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Antecedentgn :-· · 

.. -Kste--intorae e~sterior( a nuestra reun16n de l~ Habana en · el 
· ·wrerlle-Ago-stt1·det-9C1,- posterior:-taab16n· ·a1 inforae~·de-ia-:Pffmera 

' 

-, -~ ·'ffantta de "tY4NfJo·· ere er CIGB ·de Habana ·por parte.. de· · Mon1ta..-- · --- ·· · 
-L...!rino· COCtubre~Diciembre 1990), · se acord6 en aquella--teuni6if la · 
de etectuar · las dos. pasantias en· los laboratorios de CIGB. en Cuba· -· 

·· -vo~parte--de··· ttonika Merino y de Rosa Barba en er ·irutaiitan-de·· 
Brazr1-. · ---

Con estos· antecendentes el informe sustenta las dos pasaritias 
mencionadas. 

1.--Trabajo de Monika Merino en Cuba. 
2.- Trabajo de Rosa Barba en Brazil. 
3.- Informe de Gastos. 
4.- Conclusiones. 

·1.- El:-trabajo de Monika Merino se inici6 desde el 15 de Enero y 
concluy6 en los primeros d1as del mes de Abril. La· 
informaci6n del Dr. Jorge Gavilondo es de que Monika termin6 
ex-itosamente su estancia en CIGB y que logr6 asimilar los 

) 
detalles referentes a la producci6n de anticuerpos 
monoclonales. Estimo que esta apreciac16n es valida · aparte 
der· informe tecnico anterior en que particip6 con "Alberto 

2.-

Horenstein, Rodrigo Ramos y Nunciada Salma. Estos criterios 
se- expresan por cuanto no puedo adJuntar el informe tecnico 
pues hasta la fecha no nos ha llegado debido a que qued6 en 
correcci6n final en Habana y aBpiro que sea considerado como 
parte del-mismo la copia que seguramente debe haber·· enviado 
la-delesada de Uruguay o intorme del CIGB con lo que se hace 
descargo de este inf orme y que se ha estado hasta la f echa 
esperando de tal documento. 

. "'"'-~- El trabajo de la Dra. Rosa Matilde Barba Torres se inici6 en 
el Centro-de Biotecnologia del Instituto Butantan de Brazil 
desde el primero de Febrero hasta el 30 de Marzo del presente 
aft<> y ·· particip6 con los delesados de Bolivia y Venezuela 
usandose· en el ·trabaJo prActico 2 tipos de hibridomas: el 
anti B y OltT3. 
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Se anexa el informe t6cnico del 
conjunta.ente con Heriberto Cuevas y 
Bolivia y Venezuela respectivamente. 

trabajo efectuado 
Salma Munciada - · de -

3. - AdJunto copia de lo que se ha entregado para cada · uno de · · 10s - - -- · · -
. · ·viajes y apoyo de sost6n en los laboratorios tanto de·Rosita-&· 

Barba-como··de Monika Merino. in estos rubros puede-apreciars~---· · · --
cambios de costos de pasajes con respecto a · los programado- ~ 

.. - ---por--incremento de -las tarifas -tnternac1onale87·- ·------- ·--- · -·-·- · 
-- -- --- - ---- -- -- ----

,/ 

' 

... 

I ... 

r--· 

;.. 

t 

) 
- 3 .- L Monika Merino 

D61ares··--· --------- ---··· 

1 pasaJe Guayaquil-Habana ........ $ 455. 40 -
420, 12 •· 
800.00. 

1 pasaje Habana-Guayaquil ....... . 
CIGB- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 

TOTAL $ 1.675,52 

Rosa Barba * 
1 pasaje Gquil-Sao Paolo-Gquil .... $ 1.614,00 
movilizaci6n y subsistencia ...... " 586,00 

TOTAL $ 2.200,00 

- ----· . - - --- -- ·---

* No guard6 el ticket y no se entreg6 documentaci6n de la ayuda 
en el Instituto Butantan 

) 
PasaJes internos Gquil-Quito-Gquil 
a oficinas ONUDI ...................... $ 50,00 

60,00 
.. 1.675.52 
.. 2. 200,00 

envio de informes .................... . 
SUB-TOT ALES 

TOTAL $ 3.985,52 
~========== 
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- ----------- -- ----- - -----·-------
- 4-. --Gonol\il&ione&:----- -· - --

------------- -
--4-.-1..-- Se -Ila- cuapl-ido con las seleccione&- de- lo&-becarioe para - -- --- -- ----· -

-- ----- Braall--l' Cuba y ee soliclta aceptar el-infor.e -t~nico --- -----------
- ---- - -con-junto - elaborado-- en-CIGB por loe-o'tros-aeietentes ·Y· II.. - · - --·- ---
------.qu&-justifica el retardo de este informe.--- Se adjunta 
----1.nalorae--tecnico de Rosa- Barba. ----·-- --------------- -----1 

------ ----

------------- ---· .. .,_ " - . ' . ~~: : - J'··:ff ----- -·- --- ---
- --4-r2--Se-anexa-inforaac16n econ6a1ca y- _d~n~d~descargo. -· -

) --- -- --- = . ··- ---- -

At.enta.ente, 

__________ (i}JL ___________ _ 
.) DR •. LUIS. ENRIQUE PLAZA VELEZ 

.Jefe lllllunoloaia IKSS 
· Coordinador Proyecto AcM. 

Guayaquil - Ecuador 

l ---------·---- ··- . i··- ----- - . ··-·- ..... 
r-- --- :···---. -r -----·- - . ---- ··-----
··--------------
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SECRETARIA DE ESl'ADO Dt\ SAUDE 

CENTRO DB BIOTIEROLOGIA 

IBSTITO'l'O BJTA1r.Wf 

CERTIFICADO 

Certifico qie la Dra. ROSA Ja.TILDB BARBA TOBRES 

HA BB:IBIDO adiestraai.ento y capacitacion en la 

produccion masiva de anticuerpos monoc1ona1es en 

e1 CENTRO DE BIOTFX:BOU>GIA DEL Il1STITUTO BOT.AllTAH 

por e1 periodo de1 1i de Febrero al. 30 de Marzo de 

1991. 

Es cuanto certifico para los fines consiguientes 

del interesado • 

Dra. Annallaria Morn P. 

JEFE DE LABORATORIO 

PRODUCCION DE AllTICUERPOS MONOCLONALES 
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Ult ~rumzo COI!P .. \J.iTIDO DI LATDfIAJ.~""!IC.A" 

PilUD I UllESCO I 011UDI 

RLA I 33 I 003 

CEDTRO DE IlEFr-.ENCL\ : CEilTRO DE BIOTCllOLOGIA 

IIlSTITUTO roT.AJJTl.11 

!':\RTICIP~·JJT::;: 

s!o PAULO - Dr?.\':; IL 

DARDA T. :::OSA ( IDUA!JOP.) 

CUEVAS L. IIE!lIDB..'lTO (BOLrlL\) 

SAll.?A E. JTUUCI/i.DA (VE?IBZU~\) 

I:'EDm::!O - n.mzo 1991 
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Progmaa de capaci tacion personaliza.da en producci6n masi • .. -a 

de an~icuerpos monoclonales 

Actividades del programa de entrenamiento; 

I. 6 SDtDIARIOS 

Se discutieron los siguientes temns: 

1.- Uetodos de cultivo celular y produccion masivo. de 

anticuerpos .monoclonales 

2:- Produccion en gran escala de anticuerpos nonoclonel.es 

murinoo,uoando biorcactoreo de fibra hucca 

3. - tletodos de purificAcion de anticuerpos monoclonales 

4.- Anticuerpos monoclonales de segunda generacio'n 

5:- Control de c::llido.d en la produccion de nnticucrpos 

1:1r1oclonnleo 

6.- Vacunns anti-idiotipicas 

II.- TRADAJO PRACTICO 

Durante el trcbajo practico uaamoa 2 tipos de hibridomas; 

el anti B. y el O'KT3 • 

I.as etapas del tro.bajo practico fueron 1ao si,l\lientes: 

- .. -- . 

1.- Expansion de los hibridon:c.s :-Se expandieron lo!l cor::!.·espon· 

dientes hibridocas ,~a11TO Eil FRASCOS DE cultivo como en 

spinner 

2.- Eotudio de loa parametros metabolicos : El objetivo fue 

eotablecer las condicioneo de cultivo del hibridorna anti

D, que permitnn unn mejor estnbilidad de lao cclulas ,as! 

como uno. optima produccion do Qllticuerpoo monoclonale3. 

J.!e to do loef a: 

De lu.o cclu1ao cxpnndid11& en cl punto l,fucron inoculr.do:J 16 

fraecoa de cultivo (T~25) cOn 17.105 cel./s.tl., 11n \Ul volu:;icn fi

nnl do 10 m.l do mcdio:RPltlI-1640 ,10 ~ S!"B r.iun scntaudcino. 40 

u8I Dl , ndicionalmente se incluy::tron 2 frnocon de cul ti vo cnn 10 
' 

ml dL mcdio libre ee ~elulas coma qontrol. 
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Los frascoa fucron incubados en estuf'a a )79C con 5~ de co
2

• 

A pa:Hir de las 2 horas y diariuaente se determinaron los 

siguientea parametros : pll,concentrncion de glucosa,concen

tracion de l.actnto ,deneidad celular 7V!nbilidnd- ,no:! coco la. 

presencia y actividad de anticuerpos monoclonal.es. 

Bl pll ae determine> en un potencionctro,la gl.uco!ia mc<!iante el 

metodo de la glucosa oxidcula(Kit Bioclin Glicooe-god-clin) .La 

determ:imlcion de lo.ctato fue median.to el test enzi.Ddtico piniva

to/lactato (Kit Sigma). E1 n.Amero de celulas fue dete::inin:ido reali. 

zando conteje celular en camarn de Hewbauer,y la viabilidacf ce

-1ular por exclusion en azu1 de tripnno. 

La presencia de los anticue'I_l>Os monoclonales fue medida por el 

enan70 inmunicnzi.Dntico ELISA en pl.a.cas de polivinilo ~cnoibi

lizadas con anti !!IOuse lg G. La nctivida.d del Jili.smo :fue retli 

zada por hemoaglutinacion directc.,uanndo eritrocitos dcl grupo B. 

Reoultados: 

En la tabla 1 y figura 1 se Dlllestran los rcsultados obtcnidos: 

TABLA 1 

Lo3 da.tos presentados som el proJ!ledio de determinaciones ~or 

duplicado. 

ttempo pll n9 de celu lviabilidad Glucoao. La.eta.to IELISk T!itulo 
hrs) la.o(tot:il.cs) 

_, 
cc/dl mg/dl !lcw.aclut ,., 

2 7.71 9, 75x.i.o5 100 152.15 19.43 0 0 

25 17. 31 1.l)Y..106 100 143.90 )0.47 0.05 32 

491/~ G.95 3.19xl0 6 100 89.89 71.80 0.65 32 
74t2 6.66 6.)x106 

100 26.55 108.5) 0.059 4096 

99 6.8 l.O)xl07 100 o.o 120.09 0133 4096 

120li2 6.8 l.28x107 88.7 o.o 119. c'O 0.01 2048 

147 6.9 l.l:clo7 96.8 0:0 110,0 0.141 6192 

170 6.62 8.9xl0 
G 85.6 o.o 107.60 0.117 1024 

«·Los da.tos presentndos correoponden a ln preaencia. die lg G en 

laa respectivas 1111cotrao.Conoiderandooe corco indiccdo~ positi

vo unidadcs supcriores a 0.05 
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Del anRlisis de los clatos obtenidos podeaos detenainnr: 

a) El tiem.po de duplicacion celular es de aproxim.drunente 

24 horns, encontnindose 1a moxj aa densidad a lnc 120 bores 

de cu1tivo (l.28xl.07 cel.ulae). 

b) Partiendosc de una concentrncion de glucooa inicinl. de 153.5 

mg/ ell ,el coDSUlllO piximo ee encontrO a las 741J2 horas(l.26,95 

mg/dl) correspondiendo al momento de creci.Eli.cnto celulnr en 

fo.se exponencia1. A concentra.ciones de glucosa inferiores a 
J~ 

26.55 mc/<ll lao cel.ulas entran en faso eotacion:ui.a • 

c) A mcdidn quo las colulas est.in en fasac de creclllicnto CxPOncncial 

cial. , ob3ernmoa un macnto parnlclo de ln conccnt1iid,oueo 

de lactato en el medio, directwacnta relaciom:do con tm dc::-

censo dc1 pll 7 «].ucose. 

d) La produccion de anticuerpos monoclona1es o~e durnnte la. 

f ase de crccimiento exponencilll. y oe mantienc durantc 1.a fa

se eota.cionnria y nl. inicio dc1 dcclive. 

Ia presencia y actividad de actividad de antiC\.terpon ~e encon

tr6 entre las 90 yl.47 horas • 

3) Entrenamiento en la tecnolog:(a de cu1tivo ncsivo de hibrido 

Ir.a3 "in vitro" 

3 .1 rnoooccron DE 1UlTICUERPCS 1.mHOCLOHALFS PO~ CUL'.rl'IO Ell 

FIDRA l~A VIT~U'IDER ( AJ,ucott) 

El. oistema Amicon constituye lll1 mctodo altcr

nativo de produccion mo.oiva de witicuerpos oonoclonnleG.El 

mismo esta cono·ti tuido por: o.) lUl cartucho :!'orL'lado por uni

dndes de fibrn,con 2 corapartimicntoo: cl cspacio intrncapi

la.r o lw:icn de lns fibras,y cl enpn.cio extro.c~pilnr,dondc 

oe preoenta. cl creciW.cnto celular en al.ta. dcnoicla.d; b) Wl 

apirmar con modio (reservorio); c) b~gba. do circul.acion 

d) tuboa clo soma y filtroo.e) y un agitador :c:i.oi~tico : 

Todo or.te oiotcma colocn n 370~ 

Deaar1·ollo 
' 

a) J.lontnjo del oiotcm.I: Se re:tlizo en condicion~o c:Jt11:·ilc~ • 

t." , 

• 
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bajo flujo la•innr • Se pend.no la circu1acion de un litro y 

medio de RPl.U-1640 con ge:i'tmdcina y 10 mJJ HEPES,libre de suero 

duTmlte 72 ho:ra.o con el objeto de eliminnr compueotos toxicos. 

b) Preparacion y siembra de1 inocu1o : El hibridoma. expnndido 

como se indico en la po.rte inicia1 de este inf"orme,e1 anti 

B fue inoculado a1 espocio extrncapil.:ir de la fibro. (:f!!S) 

a una conceri"tracion de 4.37 x 10
8 

celulae/ 5 ml de mcdio de 

cultivo. 

c) Condiciones de lo. con"ida 

c.1) Le velocidnd de1 118dio a traves del sistema. sc inicio 

con G0.12 In{ Elin , amt'llltandose desde Ins 144 horas 

basta e1 final de la corrida a 105.38 mJ./ min. LL:. di

reccion de1 f1ujo f'u.e invcrtida. inicialmentc cnd:l 24 h6-

ras ; cuando la de.nsidad celu1ar fue conaide:rable.el

mismo fue CWilbiado cada 12 honui. 

