cone I u.s l ones 
La pro~uccl6n de AcH en blorreactores de flbra hueci, solo e 

logr6 obse~var algunas de las partes de aer.ajo de est•. ya q~e 
por aotlvo' de segurldad, n~ se nos peraltlo el aanejo'· por ot~o 
lado, la Jalta de tieapo no nos peraltlo valorar los 'ar6aetr~s 
6ptlaos que son requerldos y que pueden lnflulr en un·.·.·_ aayorl o 
menor produccl6n de AcH. 

1. 

,. 
II. PURl~ICACION DE AcH 

·I 

-----~ 

Objetlvos 
- conocer las dlferentes t6cnlcas que se reallzan para I 

purlflcacl6n de AcH, t~nlendo en cuenta la• dlf tente1 
condlclones nece2~rlas que se deben seaulr para to1rar 
aa~or puriflcacl6n. 

A. C~oaato1rafla de lntercaablo 16nlco 
ii ., 

Obje~llvos 
- ·~~andarlzar la• condlclGne• en la• cual•• •• 01ra un 

a~yor acople de antlcuerpo a la reslna varland la• 
condlclones de ~H del buffer usado. , 
d•ter•lnar en qu6 condlclone• de 1radlenl• con lnuo de 

.I 
fuerza 16nlca •• lo1ra la •ayor purlf loacl6n de · Ac"· 
d•~•r•lnar sl al dl••lnulr las condlclone•'de radlent 
se torr• una lcual purlf lcacldn de la• 11• var .ando 
ade•'• el vol~••n f lnal de ••ta. r 
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Matertales y H~todos -
- AcH CB IFN 2.4 a partlr de fluldo ascltico d 
- ~~trfz: DEAE-SEPHACEL ~ 

- Buffer Trls/HC! 20=H pH: 7.4.7.6,7.8 y 8.0 ~1 
- Buffer Tris/HCL 20mH pH 7.6 NaCl: o.2~0.3,0.SH. ; 

.. : l 
1. ~: Acopla•fento del Ac": El experl•ento- se teallzO e 

I 

acuerdo a la t~cnica estableclda por el Jaboratorf , varlari o 
para ~ste. las condlclones de pH Buffer Trls/HCI 20 ~ de 1· 
slguiente:.for•a: 
a> pH 7. 4' 
b> pH 7. 6 :: 

c> pH 7.8~ ~ l 
:! r:H ~~ ~ ~rar I as cond lei on!·1:r! a I as cua I es se obtlenj e I •ay. r 

la . acople a~ la reslna se reallzO un ELISA, p~evla•en e 
estandarl~~do, usando lnterfer6n alfa 2 reco•blnant~ en u;a 

2. ;: Evaluacl6n de la concentracl6n del 1ra'1ente ·e· 
concentra~i6n de 10ugl•I. ~- ~ 

elucl6n: ~~ra la cro•atografla se reallz6 la t•cnlca e..t3.blec1 a 
por el laboratorlo tenlendo en cuenta las slgulentes condlclone$: 
flujo: 120ml/hr. colecci6n 2 •I/min., vel. de papel: 

1
D.1ma/ml~, 

vol. de •~estra apllcada Sml y senslbllldad 0.5 A. ; 1 
Para valo~ar la concel'tral6n de gradlente, en ·la cual si' logra .fa 
•ayor re~olucl6n del pico de purlflcacl6n, se eatlzar· n 
valoraclones de la slgu1ente forma: · • 
1. Elucl6n con Tris 20•H/NaCI O.SH pH 7.6 vol. final 2poa1. 
2. Elucl6n con Tris 20aH/NaCI 0.3H pH 7.6 vol. final 2po •I. 
3. Etucl6n con Tris 20•H/NaCI 0.3H pH 7.6 vol. final SOOml. 
4. Elucl6n con Tris 2C•H/NaCI 0.2H pH 7.6 vol. final 2 Oal 
5. Eluc16n con Tri~ 20•M/NaCI 0.2H pH 7.6 vol. final 5 O•I 
La valora~fOn de la pureza del pico se reallzd por alee rofores s 
en gel de :P. ollacrilamida <PAGE>. . 