Sc reempla~n los filtro~ cunndo ce oboervo marcada 

pulsncion de los tubos de co1?1a. 

r,.2) .\l. inicio de lo. cori.1da oc uti1iz6 wcdio !lPJ~I con 10 (. de 

suero fetcl. bovino ,sicndo reducido a1 5.~ a pa..""tir de las 

120 horas .De acuerdo n 100 parmetros cctnbolicoo medi

dos en el cspacio intracnpilar (medio metabolizado ) o~ 

~eali~-u-on loo ca.mbioo nececnrioo de rncdio f~esco. 

d) Paninetros mcdidos: El control de las condicioncG de cultivo 

se re:iliz6 Jilidiendo los oicuienteo parcir.ietroo : 

d.l) Diariamonte pII,concentracionea de glucooa y lcctato. 

d.2) Periodicruncnte 3e removio medio del B!S y o~ detc~mino 

la activida.d del producto por h'!?J:l:lGlutinacion directa 

, 
' 

• 

' ' 
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Resultados 

Se preoentan tabulados 1oa par8ae1tros aedidos en el espacio 

intracapilar durante 1a corrida 

Tabla 2: 

tiempo(boras) 

0 

42 

:.5.2 

68 

92 

118.5 

142.5 

164 

184 

210 

232 

264 

288.3 

307.17 

331.35 
354.15 

376 
400.05 

425.04 

449 
471.l 

504.45 

519.5 

543 

567 

574 

pH 

7.43 

1.22 

1.04 

7.04 

1.00 

6.91 

6.95 

6.99 

6.89 

6.71 

7.12 

6.97 

7.06 

6.96 

6.99 

6.97 

6.97 

6.96 

7.01 

6.91 

6.85 

6.87 

G.98 
6.91 

g].ucosa 
mg/d1 

151.2 

82.46 

80.79 

63.75 

52.12 

95.51 

64.97 

84.86 

73.07 

36.22 

109.5 

145.2 

75.54 

89.55 

99.08 

81.51 

110.5 

96.29 

93.92 
82.11 

95.GG 

74. 73 

92.34 

80.44 
82.38 

40.44 

la.eta to 
mg/d1 

17.9 

68.7 

74.8 

91.8 

96.] 

87.95 
82.42 

96.29 

51.54 
o.839? 

76.23 

62.03 

60.11 

73.21 

60.57 

76.03 

102.9 

79.91 

70.18 

85.97 

78.82 

76.96 

7).85 
82.90 

f .. 
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Tabla 3 

Se preoenta tabulnd6s ln aoti~dc.d del producto 

c.) 

y> 

c) 

tiempo (horns) volumen ertrnido ti.'tul.o de hennglutino.cion 
(ml) 

92 5 128 

118.5 5 480 

232 20 1920 

307.17 15 7680 

400.05 15 7680 
,A. 

449 15 3840 

543 20 4194304 

574 50 131072 

De loo parrunetros medidos podcJaOD observer: 

Dcade el inicio del proccoo oe obacrvo un metnbolioJ&10 nlto, 

indicnndo quc no oc prcaento de lntencia • 

Las concentrncionco de eiucosn ~ lactnta. en cl medio intrn

capilar, fucron mantenidas dentro de un :rruJ60 promedio quc 

permitio un crccimiento celular y ncumulacion de Ac ~io. 

De a.cuerdo a loa ti tulos de hcmaGLUTDJACIOll obtenidan pa

ra lao diferentez coaechas del ECS,podemos deducir quc la 

concentracion de anticuerpoo .cionoclonales fue en alUlcnto 

progresivo. 

). 2) EHCAPSULACIOH Ell .:\LGIJTATO DE SODIO 

Otro metodo alternativo p:u-a la produccion r.n~iv:i de 

A6Uo ea el enca.psu.l.oajemto de la celula:J en aleincto 

de oodio • 

El encnpau.l.ar.dcnto permito obtener ma.yores conccntracio

n~G celulo.rco,~ucsto ~uc oc numcntn el area do creci

miento .Eoto hace pooible numanta.r la produccion de loa 

anticuerpoo monoclonaleo. 
r.~ctotloloc,:(a. ' 
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J.tetodologia 

En este caso se utilizo e1 hibridoJDB onJ,el cmU. :rue e.~di
do en spinner. ilcanzondo la deno:ido.d cel.u1ar espernda(60>:1o6 

cel),la.9 celulns 1\tcron centrifucnda3 a 800 rpn por 10 ninutoo. 

El pellet obtenido se resuspendio en 3Q Jal. do :aedio Il.!fl! io;~ ns. 
Esta suopension celnJc.,.. f;tl.eaezclnda con igual. vol.umen de una. 

solucion do aJ.ainn.to de oodio al. ~ 7 lu.ego ~~f erida a unn. 

jeringa con aguja 221/2 G. Io mezcla fue goteada en :f'on:a uni 
,/,.. 

forme sobre una solucion de cloruro d3 cnl.cio 125 d.l (18o Jtl) 

colooada en un. agitador :mgnetico a velocidad 11fnim • Las p~r

las iUeron lavadas su.cesivmaente con :racdio I.le Coy y finnl!acnte 

re£JU.Spendidas en un iacdio lJ.!Rl l•.J/ HS y cu1 ti v:id:!.:J en un fro!:

co spinner de 250 al de capacic:Uld • 

Diariamente se realiz:iron las siguientes determinnciones 

pll , concentmcionco de gluco:m. ,lactato y activi~d de 

AcYo. Tambien se determino cl nUm.cro de cc!lu.L."1.s I~ de 

perlns y viabilidad celular ,para lo cual las J:lim:JC.5 fuc:ron 

Clioucl:tn:> en 1m volU!lcn ndecuado de EDTA 50mi.:. 
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3.3) CULTIVO DE HIDRIOOiUS m SACO llE DIALISIS 

Otrn tecnica desa.r-"Ollada para e1 cu1tivo de cel.ulas 

a a1tas denaidades y concentrncion de un producto en 

fol'lll3 para y a un costo lxljo,ha oido e1 cultivo en oacos 

de di.&lisis. 

J.:etodologia: 

a) Inoculo: So trabajo con dos hibrido:mns :el rudi !S 

7 e1 OKT3, siendo el inOculo de1 hibridmn OK!r) 1.5 

x io6 eel./ Dl. en un volumen fi.na1 de 10 Jil1 de nedio 

mm 10 ~ us 7 e1 de1 ::anti D 0.4 x 106ce1 I J:ll en $ 

volwacn fi.n31 de 10 al de acdio RI'UI-lC-43 con 10 ~ 

de 115 

b) Tratalliento de 1os sacoo de dialisis: Se utili~n 

s:icos de 2. 4 cm de dia:aetro por 7 cm de 1011u-i tud :; un 

cut off de 14 Kd. 

Con el objeto de eliminnr :::;~~cia:; tozi.~5 (Glicerol 

GU.lfu_-roo ~metal.es pcrndoG, etc ) se someticron loo C3.COS 

al sit;Uientc proceco de l.avado 

b.1) Doo veces en ctanol al 50 ~ 

b. 2) Dos lavados en bicarboruito de sodio 10 iaLl 

b. 3) Doo en EDTA ld.1 

b.4) Doo en a.gun destilada 

Loo l:lvndoo fueron do una hora c3Cla uno 'S en C&itacio"n 

Dichos oacoe de dialioi2 :fucron al!:ncenados en ucido a

cetico n.l. 10 ~ a 4RC. 

c) Uontaje: Loo sacos de dialicio lavadoo :fucron anudados 

en uno de auo extremoo , mientrao que en cl otro cc co

loco un;i canula. do plli9tico con cl fin de fucilitnr la 

mruri.pulacion. Luflgo oe ootcrilizaron 2 hor.?.~ en %-ua dcn

tilada a cbullicion. E~too oacoo fucron inocu.l.:?.doo con 

lr.~ cclulao en 1n concen·trr.cion eato.blccidn :; lucc:;o :mu-
, , Lo dadas con hilo cotcril,rotirandocc la canul.~: ~ caco~ 

fueron intoducidoo en tubos de 21 cr.i de larco po!.4 4 cm 

do d~anctro con 50 cl dcl mcdio de cultivo. 

Ln incub~cicSn ae roalizo en c.{;i ta.ci&n en ::?i~;tcn.'l de i 4 otn-
, 

cion,n volocidad m:lniJJn c,37ec 
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En la tiibla nll 4 oe muestrnn 1on rcou1tadoo obtcnidos 

:il aedir conswno de glucosa para nmbos sacos de dialisis 

Tabla nll 4 

Dias de cu1tivo CClllUl!lO de pll » COnswnode pH *" 
Glucosa~ Glucosa*"' 

J... 

0 3G4.9 7.4 157.5 7.7 

1 321.9 7.3 127.l 7.53 

2 311.4 7.33 131.l 7.4 

3 273.2 7.4 102.G 7.l.4 

4 2ie.3 1.12 n.d. 7.02 

5 188.3 7.22 

6 )OG.G 7.5 

~ OKT3 • 6 l/' inocu1o l.5xl0 ce rn1 
:!* B inoculo 0.4 x 10

6 
eel /ml. anti 

Los datos oobre la concentra.cion de &).ucooa en el medio fuc

ra del saco de dialisio son de i!aportancic en el ceg-..Limiento 

de los cu1tivoG ,ya quc es el linico par:ic.ctro que pucde ser 

determinado • 
El nlimcro de celulas ,vi~bilidad y ~ctividad de 

anticuerpo ae dcterminaron finaliza.d~ la ezperiencia,en la 

tabla nQ 5 se mucstran dicho3 rcsult~dos: 

·J;"abla n9 5 

Ht '''U\"" •) 
Ai ~Olci> )l.\ 
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4) PmlIPICACIOH DEL AltTICUEBPO WH<.'CLOJIAL POR PROTEIHA A

SBPIUROSA 

Se rea1izaron 3 purif icaciones del Adle> anti B a pa_~ir 

de los medios del espacio extracapilar de la fibra hueca 

(AlllCOR). 

Re to do logia. 

Las .uestras de cada purificacion previa. filtra.cion por ,,._ 

0.22 u f'ueron paoo.dns por una colUDmD. C10/l0 (Pharl!laciat_ 

conteniendo 10 al de proteina A-Sepbarosa. Una vez equili

brada con el buffer Tris 0.05 f\/ 0.15 Ra Cl pH 8.6 hasta 

alcanzar la linea base ,pasamos la m.estra con u n fiujo 

volmaetrico de 0.8 ml/min. Despues de p:lSar la muestrn,se 

law coD el mismo buffar hasta recuperar lo. linea baoe. A 

esta fra.ccion no unida de la columna de donomino Ft ( flo~ 

through. 

Devido a que no conociamos el isotipo del Ac~o a 

purifico.r ae re;.:lizo la elu· .. ion sucesiva con diversos bu

f'eres: a) buffer fosfato 0.05 J::/ 0.15 J.t IIA Cl p!I 7 .O ; b) 

buffer citrato 0.05 f.l / 0.15 r.t Ila.Cl p!I 5.5; c) buffer a

cetats. 0.05/0.15 J.1 llaCl pH 4. 3 y d) buffer glicina 0.05 ?;t 

0.15 it ?laCl pH 2.3 • El nnt]cuerpo elu1do fue neutralizado 

COD Tris base has~a pH 7.~ . 
Posteriormente la colwnna fue 

lavada. con buffer Trio 0.051.1/ L~ !Ja!:l pll 8.6, buffer d y 

por Ultimo con buffar de equilibrio • Las fr~cciones ob

tenidao :f'ueron dializadas en .Pns pll 7.2 por 48 horas 

Las fra.ccionea obtenidas de cada purificacion fueron ensa

yadas en ou nctividad biologica por hemasiutinncion direc

t&, y la pureza de los dif erentes eluatos mediante elcctro

foresis on gcles de poliaril.c.mida al 12.5 ~ en preaencia de 

SDS en condiciones nativas y reducidao y en algunos casoo 
' 

en geles de gradienteo de 8-25 ~ Phaat~System {Phn:i."IC.cia). 

Reoultadoa 

l) Pri.Jlora purificacion: Fucron purificadoo 15' ml de una 

:-.·I 
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mezcla de ECS (118 y232 horas) en las sigu.ientes condiciones 

-velocidad de regi3tro 0.15 cm/ min 

-flujo volumetrico 0.8 ml/min 

En l.aflgura nl 2 se muestra el cro5atogrwaa de la priJ:lera 

purificacion ,en la figura 3 oe 1111.estra los SDS-PAGE al 

12.5 ~ y en gradientc 8-25 ~ (Pbast-System } en condiones 

reducid.as y teiiid.as con pl.ata ,mostnindose una baja c<>ftcen

tracion del enticuerpo purificado • 

2) Segunda purificacion: F\leron purificadoe 33 ml de una 

mezcla de ~S (331 h,449 h y 543 h } en las sicuient~s 

condiciones : 

velocidad del r~r.i.ntro: 0.05 cm/min 

flujo volw;ietrico :0.4 ru/min 
Puento que en la pri.Jllera purificacion no hubo clucion de 

picos con buffer focfato,ccte fuc clim:i.nado de loo paco~ 

de elucion • 
Bn la fig. 4 sc obocrva cl. cromc.to(;r~i de 

la segcnda purificacion,J?10str.indose la ~ecuenc:i.a de clu

ci6n con lo9 d:i.stintos buffero. En la fig 5 cc rn.le~t~a 

el SUS-Pa\ftB ,12.5 ~~ en condiciones rcducid:?.c :r tenidan 

con CooJDa!Joic Blue 

3) Tercera purificacion: Fueron purificados.40 ml del~S de 

574 h en las sieuienteo condiciones. 

velocidad de regiotro:0.05 c11v'min 
/ 

- flujo volumetrico:0.4 141/min 

En ecta purificacion ae utilizo elucion del pico del anti

cuerpo buffer citrato con pH 3.5 el cual eo mcnoG dranti

co que el uoo de glicina pll 2.3. 
En la fiLura 6 se mucotra el cromntograma de la terccra 

purificacion,donde se observa la oecuencis de elucion con 

los distintos buffrs. 

En la fie. 7 se muestra el SOO-PAGE nl 12.5 -· en condicio

nes reducidas y tenidas con Coomassie Dlue: 

\ 
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litetodologia 

En eete cQBo se.utilizo el hibridoma OKT3,el cua1 fue EpODCli-
6 --

do en spinner. llcanzando la deneidad ce1u1ar espemda(60x10 

eel) ,las celulC" 3 :fu.eron oentrifugndas a. 800 rpm por 10 lllinutos. 

E1 pellet obtenido se resuspendio en JO ml de medio DEf l~ ns. 
Esta suspension cel.ular f~e mezclada con igual voluaen de una 

sol.ucidn de alginato de oodio al ~ 1' luego ~sfericb. a unn. 

jeringa con Bg\lja 221/2 G. La mezcla fue gotcada en forma. ~ 
fo:rme sobrG una. soluc1on de cloruro de calcio 125 di (180 ml) 

col.ocada en un agitador mognetico a velocidad mfnima • Las per

las f\leron lavadas sucesiv:uaente con medio Lie Co7 7 finalmente 

resuspendidas en un J:li?dio IJ.!fl1 1'.F,? HS 7 cultivada.s en un fras

co spirmer de 250 ml de capacidad • 

Diariamente se realizaron las siguientes determinn.ciones 

pll , concentnicionca de E.~luco9a. ,la.ctato 1' activiclad de 

Acltto. Tambien se determino cl nlimero de celul.3.s I gr.mo de 

perlas 1' vio.bilida.d celular ,para lo cual las moms fueron 

diouelttan en un voluncn adecua.do de EDTA 50ntt. 

Resultados: 

Se presentan en la tabla 4: 

Tabla 4 

-

gil~1~8 pII ~isa n2 dde aletfu t via.bilidad er. e g a o % itfu.ge 

0 7.1 3&4,, 
Z(liotc.S) ,. .. 31f," -
t 7.3f :z 79, 7 ..f,4•106 7,,& t.S 

t ?. I~ I 60 C.J f 9 7AI06 b.3,h A2-S , 
i,7.5AIOS 3 ?.31 304,' 

,0 62-5 

4 • 1.47 JI0,2.- 2 "61''"' eo,9 b25 

5 7Z2 165, f ... i1sr io" 8'_53 .3f15 

b i.03 I 60
1 

, ... ' 01110" Slt,1 1S.12S 

7 ,_95 1oz, 6' ;, 17 ... ,o" 7Z >'18. 115 

8 6.61 nd z .S!•""' 82,S :>78.125 , 

"" 1\0 cl ~t ,,, lfli twulo 

• se reaiizo el cnmbio de 100 ml de medio f'reoco 

•• Se determino la preoencia de anticuerpos 1uediante la tec

nice. de ELI$A oenaibilizandc;> con anti-IgG de rato'n. 

Observacion:n partir del 41 diat se observo la presencia 
' ' ' 

'de clusters, en el interior de lasperlas. 

,La dotermi~cion de lactato ~o tue determ.inada. 
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!'Ir:~~!~A nCJ ::? . 'Jrcr.iato0c~'n:! de l~ purificacion n2 1. 

volwaen de l:i. nttJ.P.~tra 15 ml ; buffer de union: trif1 0.05 f.? 

pil 8.G ; liuffcr:J de clucion: 1~ fonf~to 0.05 J.1/0.15 1.1 JTaCl, 

pH 1.0; 20 citr<?.to o.051.Vo15 JJa<.:l,pH 5.5; 32 o.cetato 0.05 r.V 
0.15 M IfaCl,pll '1.); 42 glicina 0.05 1.vo.15 1mac1,pH 2.3 

buffer de re1;ennr~cion:,-;licinn. pll 2.J 

flujo volumetrico:O.S ml/ min 

vclocidnd de rctJiS tro : ') .15 c.m/min 

AdiviJaJ. c.le Ac.~O e" lo~ ricos. por "'e ..... a.ei..rtit\acAof\= eJ pic.o c.o" ad\1.1\
~d ~e e..1 r\::2. con"'" i4"-t-L1fo cJe .l5b'. 
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Fi8 3 SDS--PAGE de 1as fraccionea obtenidas: 

a} al 12.5 ~ en condicioneo de reducci69,teiiidas c?n plata 

Loa carrile~ cor~:eopondcn a: 

- canal a: mucstra prccolumna - canal. b : fio\7 through 

canal c: patron de peso molecular(rnt-cwial d: pico 1 

- can."11 c: pico 2 -cnnal. f: pico 3 • 

b) c11 grmli~ntc clc 8 :! 15 :• ,b:i.jo 4 condicioneo di:ferente!l: 

-canal n.: patron de peeo molect\lar (PPM). 

-canal b: JilU~atra del pico 2 diluida 4/5 en buffer con 

beta mercnptoetruiol y hervida 5 minutos 

-canal c:mucstra del pico 2 diluida 4/5 en buffer con 

beta mercaptoetanol y hervid~ 10 minutos 

-cannl d:mucotra del pico 2 diluida 3/5 en buffer con 

beta. o!?rcnptoetanol y hcrvida. 5 min. 

-canal e:r.n.tcctra delpico 2 dilttida 3/5 en buffer con 

beta. mcrcn.ptoetr.nol y hervidn por 10 l!linutoo. 
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.Pig 4 Cromatogefia dcla pu.rificacion n2 2 

volumcn de ln mueatra 33 ml 

buffer de lmion: trio 0.05 l1 pH 8.6 

bufnr de elucion:lR citrato 0.05/0.15 ITaCl,pll 5.5 

20 o.cetato o.05r,vo.15M rrac1, pH 4.3 

32 c;licinri o.05r.:/o.15r.1 ?laCl,pll 2.3 

buffer de rccencracion:GlicinOf!P..3 

flujo vohunctrico : 0.4 ml/ r.tin 

vclociclad de registro:0.05 cm/ ;!'.in. 

' .A .. +,,,~clad de -4<.Hc en lo~ p;~~ por ..._,"'a31..v~·,,a0o'".=: 
' ~ c~~"'°".; ec.~·"ic41..ct ~ los I''''° s z ( c.o"" lJ"-\,.~1110 de ' 
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I 
. A4.1-, -

«. .b c. cl e. f 3 h 

Fi11. 5 sr~iS -:P;\GE o.l 12.5 1i en ccindicionc:i de reduccion 

dr. l~w fr::?.ccionct? obtcnickin de la puri·Ucacion 2 

tcnidan con Cooria!laie Blun 

Lon cann.lc~ cor~·cr.ponden a: 

-c:uull a: prc-cohunna. 

-co.nnl b: fiO\"I thrOU6h (rt). 

-cnn..-tl. c: PPH. -
..:.cam1l d: !>iCO 1. 

-cunal r.: pico 2.. 

·-c~n~J. f· ... !)iCO 3 

-·crmal c;: pico 4 

-cannl h: pico 5 
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Fig 6. t.!romatogrnfia. de la purificacion n2 3. 

volumen de la rnucatra 40 J.tl. 

buffer de union=tris 0.05 r.;,pll 5.G 

buffer de clucion: 1'2 ci·trnto 0.05?.1/Ha.Cl, pll 5. 5 
22 citrato o.05r.vo.15n naC],PI0.5 
Y' t;lici:~a 0.05l:1/0.15H llaCl,pH 2.J 

buffer de rcgenera~ion: trio 0.05 M,pll: 8. Gy_,lir.ArA ooSH "" z.~ 

flujo volw:tatrico: 0.8ml/I:l.in 

velocidad de regiutro: 0.05 cm/ min. 

Ac.ti"; daJ cle J..c~ e,, los. pic..os ro' '1~ ttia9w1A·nac.40" = Se en c..orttn,; 
ac.~1Jidad .tM losp:\t..0~-1 (tJn·l:+vlo d-e..3Z76Sl)yl"'·c..cz_' 
(<.on ~tvlo J'1, b'f) ., 
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S!.!S--.Pl\~E :tl l~,5~ en condicioncm de reduccion di? 

las fr.-.ccioneo ohtenida.~ de la purificacion J,tc-

nidn~ con ·Joom..'!~9ie blue. 

Lor. c~rile~ corre~ponden ll ! 

-canal ~:= P:r.e-colur.ma. 

-cminl b= !'lo;·; Tlwouch 

-c:in~l c= PJ1t. 

--c:mnl d= Pre-pico 1: 

-cnnnl e= Pico 1: 

--ccnnl f = Pico 2. 

-canal e= Fico). 
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coHCLUSIONBS 

:Tanto 1ns actividdes teoricas como p1-a'cticae fueron culainadas. 

Con respecto al trabajo expcrimentai,se adquirio 

de la experiencia necesaria para la produccion masiva de anti-

' _cuerpos monoclona1es. En lo referente a1 montaje de la fibra 

bu.eca (AllICOB) hemos obtenido resultadoe muy- positivos,concen

trandoee el Adto anti-B con cierto gt;ado de pureza y a1tos ..t... 

t!tuios de hemaglutinacion •. Los resultados obtenidos encap-

sulando ce1ulas en a1ginato,estando l.m en curso,han permi.

tido la obten~ion de Acl1o concentrado. Tambien se realiz0 el. 

montaje de una tecnica a1ternativa 1como es el cu1tivo en sacos 

de dialisis. Del mismo obtu.vimos •JY buenos resu1tados concen

tnindose bien los /uJllo; 0\(1"3 1 J. e.. ratiie .. dos~ d~ di.fe<e~S. \n0culo'S. 

Se purificaron los sobrenadantes del 

IDS d& fibra hueca de Amicon por proteina A sepharosa. Se 

obtuvo un cierto grado de pureza pueeto que en losSDS-PAGE 

aparece una bandn entn: 67-94 Kd, que pc siblemente seen agre

gados del A~Mo,esto no pudo ser confirmado • 
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PRODUCCION MA£IVA DE ANTICUERPOS "'1NOCL.OHAL.ES 
UN ESFUERZO COl'IPARTIDO EN Al'IERICA LATINA 

TERCER INFDRME. 

CU/lYAQUIL~ DlC :;~B 1990. 

!>E: i)R LUIS ENRIQUE PLAZA V 
PARA:: J)R RODOLFO QIJIMTERD 

Me· pc~r·mi to .?.nex.,1,.... el infc'..-oll? °tf>cnico del traba_ic ..... ealizado_ en el 
C'"?riodo d-:? entr~na.-nient<:o de l'lonika Merino en el Centro de 
Ing,;m)eria Gen~tic-~. y Biotecnoloqia de la Habana Cuba bajo la 
dir-eccion de ._1org .. --. G..:\v:i.londo!< como se podrA nota1' se ha procedido 
a ci~r cumplimiento conforme se io planific6 y posterior a su 
en l:no-nc>mientc pudo pennaner:el'· •.• na semana mas en entrenami('?nto y 
que n.:;\<:; 1-.a serv:i.do de rn .. '\yor .:19.::-,yo. Deseo expresi'r- formalmente 
nuestro aqradecimiento y seffa~~r que la misma candidata (Monika 
1"'1.:rirH .. •) retn1rr1a;-·a .:il Sf~C'·:r-t~o .::.p1'io de entrenamiento en Cuba a 
par-ti r- dc~l 1!:.'> dF· t:::nefo de 1991 mi.ent ..... as que se ha escogido pare\ 
Pl ent1-·en-•.miento eri ~?l r.:e:iti-o f::utantan de Brazil a la Dra r-<osc\ 
Bc>n=>·:< QLle forma par-t~ de nues'tro grupo de trabajo en el Hospital 
,.kl IESS de Guay.;1.quil .,., <1W? i·?sta dent.ro del gn,po de pr-t'ducr.:i6n 
o:.k· monuclcnal<?s cont;,-..rH~o .:::.-x1 <-:>:.coeriencia t>r-evi."\. El nombre de 1.-:1. 
Dt-r.1 ~ J~.:t1ro-"' lo har-~ conoc£>r- via --~el£~X al 1·1?.ntro Bu tan tan. 

(i;.:-' AU''°'-''--do con 1o :.on\1•-::nicic ~;p ·-.a pagado al CIG~ (fr·~ la H;,,b.:1r1~\ po1r 
.,_;::.o .:l+:~ Jos L:\t.:-01'".:\ l-.r)r:i. .. y:; r;.:::· .. :1ci.ic?'"lto~:; d6lares en ;:_;1tal ($ HOO,oo) 
1-·~;::;d_i<.:-~s Uqu •. l l··L'lb •. \na (!ou:i. L .• 

CJU.f.i 

F't)~.>f-"f,_r;~:s 

;1> HOO, ex• 
$ 1;~::,1i. 00 

• .. :un :1 n'.:; mP :io1···~?s <-\uq ... 1_;··:1.0~~ <··.'n ~:;.,:,,_,_id y trab<:\.:ic> !Jcir'"d E~l pn:'>x imo Ml"u 
mi:; ·:;•.1'·;f::1'":i.bo con ;,1.·t'ec:t·:· y •.·11~•:;1,-,,,.,--.-:\cit.>n. 