I ' , l r 
Resu r~ados ; ~IC 
El ••yor acople del CB IFN 2.4 se lo1r6 a pH ~6 por , 

tanto los slgulentes experl•entos se trabajaron con ••t . 
Nota: Est~ dato fue obtenldo de los trabajo• p ~vlamen~ 

I estandarlzados, ya que por fallas en el slsteaa de le• aje no e 
) logr6 comprobar. , 

Se obsetvO que el aayor pico de resoluclOn se obtl!ne usan 
un ~radlente de elucl6n que varla de 0 • 0.3" de re• • 
volu•en f'nal de 500•1 <tl1.3>, donde ••l•t• un C Ill• 
contaafnac~6n con otras protelnas:Albu•lna y tran•f rlna 
lnlclo y t1nal del pico. Uaando una concentracl6n yor d 
iradlente f'de elucul6n CO.S"> o al dhl•lnurl ·•I v 

1
1_u•en, 

~flclencfajque se lo1ra en la re•olucl6n •• ••nor. ob•• r•ndo•• 
una aayorFcontamlnaclOn con otras protein••· Al di•• ?'ufr•• a 
concentrac~On del 1radtente de elucl6n <0.2"> •• lo1ra ' 
una resol~cl6n del pico de las lnavno1lobullna• prop rclonal a 
obs~rvado en 0.3H, aunque los otros plcos no pr•••ntan na 
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rPS~luci6n lgual. pero estos no son de nuestro lnteres 
I 

Conc!uslones i 

•· 

s~ estableclo que las aejores cond1c1ones para .locrar na 
purlffcacion de antlcuerpo se logra usando un er _dlenl• de. 
elucl6n que varla de 0 a 0.3n de NaCl en un vo,uae final de 
SOOml.Observandose que la elucl6n del pico 'de as 
ln•unoglobullnas se lnlcla al rededor de 40 a 60•" d' NaCl. or 
tanto es . poslble dls•lnulr la concentracl6n del crt.dlente de 
eluc16n. sin e•bargo. es l•portante te,•er encuenta .iel volu en 

I 

fln~I ~e este. ya que a •ayor volu•en •ayor resolU~l6n y al 
. I 

au;aentcar gradu-'tl11tente el gradlente per•lte na aa or 
rP.sPlucf6n.PQe tanto esto es apllcabie para econo _lzar ta to 
reactive ~omc tlempo en la purlf1cacl6n. 

B. Cromatografla de Afl~ldad 

Materiales y m~todos. 

AcH: CB HEPATITIS 
lniiunoaflnldad: 

' 
natrlz: Sepharosa 48 actlvada c n CNBr 
Buffer fosfato sallno <PBS> pH .2 
Buffer acople: PBS pH 7.2 

·I Buffer elucl6n: Gllclna 0.2H pH .5 

Pr~telna A: natrlz: Proytelna A Sepharosa. I 
.; 

Buffer elucl6n: Ac. Cltrlco 100 ~ pH 4. 

Buffer acople: Gllclna-1.~H IS l NaCl 1H 
8.9. 

L~ Jro•atografla se realallz6 deacuerdo a •r' t6cnlca 
estandarlzada por pharmacla.Para verlflcar su pureza s reall~z6 
ror PAGE. ; 

1

; l 
Resultados t 
Se observ6 un pico de elucl6n de alta pureza~para c, a 

caso. eli cual por electroforesls no . presen 6 band.as 
currespondlentes a otras protelnas, se vlero l ba•nd~s 

p I 
correspondlentes a la cadena pesada y llgera de la I G, Aun~ue 
est e Act1 es bl -c Iona I, I a 11n no se observ6, ya .. que la •uestra ' e 
elucl6n no fue concentrada. ! ~--­; 

Concluslones 
Se vlo que la cro•ato1raf la de lntrercaablo J6n 

una purlflcacl6n de AcH altas70-90S que para I 
necesar1oi·1a co•blnacl6n con ~tros slstemas co•o purlf 
sulfato ae amonlo o flltrael6n en 1el, a dlferen 
cromato1r'-fla por aflnldad, la cual facl Uta la purlll 
un solo paso, elevando la especlf lcldad y rendlalent 
que peralte el aanejo de 1randes volu••n••• obtanl 
pureza alrededor del 95S. Por tanto esla ultlaa 
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I. en cuanto a tlempo y reactlvos. sin embargo, hay que tener 
FncuPnta su co~to para en m0mento en que se desee seledFionar. 

Ill. FUSfON CELULAR: Prod~ccl.\n de AcH anti- LPa. 

Objellvos 
Reallzar y co~ocer la •etodologla para la obte~cl 

Mater:ales y H~todos: 
de Ac1~ 

- C~lulas de •!elo•a : P31653 I: 
- C~lulas de bazo previamente estlnuladas contra ~ra <3 

dosls de 50ug/•I c/15 dias, I• prl•era con AT I 
suhcutaneamente y segunda•-·!. y terc•ra '·,' ii: lntraperltonealmente>. 