(1r· ,, ~ 1. ! :i :::. 

f u.:1r ;.I 1 n "1dor 
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46,oo 

t1JDOOJMiVl&PI &"+. 1.093 ,Jl5 
G!R I 

! 

, 

-·=c=·>+- . 

\. 

• 



... -

' 

. -

t 
t 

~-_ __....._- ...-_,_._ 
-------:--:: -- ·t&J&ct -- .. -- - . ----:_ 

PROYECTO ·PRODUCCION "ASIVA DE ANTICUERPOS noNOCLONALES: 
UN ESFUERZO COHPARTIDO EN _LATINOA"~ICA~ 

~--

PNUD/UNESCO/ONUDI 
RLA 83 1003 

CENTRO DE REFERENCfA: CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y 
BIOTECNOLOGIA. 
LA HABANA - CUBA. 

PARTICIPANTES: nONIKA ~ERINO E. 
NUNC I ADA SALnA E. vr · . 
RODRIGO RAHOS H. 
ALBERTO L. HORENSTEIN • 

OCTUBRE - DICJEnBRE 1990. 
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INFORltE TECNICO 

PROGRA"A DE CAPACITACION PERSONALIZADA EN 
PRODUCCION "AS-IVA DE ANTlCUFRPOS "ONOCLONALES 

~'·:·. " - f-~·~ : -":1,. ·: 
...... ··; 

ASPECTOS TEORICOS 

/' 

' 

.. 

l 

-'!" -) ; ?- .. • .- Durante el curso se lneluyeron 3 seslones te6rlcas 
~· . _..:. . selianales conslstentes en conferenclas, a carco .de profesionales . 

" 

. 
"' 

'-

... ... . 
ii. ~ .. ... 

• .. 
•. ' 

. . 
i,. . f ,,,.. 

-de la ·01vlst6n· de -Hlbrldo•as y ttodelos Anl•ales, 
presentados por los particlpantes en el curso y 
lnternos de esta agrupacl~. 

se•inarios 
se•lnarlos 

. , . - l. Conferenclas: 

.•• La 
cenerales. 
lnc·enlerfa 
del cul tlvo 
Ac". 

lecnolol1a· de anticue.rpt.>s •onoclonales <Acn>. Aspectos 
Proyectqs de la OivisfAn d~ ~lbrido•as del Ce~tro de 
Gen~tica y Biotecnnlog1a <CIGB>. Aspectos cenerales 
de hlbrido•~s. RP.actores d~ Fibra Hueca para produclr 

.... b. Uso de ltueas de r~tones p~ra la producci~n d~ AcM • 

)" 

c. taracterfsticas d~ los AcM s~g0n su eapleo. Uso de AcH en 
) a purlflcacl6n de •ol~culas dlvers~s. 

d. Ensayos para AcH. 
e. AcM por lngeni~rl~ GP.n~tic~. 
t. Acn bifuncionales . 
g. Producci6n de AcH en bi1.>re~ctor a burbujeo. 

2. Se•lnarlos: 

a. Encapsulaclt1n de hlhridn•~s en alcinato. Cultlvo 
hlbrl~o•as en saco de dl•lisls~ 

b. n~todos cen~rales de purif lcaci~n de Acn . 
c. Fusl6n celular para ia obtenci~n de Acn. 
d. Ao" hu•anos. 
e. E;tudlo del efecto de nutrlentes en el cultlvo 

hlbrldo•as y producct~n de AcH. <Selecclonado por 

de 

. I 

de 
lo• 

par ti cl pantes >. 
· · f. Uso de vectores <shuttle 
blespectflcos. <Selecclonado por 

... 
vrctors> en la ceneracl6n de AcH 
Ins partlcipantes>. 
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a;~<._ e=. -.--=.~ . 1.· Aspectos cenerales en el cultlvo de hlbrldoaas. 
~=--;~ '---~ .. -· 

:-.. ~ .. ....... - -

t~-~ :·· -~; i- DesconceJaalento, cul tivo y expansl6n de hlbrldo•as. •se 
tt~i-'·>::·de_seoncelaron ~•pulas del hlbrldoaa CB-Hepl, · productor del ~ctt 
~~~:.:.- ~·contra e I ant t 1eno d~ super fl cl e de I v l rus: de hepatitis B. Los 
pe ?'~~ _~hl~rldos. descon1elados se se•braron a u11a concentraclOn entre 3-5 
~--) ;:,•~ .... !OES ·.eels/al en frascos de cul Hvo de 75cc con •edlo RP"f· 
;~ . 1640/10• · de suero de ternera <ST>.Estos cultlvos fueron 
:,_.·_ ~ · .. expancUdos durante dos se•anas, en el transcurso de las cmles, 
•~:r~: · · •• · rea 11 zo ta· detcccl On y cuant If I cacl On de I as l naunog I obu II nas 
~=~ ,"_ 1

: presentes en I os · sobrenada~tt:?s aed lante la teen lea de ELISA ya 
t_.: ~- · ~ eilt.andarlzada· ~n este laboratorlo. Adlclonal•ente. los hlbrl~os 
Jo>-~-- ·.fueron concelados utlllzando •edlo coapleto RPHI 16•0l20S. ST y SS ,.. .. ;..- - -
~: · ·de dlaetllsulfOwldo, •antenldo a 4 C 4urante el proceso y 
R;t;· -~•l•a~nado~ : prl•ero a -70 C y posterloraente en· nltrOgeno· 
· · · l lqulda. • 

... -.,,.;· ... 
"' ~ ·- . 

1~2- Det·eccl6n de "lcoplas•as: Se detec:.•ina por la t~cnlca de . 
. ln•unofluorescencla lndlr~~t.a. La ~•periencla se ~ncuentra en 
desarrol lo. 

. ::-: · 1.3 Estudlo de· los part.laP-tros •etabt>I icos:· Para este propf;sito ~e 
f~ .. : descongelaron los hlbrfdo-as CB-Hepl y ·CB-Hep2, expandtdos 
--"· durante una se•ana, y luego distribuido~ ·P-n frascos de cultivo de 
~~: _·. 2Scc por . · dupl lcado para cada hibrldo. Se deter•lnaron 
i: ... : ). dUar1a•en~e J·os slgulentes par~•elros: ·pH, _consu•o de glucosa, 
~ . :;·den~ldad ce I ular y cuant lf lcacl t'>n de 1 n•unog lobul l nas en el 

~- .; .. : ~-~~renadante. 
~.~· ~ ~""-"'.' .- ·'. 1. ~- Transfor•acl 6n de 11 nfocl tos perl ftr lcos hu•anos con virus 
~; . '. .Ep~teln Barr <EBV> 
-.. ':; ·. 
;'.;t \ 
~~-;-. 
~; ... 
;fi" . . . , 
::ii-: -
'~ . ·. • •• *'. 
•.•": I 

. \ 

·~ ·· Aunque los objetlvos del curso est~n dlrlgldos a la 
.. pi'oduccl6n •aslva de Act1, (ue de ln'terts para Jos partlclpantes. 

.conocer lo que se reallza en csta Acrupacl6n en AcK hu•anos. · Se 
no~ ~tlndO•'a oportunldad de aprend~r la •etodolo1ta lnvolucrada 
en .la transf•r11acl6n de llnfocltos perlftrlcos hu•anos con EBV • 

1": .. \ , .. 
if 
~~ 
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2. Entrena•lento en tP-cnolocta de cultlvo ••slvo 

2.,.1. Produ~C?l6n • In vivo • 

t :~. · ' '_El cultivo del· ·hlbrldo•a CB- Hepl obtenldo co•o se exprtc6' 
~:- ... · ·· ....... e-1 punto 1.1, fue utl l lzado para la lnoculacl6n de ratq~e9 
f ~-:--: ··: :Ba_lb/o: prevla•ente sens I bl l lzados con 0. 5 al de acel ttt •lneral. 
~-- .· · El·· ln6culo fue de· 1xlOE6 dP. c~lulas por rat6n en 1 •l de •edlo 
{ ) "RP~l 1840 sin •ntiblOtlcos, por vta intraperltoneal. t·: Transcurrldos 7 dfas se obtuvo el llquldo ascttlco por puncl6n de 

la cavidad perlton~al . 

... -
~ 

. ,. 

i-. 

. . . . 

• 

~' 
~~'· .· 

) 

2.2 Produccl6n •tn vitro". 

~ . -
Z.2.1 EncapsulaclOn en alclnato de sedlo 

lntroduccl6n 

Uno de· los-•ttodos desarrollados en los Oltl•os aftos 
-para el cultlvo celular ln vitro, particular•ente de hlbrldo•as, 
es la encapsulacl6n de las c~l1Jla~ hibrldas en perlas de alglnato 

· de ca.I clo • 

"etodologla 

Dado que los lones fosfatos son lnhibldores co•petltivos ·en 
el ·pc-oceso de· gellflcacll"ln del alglnato, el hlb1·ldo•a CB-Hepl fue 
preadaptado a crecer en mcdlo de cultlvo Dulbecco •odlflcado 
CD"E">por 3 dlas. Este, por su baja concentracl6n de fosfatos, 
carantlza que el proceso se r~allce adecuada•~nte. 

Se ~escongelaron 2 ~•pul~s contenlendo 50 x l0E6 ctlulas 
cada una .. provenlentes de bancos conservados ·a -70 C O en 
nltr61eno ltquldo. Las c~lulas descongeladas se se•braron a raz6n 
-de 3 x 101!5 ctlulas/ml en •~rtf,, DMEH/IO"ST/3"HF.CS <HS> ttn spinner 
<Beilco> de 250 1111. Al c~b~ d• 24 horas las c~lulas fueron 
transferldas a un spinner rle 500 •I, en el cual se ca•bl6 el 
•edlo cada 24 horas • 

Encapsulacl6n 

Las c61ulas fueron centrlfugad~s a 800 rpm por lO •In. El 

': ·: ~;.. .· 
... ~ .. • i ' 
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pellet obtenldo se resuspendfn en •erlio de ~avado <"L:D"E"/pen
estr~p. >a raz6n de 2 x 10E6 cel~'•I. La •ilad d~ esta suspenslO!I 

·celuiar fue .cenlrlfugada y resuspendlda.a la aisaa corlcentracl6n 
eelul-ar .en ltolucl6n de CINa o;gs A•bas fracclones ·tueron 
aezc l adas 'por ~epa.rado con i-g•Ja I vo I u•e·n de una so I ucl 6n de 
al1lnato dd sodio al 1.ss Cada una de.estas suspensiones Ale 
transferlda ·a una jeringa de 50 •I y goteada en for111~ onlfl')rfllt? 
utlllzando a1uJa 20 l/-2G, dei-J~ •Jll"" ·J•~~itn~i~ r1~ .:'c•, sobre tSO 
•·I de ~olucl6n SO •t!. 10l) mH •J•'? Cl~l.;:t. a te•peratura alliblente. 
Las.pe~las de algl~a~Q for•adas sr. dejaron sedl•entar 2-3 •In. 

·) ell•ln~ndose el sobr~nadante por vacfo. Lue10 de lavarlas 
.suceslva•ente con CINa 0,9S y "L• fueron·resuspendidas en "Sy 
cultlvadas a 37 C en frasco spinner de 250 •I. A parllr del dla 2 
se ca•bl6 el aedlo cada 24 horas. El •edlo •etabolizado extra1do 
se centrlfu16 a 1000 rp• por 10 •i~ lo•~ndose allcuotas para la 
deter•lnacl6n de Consu•o de Glucosa <kit Slg•a> y Concentracl6n 
de·11s··por ELISA. El_pellet se resuspendl6 en un voluaen·adecuado 
para la deler•lnaci"t-.n del m••ero di! t:~lulas/•I de sobrenadante. 
Asl•l"sao, cada 72 horas se det.er•lnt'! el n•'Jaero· de c~lulas/gra•o 
de perla, para lo cual las •ls•a$ fueron dlsueltas en 1 al de 
cltraln de sqdio 50 •l'I. Se d1?ter111in 1 • la viabllidad cPlular por 

-... 

I. 

... 

exclusl6n con azul dr:.? t.rlp-.n. r,~r otro lado, con el fin de 
observar I• foraaci6n de clust~rs en el Interior de las perlas se 
extrajo algunas ·de las •ismas obs~rv~ndolas en alcroscoeio 
lnvertldo. 

Resultados 

De acuerdo al prolocolo experi•~ntal descrlpto se cult~varon 
)aas cAlulas en los slguientes spinner: 

TABLA I l 

Cel.resuspendldas en 
Spinner t1S NaCl 

Solucl6n de Cl2Ca 
so •l'I 100 • ., 

---------------------------------~------------------------------
1 
2 
3 
4 
.S 
6 

• Cl2Ca a 4 C. 

... 

• 
• 
+ 

• 
• 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ • 

\ 



t 

... ".:e .. llilmi>'• • . 
• 

' ; 

-

... -

,/' 

' 

.. 

• ·-----· - -- -~-.-..--~--

-· 

~-: 

. 

. . . 
"" : . -:. .. ~ 
j.; ,! . ~- · ·Los spinner 1 y 2 fuP.ron d~~cartados ;,. l~s- "n lmra~ dr. 
';:2,,,-.· .· cultlvo debldo a que I<' forni~··i "\II? las- perlas no fue el flpll•o. 
;)• _, . - -· - . 
~: -;. . · · -. : · •. Los i"esu I t.arlos obtenidos en h>s spi nn~r. 3-6 se presentan en 
~.-·~ · la f_l1ur°' .1a-c <Lo~ resul tados oM.'.'nld05 con los spinner. 4 y 5 
.-.... . con sl•llares, por lo tanto solo SP. presienta P.1 h\stocr-3•a,.tfP.l 
::-- · · · spfnnar 5 >. De I an[' 1 i ~ i ~ •IP. I Cl!' •I <>•0.1<> porlie•os observar: . : 

:-_;. i- .:·;·,:·!· a> l.a mayor densida1J cedulo.r <5,39 x 10E6 eel/gr gel> se 
·~; .. ~·. -~~c)lul~rv6 en el spinner 3, con us:-a viahilldad del'83S en el dla 5. 
1:. ) . : -~. bl El spint1er 3 •ostr<• una fi"strecha correlacl6n entre la 
·v · derisldad celular y el consu•o d,,. gl.1.•-=t>sa. 
··'- ··.- c> La produccit)n de lg alc~nZ"" a 6 ..ig totales a·l dia 5 en el 
¥.'--. .•· splnrier: 3. La produccl l'ln t.ota I fl~· ~ste spl nner durante los 12 
~- ·:. . -~uas de la. experlencia fue de 33 •c de I g. . 
;f; · .• ·• d)- El spinner 6 fue el quie pr~sent6 la •enor sal Ida de 

'c•lulas al sobrenadante durante et pertodo exp~rl•ental. 
e> .. Con respe~to a la •orfolog'a de los clusters for•ados, 

,-~-~-: .-_··solo· el spinner 5 los present".> alar1ados <de acuerdo a lo 
:·: descrlto. en la I lteratura: Sln"corll.!' H· .. ll!t al, 1989, Biotecnology 

7: \275 >;·en los otros spinn"'-".r ~reo•t r~rlondos. 

) 

Estas observaciones ~••gier~n 1u~ las c~lulas cultlvadas en 
el spinner 3 estuvieron ~ometid~~ a un •ejor lnterca•blo de 
oxlgeno y_de nutrientes. Ello podr•a estar relaclonado con una 
for•acl6n •as eficlente de l~s pP;las. Por otra parte, se observ~ 
que la 1ellflcaclC>n en 100 •H Gl7.C" <spinner 6>_. s·i biert per•ltl6 
un •enor escape de c~lula~ al SClbrenadante, podr1a limitar el 
crecl•le_nto cel•Jlar, debldo a qu~ la porosldad de las perlas no 
serla la •as adecuada r~ra 1ue ~· interca•blo .de gases y 
nutriontes fuera eflcf Pnt~. 

~~nal•ente, entrP.. los faclore~ que probable•ente lnfluyeron 
en un rendl•fento de produc~it~ inferior al descrlpto en la 
llteratura estA la haja vlscosiil.-rl rlel alglnato usado. f;n efecto 
el uso de alglnat.o d~ caden~ larga Calta vlscosldad> permlte una 
for•aclnn de per.las dr. mayor porosidad. Ot.ro tactor a considerar 
es la capacldad ·sP.cr~tora de· le d~I hlbrldo•a usado en estos 
ex per i•entos •. 

2.2.2 Produccl6n de antlcuerpos •onoclonale• por cultlvo en 
bloreactor Acusyst-R <Endotrorilcs> 

lntroducclt'.>n. 

~I Acusyst-R constltuyr una 3lternativa dP. escalado al 
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1::-·--:. ~fecto de ree•ptazar la produccll".-rt de Acn en ratones. y roller. El 
r-.~~-···~···- conslste en: reservori_o de •edlo, slste•a de gase~do para 
- ·-;el_·control de pH, cart.ucho de flbra hueca y un dlspositivo que-

~-~:- ~P.r•lte"'. el flujo reverso. El panel de control per•lte regular: 
tt:·-~:,; ·-. teaperalu-l'a,_ fluJo de C02, tle•po de ctclaje reverso y velocldad 
~~ · '~de:~las bo•bas <•edlo, clrculacl•"m, cosecha y factores>.- ,:.. 
f'.-:,.., . ·- ... ·- . 
,.,. • - -· ... ~ "1 ' 

F·._ .,": __ ':~·- -Desarrol lo 
~ ~ C! • ?--r·--:. •:-. • 

- :·:·) (: ~;_~: •: ·' - Se rea I lzaron 3 proceso!'> de producci 6n, si gui~ndose e I 
·~-- _ ··pr.otocC!lo experi•enlal que se detal la a -continuacl6n: 

' 

. . . ' ; --. • .. 
~> :_·1.L Hontaje del Bioreactor: se real-izr en sesl6n deaostrativa 
f:·•·. ·. ,:.bajo condlclones de extre•s Psterf I I dad. El espaclo e•lracapl lar 
If. ._ :_ ~-<ECS>- fue pretratado con aedio RP"l-1640 sin adltlvos durante una. 
~-:_.: se~na CO!' el objeto de e I i•inar co•pue!}tos-- t6xicos. 

~:;?(.:;.-2~~:~'~ ~~paracl6n / sle•bra del ln6culo: se descongelaron ~apulas 
~~···. ·corite.nlendo ·el hlbrldo•a CB-Hept, secretor de. AcH contra el· A1 S 
-· -.. del:vtrus- df!· la hepatitis 8. Se creci6 en •edio RPrtl-1640 C3.S I 
; , 11ucosa/l-con SS de suero de tern~ro durante 7 dias>. EL in6culo 
~- obtenldo fue de 300 •illon~s de c~lulas con una viabtlldad 
~-...;- -~p.ro•l•ada al 90". En el bfn,.eactor se se•braron 200 alllones de 
?:J. - - c_6lulas ·y se ajustaron las siguientP-s condiciones de cultlvo: . :::-. ~ 

:- a. Control de consu•o d@ glucosa: fue reallzado diarlaaente 

.. 
~ ... . -

..... 
/,,." ...... 
~: .. ·· 
f. 

.: , J 

'" -

.. ~ 

•• ~ L . • r .. 
! .. ' 

<kit Slg•a> ajustando la conc~ntracion de glucosa •ediante un 
auaenlo pro1reslvo de la circulacl~n del •edio intracapilar y de 
su. renovact6n. 

) 
-- b. Ajuste de pH: se reallzn 2 veces por dia aediante el 

. _rot,~et~o de C02 ajust~ndolo con el objeto de alcanzar pH 7.3. 
c. Velocldad de·clrculacl•"'n: fue iniciada a lOOal/mln. 
d.~ ttedlo t resco: se renovn a raz6n de 50 • t /h. 
e. Clclaje del flujo reverso: se lnlcl6 el d\a 2 con 

lntervalos de 12 horas. 

"Las experienclas l y 2 se detuv!eron el dla 7 al aparecer 
contaialnac16n bacterlana en cl •~dio intracapilar. Al lniclar. la 
experlencla 3 se eMtremaron las •~didas de esterllldad en el 
envasado y· conservacilin de arlitlvfls <glutaaina, ptruvato>. Al 
•o•ento de·realizar este tnfor•P., esta experieQcla cursa su dta 
20 con un desarrollo norm31. 
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. -' 2•2.3 Cultlvo de hlbrldo•aen saco de dlAllsls 

r:.~- -_.. . Co.•o t6cnlca - alternativa al cultlvo por encapsulacl6n- en· 
.·:;.,- :;·'. _ : alclna~o, se cuttiv6 ~l hfbrido•a CB-lFNA 2-4. producior · del AcH ttlr- ·:--:~~ntra lnterfer6n al fa, en •e•brana de di~d Isis. 

l~ ) .· Hetodologia 
~;.-·· .. · _· .· .. 

r.:, .' -. . a. Preparacl6n del in6culo: se descongelaron ~•pulas del ')""' ,. . . -. 
.. ~: _-·. · · hlbf'o•a •enclonado, · el que fue cul tfvado· en •edio RPttl-1640/10' 
~!:'. ··ST~ Se prepararon ~ ln6culos de 10 y 15 x 10E6'c~lulas totale• • .. ~. 

~: · .. :,_I 
, -· 
.. ---... -. 
~- · .. 

~: i. , 

b. Trataaienio de los sacos de dl~lisls <SD>: se utiJlzaron 
:_ SD -de 2. 4 c• de d l .i•etro,; 7. 0 c• de I <1ng i tud y un cut off de peso 

-•olecular de 14 kD; Con el objeto de.cli•lnar sustanclas t6xicas 
Cgllcerol, aetales,.. pesados, sulfurcs, ·etc> ·se les s-o.eti6: al 
slgulente proceso de lavado: 
b.1. Dos el) etanol al 50" •, 

·b.2. Do~ en bicarbonato de s6dio 11> mM. 
b.3. Dos en EDTA 1 •H. 
b.4. Dos eo agua destllada. 

Los· lavados fueron de 1 hora cad~ uno. Posterior•ente los SD 
fueron al•acenados en ~cido ac~tico lOS a 4 C. 

)'.- )·., , c. Hor,taje: los SD, lavados s"egun b.4, fueron anudados en 
t£ · uno dfil sus extre•os con hi lo est~rl I mientra-s que en cl otro se -
~-~ ·.coloco una c~r.ula de pt.;stlco par;:. facllitar ra •anipulacl()n en 
~-~:;'- · la·sl••bra del lnl>eulo. L•Jego de egterillzarlos durante 2 horas 
··,· en atua a eb11llicl(1n, los SD f•J~ron llE'nados con 10 y 15 x lOE.6/ 
~.',. 10 : al R

0

PH 1-1640/ lO~ST, rcspccli v.am~nte. Poster I ormonte, prev lo 
~):; ·.- .anudado con hi lo est~ri I del ext.remo abierto, se les retli'6 la 
r~. :cAnula y fueron colocados en tubas de 26 cm x 4 ca con 50 111 de· 

'

.':.-.'._ RPHl;l640/10S ST. La lncubacff·n !le re~ll~6 con acltacl6n en un 
·.. slste•a de-rotacl6n <roller> de 1 revoluci0n cada 30 seg 37 a C. -. . . . . 

~·~- d. Hanteniaienlo de los. c1.1ltlvos: dado la ac~iva_ 
·;:: ••labollzaci6n del •edlo de cultivl), este fue renovado cada 24 
~.'.~ ·horas. ·se exb>rajo una al lcuotet diarla -para medlcl(JO del· consu•o .. 

I
~'. d~.·11ucosa y de la salida de c~lulas al sobrenadahto. Los SD de 
';:. ':: ;15. y 10 . x 10E6/10 •I fu1:>ron :::1biP.rtos a : los 4 -y 6 'd1as, 
·". ·.-re.spectlva11ente,· para deferminar nr'1m;~ro dt? ~~lulas, vlabllldad y 

r ' · ·. conce,.tracl 6n de I g. 
, .. 
:-
,. . .. 

. . 

---~>., 
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, 
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Resultados 

En la labl3 n·•~rQ Z s~ •uestran los resultados 
obtenidos al •edir el consu•o d~ glucosa para ambos SD. 

Dias en 
cul tivo 

TABLA I 2 

Consumo de glucosa 
l~ 

. . 

<111g/• I> 
2•• 

----------------------------------------------
1 .., -
3 
4 

5 
& 

0. " 
(l. 132 
1. 0 
0.9 
ND 
t. <:m 

• CB-1 FNA 2- 4 1. 0 x '10E'3 r:::~ Isl• I. 
••CB-lFNA 2-4 1.5 x 10EG cels/~I. 
ND: no det~rminado 

0.39 
l. 13 
0.9 
0.77 

l:.os V<' I or P.!; d~.;o con~umr.• de g I ucosa ti <..>n""n vi t;i I 
lmportancia ~"~I SP.guimiP.nln d~ I··~ c~llivn~. ru"~·~ qUQ los 
otros par-!\11ctro~ e~t.urti:.>rl·1~ ~··If) "':; rosible deb:-rmlnar lo~ una vez 
flnalfzada la P~p~rl~n~Ja. 

Cou·r,,~p~ctii <" lo•r: '"~-1111:1•10~ ohtJ?niclo!i cil d~t.~r111in<'r 

el n~mero d~ ctlula3, vl~bllid3d y la cnnccntracl~n de lg, estos 
se muestran an •~ tabla A~: 

• d~ cal~ x lOE6 
vlabi 1 ldad " 
C lgJ mg/1111 

TA£ll.A I 3 

l ., 

"'.'~. 5. 
80.3 
~. 97 

111 ce-1nJA ?.-ta 
2 .. cs-1 fna 2-·" 

1.0 x 10E6 ~nls/ml. 
t.5 x tOE c~l5/~'· 

23.S 
48.5 
2.64 

--~-, 

\ 

-
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:!; -· - -:<·~- -. ~-=- Evldente•ent:e que los resultados. obtenldos .con este· 
·:~;.: ··\siste•a de: cul tlvo son bastante auspiciosos. 'Si bien se trabaj6 

. ··-::~.- . .--con un hlbrldo•a distlnto al -usado en los cxperl•en_tos..t.. de 
---~ .. : .. · encapsfnaci6n con alginato, probable1aente la produccl°!J de lg en 
3> > SD.· serta.mayor. EJtperliaentos en curso~ en los cuales se· co•paral'.' 
·.:1-~=~·;i-aa!Jas''•slste•as de cultlvo usando cl •lsmo hlbrldo•a, tien11en a 
.-·· )- <daaost"rar esto. . . 
, __ :-_·-:.~--- - ·-·-Por otro lado- la baja viabilidad; obte~lda en 2• 
~-~j ,_ .. ;:(48.S•>, se debe probablemente a que no hubo ca•blo. de •edio el 

_ ~,~-- · : dta· anterior. 

_ .... 

·?..;, . 

·.. 

,;.,; ., 
) . 

-. 
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3·. Purlflcaei6n de Antlcuerpos f1onoclonales 

3.1 Purlflcacl6n de antlcuerpos •onoclonales por 
Prote1na-A Sepharosa 

lntroduccl6n 

Se. purlfic~ un anticuerpo monoclonal<AcHo> secretado po~ el 
-) hlbrldoma CB-HEPl a partir de fluido ascitlco <Ver 2.1>. El 
. -e.squeaia aeneraJ de purff icacion utl I izado fue el slgulente: 

'c.A>Flltracl6n . 
<B>Prec'lpitaclon con Sul fa to de Amonio ' 
CC>Desallnlzaclbn 
<D>AflnlC::lad 

f1etodolog1a 

. c A> F·I I tr ac l nn: 

.. Los ltquldos ascltlcos CLA> descongelados a·37 C fueron 
. t l 1 tr ados por gasa y a I god<•n s imu I tanea11ente ·a te11peratura 
a~blente. SI· blen el proceso de flltrado a traves de papel flltro 
p,r•lte obtener u~ producto de mayor llmpldez, es exceslva~ente 
lento. se'ttltraron ltquldos agc{ticos correspondlentes a los 
lot•~ 22-25 con un volumen aprox. , a 2 lltros cada uno. De cada 
lo_te separainos una altcuot.<' <C•'•dlgo A>. 
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'J~f;!f <1.i.r.~·~'.pllod6" con Sulf.,<o de A.on lo' 

:-. "'.~ ~~·. ':· .. ~ - · Los LA fl I tr ados fueron preclpl tados a te•peratura 
. :: ~1f~~~•blent:e · por acregado de su lfato de a•onlo s6lldo a raz6n die 313 
.. ~- .. ; .. ~:~1r. de sa I por I ltro de LA para obtener una concentracl 6n flna I 

i?:-.~;f!-~dw.l:SOS.lLue1°' de dejar reposar el preclpltado por 2 horas..a 4 c· 
·· 1~~9:•."~-: ~•ntr.l,'.fu16 ·a 65~1 a 4 c. Separa•o_s una al lcuota de I 

} ... ~.sobrenadante, del supercsntrlfugado. _<C6dlgo SC>. El preclpitad-o 
. ··-~~,:~~fue.· resuspendhto en sulfa to de a•onio al SOS en un volu•en lgua• 
t;•~·;•:-..·~al··30" :del lnlclal y ~entrlfugado en la!! 111ls•as condlclones. El 
~~.;-:p·~~preclpitado final fue .. res1jspendldo en PBS,·a un volu111en lgual·al 
-~~;\;: :-~!~S". Ciel ·trl"lclal y separado una al fcuota del itis•o <C6dlgo AP>. 
: ._·. . . . 

~-·~/.'- : ___ .· CC)De~al(ni.i:aci6n: 

~-~;·· . ~,·: ·. · · Et desalado de las •uestras obtenfdas en <e·, se reatiz6 
f.i.~-{· .. :_~-~por:croaatografiiflt de flltracit'n ·en Sephadex-G25. La- colu•na-de 
~~i. eel se equlllbr6 en PBS a 4 C monltoreando el eluato por •edlc161:l 
;~:~; · "..de la densldad 6ptlca en Uvicord acoplado a un reglstrador.. . 

"El Flujo Volum~trico <FV> de la colu111na utilizada ·t30 x 
;53 cm> tue de 1 I itro/hora, -10 que per•lti6 obtener un Flujo. · 

··'.Lineal <FL> de 12. 7~ cm/hora calculado seg(m la et:uacl6n 
_slguiente: 

t·<··--- · .. FV = FL x A · siendo A 
A 

= SeccJ 6n de I a co I •~nma. 
= 78. 5 CID2. ·"::· 

·f:--· )'. . 
:.:~ .. ·.·:. 
~. ·. .Para · acelerar 
~~.. -paralelo otra colu11na de 
:C:_s . . . . l 1 FL d I I "'·. - : ·· ... e • • s•o e a co u11na 
?j-:·."; · '· a· te11peratura ambi ente 
k~.,; ~ · ·< <conductlvldad del mls110. 
#-l ::'-. ·· . 'separadas <C6dlgo PD>. 
~-;: ;_. 

1,.:.: .. ·. 
~<.. •.. 
~:-t:·. 

, 
<O>Aflnldad: 

el proce~o de desalado, usamos en 
SephadP.x-G25 <S x 90 cm> trabajando con 
anterior. S: colectO el eluato prot6ico 

hasta observar un aumento en la 
Altcuot~s del elu1do reoogido fuer6n 

. ... . . 
f/f;:·· . . . La muestra desalinlzadi' fue pasada por ooiu11na XKS0/30 
t~:~· <Pharmacia> conteniendo 100 ml de Protetna A Sepharosa. Una ·v~z 
~:~).: -. · equlllbrada en ta•pt,n PBS pH 8.0 pasamos la •uestra desallnfzada 
~-~- , •.. · . -con un t I uJo vo I um~trt co de 400 "'I /h <fl. lJJo 11 nea I 20. 4 cm/h >. 
1 ·.~· : : - "·· ~-~_. Despu6s de pasar I a muestr", I avamos con e I •I s110 ta•p'On de •I• " .• I -

;;,;~. ;.:. ·. : .• equlllbrlo hasta quc el monitor UV recuper6 la absorbancla o 
~:; . .---.·:- ·:.;·-.··1lnea de base original. Una al1cuota de la traccl6n no unfda a la 
~)~:-; -: ._·~colu11na tue separada <Cl'.'ldigo NB>. '1 

•:. 
~:;.. .;;. ~ 

"': ... I .. 
'. 

Los antlcu"rpos fueron ~lufdos con tamp6n cttrato O.lH 

···~~·•·"':-~"""'.""-•"..,""'"'' I ·, 
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:ifr.:S::~ .. ,pH 4.•0 y. neutrallzado el elufclo con 'frls Base hasta pH 7:o lo 
-~~.;~:·;.'.:.cual. tue verlflcado con papt?I lndlcador. U~a al fcuota de este 

r-··;i;;_·.-::.eluldo ·fue obtenlda <C6dlgo El. Poslerlor•entr la colu•na fue -
:~:>kPJa"ada- con 'el •ls•o ta11p6n de equf I ibrio. 

~--~~- ~ ~~;·~ ·-~- ~ . . . . . 

~':...' •-!'.: .. ~. · : Conslderando por una parte que este laboratorftt, S:n 
·:).,<·_:_~{;purlflcac.1ones recfentes, habfa reportado un descenso en los· _ 
··'!~-.:-.:J:.'-:/ren"l•lentos porcentuales de recuperacf6n de ln•unoclobuflna y 

' - ~;-:-•,r;--:;.~_::por:otra;- que los valores de absot·bancla- reglstrados en· los 
-~ ;: ~~~i.·cro•atoera•as de los .eluatos· obtenidos a pH 4.0 ta•bi6n habfan 

I
. )~.;'. .... dismlnu·ldo, decldlmos modlf fear. 'el protocolo. Para el lo 

~ .... - rea llzaaos la e I uct6n con ta•p6n c1 trato O. lM a pH 3. 0 • Con es ta 
~.-.::~ 7 ~. varlacl6n au•ent6 signi(icativamente la recuperacl6n · de 
~~~~·~ _ antlcu~rpri eluido. A modo de ejemplo, cfta•os los resultad~s 
.:-.~- ;:. :experlmentales correspondfentes a la purificacl6n de anttcuerpo a 