Nota:Oebldo a que es una fusion a •anera de co cl•lent~ 
de la t~cnfca no se reallz6 booster. ya que I s ! 

condlclones de estado del rat6n no lo per•~ll6. • 11 
- f1edio !"IAT 

- Medlo de lavado RPMI J 
- p I acas de cu It l VO de 96 pozos ji 

La t~6nlca se reallzo a la descrlta por Koelher y llsta!~. 
La selecci6n de los clonos posltlvos se real1z6 por la 6cn1ca ~e 
ELI SA prev • a•ente estandar I zada, usando co•o •.ntlaeno A B <LP&:­" . > lOug/ml y LPa 5ug/al. ~ 

; ~1 Resultados I 
Se pr6baron aproxlmadamente 524 pozos de un total ·' 672, de 

los cuales!se obtubleron 25 AcM que reconocen APO B d~J que s~ 
clon6 uno j 2 AcH que reconocen LPa que se clonaron. stos dos 
ultimos AcH slguen en estudlo para co•probar su •st ~llldad:~ 
especiflcidad para LPa. --.· j! 

11 ConcllJslones 
El rendlmlento de la fus16n celular fu6 bueno, a 

que nose halla realizado el booster, el porcentaje de 
logrado fu~ alto, aproxlmada•ente el eo~. a lo ••p•rado 
se logro por el mo•ento selecclonar 2 AcM. qua -rec 
antlgeno e~peclflcamente. 
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PHOOUCCICJN MASIVA DE ANTICUERPPS f'tONOCLONALES 

I" • eJ."lC" 10:-i al programa }os ot-_1et1vo<;: se }ograron 
""~l t-i-'l~f. d

0

ntro de lac; tl>cnicas desa• rolladas durant 
c.<-· hi zo enf.=tsis en aquel las Que nos per-mi C.en la posi 
lc>g..-a1·1~ reaiiz,H e11 11uest:--cs paises, por ser estas s 
ro~to y fAcil accesibilidad de metodologia. 

f'~r otro larJo las personas que dirigen el programa 
ar-'l~ c-an~cid~d y experiencia la cual es trasmitida 
c~·,,,,:.,- Jmi«:>ntos lP.c-nicos. 

.1 
•i 
ii 
! i,.. en sii 
·;el curs 
tlidad d 
,un meno 

I 

c 
a lo~ 

I 

I ~s lab~r~toriQS cuentan con toda la capacidad y 
f-'4rtli~~" un d1=>sarrollo y sequimiento del cur-so. terno ogia qu[ 

_ II 
I ,,,.q,,. "" gr""n ~nfasis en Ia ~-;Actica manual de las tee ~icas. 1# 
q'1!"' ll?s m11}· ventajoso para nosotros, ya que nos permite f n mayo~ 
rlPs~mvolvimiento para su aplicaci6n en nuestro paises.·- U 

l>~t·~mos se~a I ar que existieron algunos experimentos que r faltj 
r!<=> t i'E'rnp~ no SP completaron, como par ejemplo el 1ivo e~ 
h icr e-'l.- trir , ; deb ido a Que e 1 cur so fue reduc ido da las 
•·••'l'--r~-11~ J.:t~ d€>l grupo anterior, sin tomarse en cuenta pr t iamente1

1

1 
I 'I "'"'f'?r ie11c;i.a pr~c tic a de las par tic ipantes, •dem.ts ue fue 
re.:iJi;'.adn c~c;i terminandose el curso, portal motivo sugjJer9 quei 
h.:itt~ una rPestructuraci6n del p~ograma para que ekpe~imentosi 
cnmo este sean en lo posible realizados al 1n1cio del ~:rogramal 
co., F. l fin d-= ma yores !ogros. ~ 

z . 
ror otro lado la falta de un prc~rama m~s detallado impo ibilita~ • 
I~ aqilidad del curse, ya que por estar solicitando expli~ciones 1 ld1rio11ales del programa, hace Que se pierda mucho tiem o, pues1 
'"" mayor i a de I as personas a cargo tienen sus prppios tra 'ajos •

1 

i; 

' I 
Pc • ..- oln:t Jada pienso que no eKiste correlaciOn entre el ~osto Y!j 
"'' hnspedaje. ya que Joe; servicios prestados en el apar :amento, !I 
fueron deficientes en materia· de limpieza y acomodamient de Jal· cocina. 

l?Psp~cto ""l.:i disponibilidad de material de escritorio acceso 
•~ foto~op1as esta fu~ poca. Pienso que deberia _ser t. ado en 
'-ul::?~a porque ayudar.ia al mejor aprovechamiento del curse" 

~Jisiera que;estos puntos de vista fueran tomados en cue 
~1e en curse~ posteriores se lo;ren mejores resultados. 
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