/ ~· :·-" .. ·1 pa~Ur del LA del lote 123 _<Figura i>. 
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·-. Las fracciones obtenidas durante el proceso de 
· purlUcaci6n. <allcuotas C6dlgo LA. SC; AP, PD, NB y E> fueron 

ensayadas. en su concentraclf)n proti!oica por el m6todo de Lowry y 
en su · actlvldad e~pectfica p~r E~ISA con placas ~.I.A. 
recublertas con antlgeno espectf lco del virus de hepatitis. 

-La pureza do los diferentes eluatos fue comprobada 
•ediante electroforesis. en geles de poliacril~mida al 12.5~ en 
presencia de dodecll sulfato s6dico - <SOS-PAGE> en condiclones 
nativas y reduqtoras . 

..-
~~ 3. l PurlflcaclOn de anticuerpos monoclonales por interca•blo 
:· · 16nlco. 
··. 
~.; . : .. 

~; : --~ I n t roducc lt1n 
:;( . . . ..... 
Ji: ... 
-... "· · ·~ El ---notorio aumento en la de111anda de antlcuerpos 111onoclonales 
h'· 
1-f. ~ <Ac"> en el diagn6stlco y la . terap6utica, ha obllcado a 
-~~ ··:. · . producirlos on for111a maslva. Slondo todav1a el fluido asc1tlco de 
~:.:: _ -. ·rat6n, su principal fuente cJe obtencifJn·, la opt1mlzacl6n de los 
i;. ~.. _ .. •1Hodo• de puriflcacl6n ha sido 111otlvo de numerosos estudlos. Los 
1;~:. ··· .. lllfs•os lnvolucran 1116todos croma.togr~flcas, stendo actualmttnte el 
~1 :'. de 11aybr· .dttuslfJn la croMBtograffa de .atlnldad. Sin embargo, esta 
~· presenta.al(unas ltmltaclones. 
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~f~- • .- ·,; - · Dentro de los •~todos descrltos co•o alternatlva a la 
~;_:f~ - -: . cro•atocrafla de aflnldad, se encuentra la cro•atografla de 
~Z."'~ ,- ·;-_rnterca•blo. ·1onlco. En este lnfor•e se reporta el eapleo de una 
~:: :".:':'-cofuana de lnterca•blo anl-t.:.•nico en la .purlf"icaci6n de un AcH 
• '•urlno~ Se optlaizaron las condlclones del proceso con el fin de· 

ii:.·-~ .. --'."•axl•izar ra capacidad de adsorci6n especfflca de la i:.eslna. para 
r.·•-,_ :0

.,; • su apl lcacl6n en la purificacion de AcH en gran escala. 

~ ) .. -. . 
~r .. .• ·. . ' Hetodologia -: 

t: -~-.,· .. 
...-·. ,._ 
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. > Antl.~':1erpo Honoc Iona I 
: 

_Se e•ple6 el AcH aurino CB-Hept, lsotlpo lgG2b, dlrlgldo 
_ : contra la· proteina S del virus· de la hepatitis <pHBsAG>. El •ismo 
· .. ·'.".':·.fue; obtenldo a partir de l(quldo ascltico· <LA_) de ratones. 

: -~ hibrldos OFxBalb/c, prevlamente sensibili=~do~ con ~rclJo mi~eral 

) 

·- . .. . "' 
· ·:· e lnocu,ados con el hib• i•h•1n:• 1·1•,.f11··~·-•r. 

. 

'rra tam lento r.l'O' I I ·(I'' i "'' :> ·-.~ • t. i rn 

. Lo::; LI\ 1 ~r:n I'?<: l.ad1J-.:; por punc_l l".ln · 11u It i p I e fueron 
·centrifugados, fillrados por gasa .y algod6n y precipltados con 
sulfato ~e amonlo al 50~. A los ~fectos de_ ajustar la fuerza 
i6nlca de la muestra a las conrliciones apropladas a la reslna de 
lntercamblo anl6nlco a titllizar, el LA tratado fue pasado por una 
col.umna 3~/53 de Sephadex G-25 <Pharmacia>. La fracci6n prot~ica 
desalada se eluy6 con lampl"in Tris-UCI 20 •" pH.7.6. · 

Purlflcacl6n del Antlcuerpo Monoclonal 

~ 

' 
. ··-. , 

El AcM fue proc~s~do mediante cromatografta de 
interca•blo anl~nlco P.n .una m~trfz de DEAE-Sephacel ~Pharmacia> 
empacada en una columna de 19 x 2.5 cm equillbrada con Trl9-HCI 
20mH pH 7.6. Una vez sembrarl~ •~ muestra, las protefnas no 
enlazadas fueron Javadas con dos volOmenes de columna. Las 
tracclones adsorbldas fueron eluldas medlante un slste•a de 
gradiegte llnP.al de· 5~0 ml de 0 a 200 •M CINa/Trls-HCI 20mH 

~· 
0 

........ 
~:: 
(' 
"'~· . •' 
:· 

r .. , 

-i ..• . 
it,i.'.· .. ··: ;_ 
~,; '••' 

·_pH7.6; o dlsconttnuo <60, 85 y 500 mM CINa/Trls-HCJ 20 mM pH7.6> • 
·.Se selecclon6 un · tlujo volum~trlco de 25•1/h. Las fracclones 

fueron colectadas con monltoreo directo del proceso de elucl6n a 
·2ao' nm <Uvlcord, Pharmacia>. 

Ensayos"Anal1tlcos 

La concentracl6n prot~ic~ de las tracclone~ obtenldas 
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~:.·I•· .. i :· .,.· 
~~·-. :· .. ·en el· proceso de puriflcacl6n se deteralnO por el attodo de 
=--1-c;.: :·;~Lowry. Coao crlterio de pureza de las auestras obtenldas se 
~.f.f·,~ /· ._eapleO la electrof.oresis en geles de pollacrllaaida en presencla 
~ •t .de dodeollsulfato de sodio <SOS-PAGE>. S~ ·eaplearon geles al 
~> . / ._.1%:5" ~n · condlclones reducloras slgulendo el attodo de Lae•al l. 
-,~. :. .': .Estos ·fueron teftldos con Azul Brl I I ante de Cooaassle Ra2so y 
~: -~<:' .. ,'_:anallzados posterior11ente por densitoaelr!:) fHltachl>- para 
~~-~- ::::-_-/deteralnar la concentr~~i·n prnt~ica relativa de in~unoglobullna 
i~·-:·.~- :~~- ::f~ lg> _en cada uno de los eluatos. 
i! -;- --·- ·. _.:; ' --f!" }: ... ::_ .. -~ -La presencia de Acl1 i:?spr.c1fico se deter•ln6 por ensayo 
~~ .. - ~·: 'tnaunoenzlmAtico <ELISA> en placas de policloruro de vinilo 
f!:.~,. . ·<Dynalech>. Estas fueron sen!=ibili;:a.1..-s durante 20 min a 50 C con 
Ii, ..... 

~,. : - S u1t• I ·de pHBsJ\g en N;.lnro~ 1 on 1nt1, pH 9. 6 y I avadas 3 veces con 
~T. ~· · PBS-0.05" Tween20. l~as plac<ts; ct:>ntenlendo 100 ul/pozo de cada E. _'._ una de las fraccion~s elu1das dr la coiu•na de DEAE-Sephacel, 

fueron lncubadas 2 horas a tempcr~tura amblente en e~mara huaeda • 
. -P.revlo lavarlo rlP."'la~ ialr.m~c;, P.n l!'\c; condlclones ya d~scrtptas, se 

. . · _ l ncubai:on con I n111unog I ohu I i na de cone Jo -anti - I gG de ra t.6n 
conjugada con peroxidas~ por t hora a te•peratura a•biente: Los 

-... .;. : ~ . 
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· coi:aplejos inmunes fueron revclados con 100 ul/pozo de solucl6n 
·sustrato <Sul de H202, 5 mg de o-fenllendlaalna y 10 al de 
soluclOn ta1npnn citrato 50 mM, pH 5.5>. La reaccion fue detenlda 
con 50 ul/pozo d& S04H2 250 mM y' la absorbancla medlda a 492 n• 
(Tl~ertek Multiskan>. 

· Resu I ta dos 

A los etectos do:.? nbtenPr una niejor separacll"'.ln entre el 
AcM y las prote1nas c~ntaminant~~ q~ procedi6 a ajustar las 

.-condlclones de ret,.·nclf•n do J;l~ di!':tintas protetnas en la coluinna 
de DEAE-Sephaci:J I con 1Jn grad i ente cont l nuo d~ fuerza 1 f;nf ca 
creclente. Las fl guras 3"f '! mues t ran e I perf 11 de e I ucif:m obtenl do 
•edlante un gradtente lineal de 0-200 mM de CINa y las SOS-PAGE 
de los plcos cromatogr~fl~os. El an~llsis electrofor~tlco auestra 
qua en el pico 2 de I~ crom~lngraffa fu~ colectada. cran parte de 
1a··11 presl!"nte 1.>n la m11°'strR sembrada. Por densltometrta se 
de11tostrl")quc sf,lo el 6~" d~ I~ lg. total colectada eluYEt en dicha 

.. fraccl6n. En la figura Ii"? nb!':J?rva que el 87" de la prote1na 
·presente en rlicho pfco cnrrospond~ a Jg, la cual posne el 72" de 

la actividad especfflr.a reruper;id~. 

Dado qu,.• todc-!'l las pr1Jtci.nas del. LA se unen a la 
coluana; rcd~clcndo la capaclrlarl de adsorcl6n de la resina, y 
consld~rando que en nuestras condiclones experimentales las lg 
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t(··~:;:' ·::.. - eluy'n can una fuerza· i6nlca •ayor de 60 •" CINa, se "decldl6 
~·~1·: <!:~;optlalzar· este •6todo de purlflcacl6n lncreaeritando la fuerza 
e-. ·::::.10nica lnlclal. La flgura •ueslra el perfll de elucl6n obtienldo 
ff: ')<>con un , iradlente lineal de 60-200 •" CINa. Se observa que, a 
Ii:-:--·:::~·· :.dlferenclo ·de la experlencla anterior, en las condlclones de 

I .. t~~;?f•qulllbrto eluyen dos fracclones prot6lcas •. "edlante _ SDS-PAGE 
~ · ·~~~~tl1ura ~ >- d~•ostra•os que la prl•era de el las corresponde 
·:_·: · ~'-:)~,:'_hoao1eneaaente a transferr l na <c_arr i I l >, y I a secunda a I g 

. ·.· --: .. ~<carri:I 2L Al au•entar el_ gradiente sallno eluye una tercera 
f; · ~ ·. <=:·~."fraccl&.l·, que de•ostrt. en la e I ectroforesl s correspond er a I g 
~ .· - . '" _:~(carrl I 3>. SI bl en en I a fl gura 6 · se •observa que estas dos 
.., ·- • .. (altlaas fraccfones poseen lg, con actlvldad especUlca, la 
...:·. _. 

1

denslto~etrla 111ostrc que la fracci{ln 3 concentra el 82S del total 
r-- ·de la lg elutd~. con un 65~ de pureza. Es fnteresante hacer notar 
=,·_., . • - ~ue .la lg colectada en la fracchin 4 carece de act.lvldad 
"=· .t· · ._- _·. especif lea. 
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A los efectos de extender estos resultados de 

laboralorlo a un subgiguientP. proceso de escalado se encar6 la 
.purlflcacl6n_ ~21 AcM mediante ·1a apllcaci6n de un gradfente 
· discon~in~o de CINa en las coluanas utlllzadas en los 

-_·.-_axperlll!entos anteriores. El perfll do elucl6n obtenido se •';Jestra 
·.·-en la -flgura q . l.as tres fracciones o.btentdas tueron anal lzadas 

por electroforesls observ-.!'.ndose que la lg eluye en las fracciones 
: 2 y 3. Del · anal lsls posterior. por densito•etria se 'de•ostr6 que 

_estas contlenen el 50~ y el 46"· rr:!spec_tivamente, del total de· lg 
~elufda. Aon cuando ~mhs~ rracciones presentaron actlvldad 
·.especiflca similar <flgu1·at··>, con la fraccl6n 3 eluyen protelnas 
eontaai nantes. 

Dado que con 05 mM de CINa en el gradlente dlscontlnuo 
queda retenlda el 46% de la lg, se lncrement6 la fuerza l6nlca de 

·J este paso a 100 mM CINa. Al mtsmo · tiempo y en funci6n de los 
~ •Objeti~os propuestos, se escal~ el proceso en un factor· de 6 

·eap•eando una columna de 5 x 30 cm <Pharmacia> • La f lgura 
'auestra el cronratograma y la electroforesls correspondlente a 
este experimento. La lg se el1Jy··· eJ\ 13 fracci6n 2 oon un nlvel de 
puroza adecuado. De la fig•Jr~ se observ~ que esta represent~ el 

· 93.5 ~ del total de lg elulrl~. 
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CONCLUSIONES 

' 

;~ :::·_ <:~- .- -
~~;1 ~_:;-- : · · Las · actlvldades te6ricas y pr~cticas _planlficadas por la 
~ ~. , .. :: A1rupacl6n de Hibridoaas · de este Centro de Referencia ·para ser 
;i ~·-. :_.· .. _:· desarrol ladas fueron cuapl idas. . ~ 

I
S::~::~·::. Con · tespecto al trabajo experimental,- he•os · adquirldo la 
:;_._ ... -·-~ ·~~capacl tac16n nec~saria en la produccl6n aasiva !Je - AcM. 

_ j-~-:··~~~~-:::;,especlalaente en lo. que a cultlvo de .hlbrldoaas en perlas de· 
~-.~ ·:~-{~?."al&~nato de Calcio se reiiere~ Ta•bi~n heaos reallzado el aontaje 

l. 

)
- ·:".·•_._de .una tAcnica alternatlva co•o es el cultlvo de hlbrldoaas en 

~- ~- · ~acos de dlAllsls. Los resultados obtenidos con este sisteaa. 
9.. ·-·· · · · · aunque pre l lainares, parecen ser ausplciosos. Ex per laentos en 
~;:.:· .-· ---•curso tlenden a confirearlo. En lo que al bloreactor Acusyst-R 
§i"·_;i_. :_ ':,;.=·_respeota, las actlvidadas fueron fundaeentalmente delftostrativas. 
~r.~··. ·Al r-especto, el proyecto original .conte•pla una (1lti•a etapa en 
s;: :· ·que los partlclpantes trabajar::.n con este sisle•a de cu_lt[.vo. 
~.. .. 
I"'• .... ., ... _ . 
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En relaci6n a la purificaci,-_.n de AcM a partir de 11quldo 

ascttico se utilizaron las tecnQlog1as de atinldad e intercambio 
'i6nico. Con respecto a la purificaci6n con proteina A-Sepharosa. 
se optl•lzaron las condiclones de recuperacl6n de los AcM. Los 
resul ta.dos obteni dos por I nte.rcambio l 6nlco, resumic!os en este 
infor•e, for~an parte de un manuscrito ~n preparacl6n. 

Por otro lado, las actividades te6rlcas desarrolladas fue~on 
:·~e gran utllidad ya que estuvieron coordinadas de acuerdo a l-0s 
·lrabajos pr~cticos planificados. 

No podcmos finalizar est~ informe sin dejar de expresar 
nuestro agradeclmlento a todos los mill?mbros de la Agrupacihn 
de Hlbridomas y Modelos Animates. 
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ENCAPSULACION EH ALGINATO OE SODIO 0.8CK, 
GELIFICACION EH 100 mM CaCl2. SPINNER 6. 

#aela/tr x10E8 ; ••llAI.. 1n9:1B1; #oela/1111 x1<lEG 
36 ----- ---- ----1 :1.a 
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ENCAPSULACICJN Et-J ALGU-IATO DE SOOIO O.El<ru 
GELIFICACIOM EM '}On~l\1 C;i_Gl2. SPIMMER 3. 
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ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8~ 
GELIFICACION EN 50mM CaCl2. SPINNER 5. 
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INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SFPH_.a.,r.s:1 

la•~P•r-• i,. •• ! 
•lll'll - ---- -----------

Aolhr. hp. 
lt.I 

I 

1.IS 
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FRACCIONES 
---, 
l_J Prat.Total: mg 

INTERCAMBIO IONICO F.M OEAE-SEPHACEL 
EXPERtMENTO IV 
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I NTRODUCC I ON .. 

El hibridoma utilizado en este entrenamienlo fue OKT3 CATCC>, 
siendo las actividades desarrollada~ las siguientes: 

A> Cultivo del hibrldoma <est~cionario y en sus;:iensi6n> C2,3l 

Bl Estudio de~par~metros metab6licos del hibridom~ en cultivo 

estacionar to (3) 

Cl Producci·6n del ant:i·cuerpo monoclonat OKT3 en biorrea.ctor de 

., :_fibra trueca <3,4),. -

D> Purificacion y Control del monoclonal obter.ijo C3,4} 

Los n6meros entre parentesis indican el mes en el cual s~ llev6 a 
cabo cada-'etapa. , EI plan de trabajo tuvo · una duraci 6n de tres 
aeses a partir del 31/1/91. 
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A> ~ULTIVO DEL HIBRIDOMA OKT3 

I- Estaclonario 

El hibridoma OKT3 fue cultivado en Catedra de lnmunologia 
<Facultad de Qutaica, Montevideo, Uruguay> en IKDH <Sigma, USA> + 
20 S suero fetal <Blaser, Argentina> a 37•c y 5" C02, en aultivo 
estaclonario, a part!r del cual 20 mlllones de c61ulas vlables 
·fueron transportadas a la DivlsiOn Hibrldomas y Hodelos Animales 
CCIGB, la Habana, Cuba>. 
· Debido a que el medlo seleccionado para la realizaci6n del 
trabajo fue DHEH <Gibco> se procedl6 a la adaptaci6n del 
hibridoma ai mlsmo. El proceso de adaptacl6n se llev6 a cabo de 
acuerdo al slguiente esquema: 

'concentracl6n 
manteni6ndosc;! 
el d1a 9 se 
ex.clusl_On con 

Se sembraron - dos frascos de cultlvo con una 
1e c'lulas de 200.000 c6lulas/ml CC/ml>, 

la concentraci6n en este 1alor durante 9 dias. En 
determin6" de vlabilidad en ambos frascos, por 

trypan blue. 

Tie11po· Cd1as> 

Frasco 1 3 5 7 9 

-- 1 A 90" A sos A 50" A 30 
8 10" 8 20" B 50" B 70" B 100" 

2 A 90" A 60" A 50" A 30 " 
c 10" c 20S c SOI c 30" c 100" 

A: IHDH + 20 " Suero fetal <medio origi,nal > 
B: DMEM + 20 " Suero de ternera <ST> <Cubavet> 
C: DMEH + 20 " Suero de ternera + 3 S HECS CCIC> 

El S de viabilidad en ambos frascos fue superior a SO%, por lo 
que se cons1der0 que la adaptaci6n de .\a linea habfa sido 
sat1sfactor1a y que podia pre•cindlrse de la adic16n de HECS al 

--ra--' 

\ 

inedio de cultlvo. Posterior_mente se redujo en form~ gradual el S • 
de ST. 

Las condiciones de cultivo para el desarrollo 
d~ trabajo descrlto en lntroducclon <salvo que 
otras cor.dlclones> fueron las siguientes: 

de todo el plan 
se especi tiquen 

DHEH + 10 ~ ST+ pentolllna C100 Ul/ml> + estreptomfcina <SO 
J~/ml> + glutamlna <2 mH> + ptruvato <1 mH>, 37•c y 5 ~ C02. 

• 



.. . ; . 

' -

' 

.. 

... 

l 

~----a. -~-- ---

·····1 

. 
x 

is"' 
l·-... ·• ... . ... - -::- . 

) 

) 

3 

.. 
~ partlr de jc61uias provenientes de cult~o egtacionario se 

procedi6 a: 
...... : ·1- foreaciln· de un banco celular 'a· - 7o•c. 

· Con el fin de tener una reserva de la l inea se congelaron 
c~lulas provenientes de cultivo estacionario·y cuya viabilidad no 
fuera inferior a 85 X. Luego de centrifugar las c~lulas a 900 

·rpm, duran·te · 10 minutos'., el pellet se suspendi6 en DMEM + ..,&O i. ST 
..+.s/ r.·oMSO <Fluka>, a una concentraci6n de 3-10 millones C/ml. Se 
congel6 a - 7o•c. 

I f · 

'}• 
ii- inoculacilln en ·ratones Balb/c 

.. . I' : •. • 

· Con 1 ei" obJetivo de eHminar una posible contaminaci6n 
Mycopla~ma .. y determiriar : el rendimiento de producciOn 
anticue~po monoclonal :en ascitis ·se -inocul6 el hibridoma 
ratones Balb/c de acuerdo a los si9uientes protocolos: 

p I: .. 

con 
de 
en 

Dia·'~o- sensibilizaci6n intraperitoneal de 10 ratones Balb/c <er> 
• · .- de 9-10 semanas de edad y 24 g de peso, can O. 5 ml de 

ac:ei te mine1~a1. 
Dia 6- inoc:ulac:i6o intraperi toneal con 3 mil lones de 

} 
c~lulas/animal en DMEM + penicilina + estreptomicina 
<SLf. . 

Dia)12- nose obser-v6 produccien de ascitis en·ningun animal • 

? II: 
Dia 1 ~ ¢.i.."setisibi lizaci6n intraperitoneal, de 10 ratones .Balb/c 
' · · " : fd'> de 9-10 semanas de edad y 24 g de peso, con I). 5 ml 

de ~c:eite mineral. 
Dia: ·10:. inoculaci6n intraperi toneal de 5 animal es con. 4 ·mi llanes 
· ' n de ce lulas/an imal en SL y 5 animales con 5 mi llones de 

cUulas/animal en SL. 
Dia* HS~ no se observ6 produc:ciOn de ascitis en ningun animal. 

P xq: 
Dta· 0-. . ' : . ' sensibilizaci6n intraperitoneal, de 10 ratones Be.Ible 

<,,, de 9-10 semanas de edad y uprmdmadamente 24 g dL" 
pe!:>o con O. 5 ml de acei te mineral. ·· 

Di,a· )0- inoc:ulac i. 6n intraperi toneal. con 1(1 mi! lone-;; de ce lul .:.~./ 
. ''. animal, en SL. · 

D1a··15- no se observ6 produc:ciOn de as,..; tis en nin9un animal. . ' 
iii- test de presencia de Mycoplasma 

Para la detec:ci6n de presencia du· Myc:oplasma $e parti•'> d~ 
c~lulas previamerite cultivadas en medic sin an_tibi6t:co duran,tn a 

. ' 
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dias. El anallsis fue realizado por personal del Centro de Salud 
Animal CCENSA} mediante proceso de hlbrldlzacl6n con sondas Cl> 
comprobandose ausencia de Hycoplasaa en la l1nea celular OKT3. 

I I - Cu 1-tl vo en suspens l 6n 

Se estudl6 el comportamiento del hibr~doma en cultla.o en 
.suspensi6n y encapsulado en algina.to como poslbles sistemas para 
la preparacl6n dol in6culo para el blorreactor. 
.Prlmeramente se reallz6 un culti~~ del hibrldoma en frasco 
spinner, sembrandose en una concentraci6n,~niclal..~e 200.000 C/ml 
en un volumen de 300 ml de medlo de cultlvo. Cada 48 horas se 

-·determln6. concentracl6n de inaunoglobul inas ( lgsl> por ELISA, 
·consumo de glucosa <Test Glucosa. HK, Sigma>, concentracl6n de 
c~lulas y ~ de vlabllldad, obtenl6ndose los slgulentes 
resultados: 

-Cultlvo en suspensl6n-

llempo Cone. celular Viabi I idad Co11c. lgs CG 
Cd las> ' <C/1'1! 1 l C * > ~ C µg/ml > Cing/dia> 

0 0.20 98 
2 .0.25 51 25 1.6 
4 1.20 53 19 0.7 
6 1.10 48 23 0.6 

C•>- expresada en ml l lones/aal. 

Posterlormente se cultlv6 el hibrldoma encapsulado en alginato. 
La encapsulacl6n se rea 1 lz6 con al glnato 1. 6 " . CBe 11 col a una 

concentracion de 1 mlll6n de C/ml de 1 alll6n de C/ml. 
Las per1as asi formadas se suspendleron en 170 ml de medlo de 

ctiltivo, en spinner de 250 ml. Cada 48 horas se· determln6 
concentracl6n de inmunoglobulinas, consumo de glucosa, 
concentraolOn de c61ulas y " de viabilldad. En este sistema se 
obtuvo: 

-Cultlvo en per las de alginate-

Tlempo Cone. ce1ular Vlabllidad Cone. lgs CG 
< d tas > CC/ml alg.><•> 

-" <µg/ml> <mg/d1a> 

0 1. 2 90. 
2 1.3 57 30 1.1 
4 2.3 27 35 1.6 
6 2.1 25 28 1.6 

<•> expresada en mlllones/111 

---l:-,, . 
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-ELISA para determlnaclon de concentracl6n de lgs. - _ 
• t '. r 

Se senslblllzaron'placas de mlcrotltulacl6n CTltertek~ con antl
lg de 1 -ra"t6n obtenlda· en conejo, durante 3 horas a 37•c. Se -
b:l6q1Jeo· con· PBS-leche 1 2 "-·por 1- hora: a. 37•c. Luego de lavar -con 
PllS~Tw~en)··o.os ~- CPBS-T->, · se. sembraron 100 pl /pocll fo de 
·dn uclones· 'de las muestras en PBS-Tween o. 05 S-leche 2 " < PBS-T
L·1~ . iricub"~ndose por 3 horas a 37°C. · Posterioraente se lav6 ci/n 
PBS-T. -'·y se·''·· agreg6 100 : Jil /pocU lo de-·, una diluci6n adecuada de 
anti-lg rat6n conjugadas a peroxldasa, en PBS-T-L. Luego de 
lncubar. con al conjugado por 1 hora a 37•c, sa agreg6 100 
).ij"ipocl l lo- 'de"::- su!itrato-: para peroxidasa <OPD> y se. detuvo_. Ja 
reacclon con H2S04 2N.-· Se l"ey6 la densidad 6ptlca a 492 nm e·n un 

)t~ctor __ de __ ELISA <Titertek Multiskan). La concentrac16n de Igs en 
las muestras ·se ·expresaron referldas a una soluci6n de lgG de 
ra'.t6n ·ere concentract'6n conocida tomada como est.indar. . . ~ .-

J·. .. . ·-:. ; 

B~) ESTUDtio DE 'Lo·s PARAMETROS ·METABOLlCOS DEL HlBRlDOMA EN CULTIVO 
J<:·£ST°ACtONAR10' 

. . ~ ~ .. 
Debido. a que las caracter1sticas metab6Jicas de la 11nea en las 

tases _de crecimiento .Y producci6n deben determinarse para 
·p~rmt"t1i~. 'un; mejor. control,. del proceso de pruducci6n en· 
b'l~orre'actor <2>; ':se:siguf6 el: esquema: 

• - •• ) I 3:) .; •· ;, ! • 0 " • • '. •. ., 

... ' ~. : 
~- se· i:;embraron 16 frasoos· de .cultivo con una._ccmcentr~ci6n 
infciai' 'de'· H)oooo ·c1m1 -incub~ndose a 37•_c y. s ·" co2. durante 6 
dias. Los parAmetros determinados, diariamente y por duplicado, 
fuero~ vlabiJldad, consumo de glucosa, pH y concentrac16n de 
j~atuncigl'dbuil'nas. ·'L.0~~:~~~~1:~ad~s :~~ ~·~~stran en l~ Figur~ 1. 

:? . . . ~'. : 

C > PRODUCC JON DEL ANT I CUERPO MONOCLONAL OKT3 EN B l.ORRE~C~OR DE 
FIBRA HUECA 

t . 

I 
I 

I> Descripc16n breve _dal equlpo: 

Se- util\z6 ·un biorreactor Acusy5t-R CEndotronlcs>, el cual 
cons ta de ..!"' cartucho de f lbras. huec·as que d.etlnen dos 
compartimentos, el espacio lntracap1lar CEIC> y el extracapllar· 
<EEC>. L~s c61ulas crecen en EEC y en este queda retenldo el 
anticuerpo monoclonal que secretan ya que las f 1bras tienen un 
cut-o~t·oe 10.000 D. Se produce de esta forma un 11bre pasaje de 
metabolitos y nutrientes entre un espacio ·y otro exceptuando 
aquellas molOculas ·de peso atolecular mayor de 10.000 •. El equlpo 
posee, ademcis':-' \in ·re;er.v'orio· de· medio"coneotado, por un lado a la 
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bo•ba de medio CBM> ,. la cual controla la entrada de medio fresco 
&l EiC y salida de medlo clrculante Cmetabolitos>, y por· otro 
lado a la bomba de clrculaci6n <BC> que controla el sumlnistro de 
oxlgeno al cultlvo~ El camblo en el sentldo -de clrculacl6n de 
medlo "por el EiC es otro parametro poslble de ser controlado 
seleccionando el tlempo de ciclaje CCT> en el slstema. Al. 
reservorlo· se lnyecta aire aezclado con C02, el ~ de este en la 
mezcta· puede controlarse con . el nivel del rot.imetro del e'-ulpo. 
Este ~!esiutllizado para mantener el ph del cultlvo en el~'valor 
deseado. · ·-~ ·· 
El cartucho est~ conectado tambitn a la bomba de factor <BF> que 

contro l·a· si'inul·tAn·eamente ···~ entrada. de •edlo al E~C as l COllO la 
ve1o'oldaci:. de ·sa·l Ida- de la cosecha. 
·En resumen, selecclonando las· velocldades de c.irculac16" }ior las 

t.res bombas se-. controla, sumlnistro de nutrlente_s y. oxigeno, 
sallda de me~abolltos y cosecha de antlcuerpo secretado. 
_l;x~st~n salldas de donde pueden extraerse muestras del medio IC 

Y.·Ec .. ·El 'inuistre·o :de! IC'-se utl llza. para· ~e:ter-1Dinar los nlveles de 
_glucosa y el pH en el medio clrculante · Cdeb~- re~llzarse 
dlarlamente>, mientras que las muestras del EC permlten estlmar 
el estado de las celulas en el cartucho <viabilidad, c~lulas en 

· dl\ilsl,6n;· ·etc>. 
"'. - ~ . ~ . . . .... 

NOTA: ·an> este proceso con el fin de asegurar al maximo la 
esterilldad del slstema se lntercalaron ~iltros de flbra hueca de 
0.22 µ <Media-Kap>, entre los frascos de allmentacl6n de IC y EC 
y: el ~lor~eactor. Adem~s todas las operaciones de cambio de 
med~o~_y·extracciones de rauestras se real:zaron en flujo laminar. 

·, * ,, • 

.. .: II> Operaciones previa 1noculaci6n y durante el 
proceso de produccl6n 

1- Cultiv~ de las ctlulas en medlo sln antlbt6tico 24 horas 
, ;;antes ;de ·lsi.J' 1 nodu l acl on.: · . •· · .: ; ·: . .. .· ~ 

. ,_ 
·2- Lavado del espaclo IC con la flnalldad de ellminar ~l 

g!lcerot ~ue cubre las flbra' el cual es ·cttot6xlco. 

3- Tratamiento del EC con medio ~uplementado con suero, este 
proceso prepara el slstema para la inoculac16n proporcionando 
a la·s· cltlulas· 101; factores de adhes16n presentes en el suero. 

4-

I• 

T~st·de cltotoxlcldad: permlte determlnar sl el medlo 
clrculante en el slstema tlene alguna acclOn citotOxica. Se 
extrajeron 10 ml de medlo del espaclo IC en los cuales se 
s~mbraron 2 mlllones de c6lulas. Se reallz6, en paralelo un 
·eont~o1 con medlo del mlsmo lote. Los eultivos se observaron 
cada 24 horas para la detecci6n de alguna octlvidad · 
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c1-t$>tOx.1:ca, .. d~rante .7_2 horas_.. . . .. .. ~ . . 
Test de esterllldad: este ensayo peraite de_terminar sl se ha 
contamlnado el sistema en las operaciones prevlas a la 
Jnoc~lacl6n •. Se l levo a cabo. si1Du.l t.ineamente al anterior. Se 

.. extrajeron 10 ml .de .. medlo del espacio IC y se lncubaron a 
37•c por 72 horas. Se reall~6, en paralelo _un control con 
medio del mlsmo lote. La presencla de contamlnacl6n.se 
ana-1 lzQ . por observacl 6n mlcroscOpica •. 

. . 

5- "Set-up" del equipo • 

: . :.·_Las .. condici.ones :inlclal es de I 
·: ·;-•. :t ! · ., .. · ·-BK-_, ,,. 20 mL(h .... 

• 1. • • . BC 100. ml/min 
. ·BF! 3 ml/h · 

: · · .. T 37 •c . ._ 
_ : ~ !. CloJ.aje 0 ~ln . 

equipo fueron: 

Con estos parAmetros fljos se ajust6 el rotAmetro a un nlvel 
tal que el pH lnlclal fuera estable y de 7.3. Luego de 
establlizado• .. Y _pr~vio a,.~a inoo.t:1llllci6n.se flj6 la BF en 0. 

6- Preparaci6n del in6culo 
.. ,... . ·_.; . 

Durante las d1as 1 P.revios a ~a i~~cu~'~iem se sigul6 un estrlcto 
control deJ .cultlvo estaclonario, .determlnandose diariamente 
conceutr~ci6~~celular.·y vlabtiid~d-en cada ~rasco de cuitivo~ El 
valor de concentraci6n ceiular se mantuvo mediante expansi6n del 

,, . cul-tlvo .. entre 200.000.-300.000 .C/ml,, .ya que en est~ rango las 
~6lulas se encontraban ~" fa~e d~ creclmientci exponen~lal~ 

Un dla antes de la inocuiaciOn las c6lulas se cultivaron en 
medio sin antlbi6tico, y por "viabilldad se selecclonaron 14 
frascos de cu!tlvo qua contenlan 30-40 milloneG de 
citlulas/frasco y. viabOi~a-~.d.e .8~-99 ~,•;,. . 
. Antes de la 1noculaci6n y luego del setup del equlpo las 
c6lulas se centrlfugaron a 1000 rpm durante 10 min. El "pellet se 
resuo:>pend.i 6 en_ ioo. m J,, d~. med.lo_. ~C determi ncind~s11. nom~ro. de 
c6lulas y vlabl).t.dad. Se. _v.olvl~ a cen1:-rUugar • 1000 rpm durante 
10 min y el pellet se resus~andl6 en 35 ml de ~edi~'EC. .. 

· .... Ei h16culo.-obtepldo constst16. en SOQ mil lC"ne~;. d~ c61ulas y 94" 
.;; de1vi·abt1.lda~. l . ·. , ._, . ·_ ; · 

: I ! .• ·. •. I 

7- lnoculacl 6n 
- ., ·! .. '; . , ~ • ~ . 

Con la BF en 0, se cer.r6 la conexi.6n entre el biorreactor Y. 
la 11nea de co&echa. La suspen&l6n celuiar <35 ml> se transfiri6 
a una jeringa de 50 ml y se inocul6 al espacio EC, ueguido do la 
1nyec~16n de 10 ml de medio EC. El proooso de inoculaci6n se 
rea·tiz6 en 15 1:1in. El pH &e control6 2 h post-inoeulaci6n siendo 
do 7.3. 
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s- Extraccl6n dlarla de auestras de l.C, dei..r•lnaclOn del 
consume de ·g1ucosa y medlda de pH. 

- ! : . - . - . 

6- JOxt:raccll!n perl6dlca de muestra• de EC en funclOn de -lo• 
parametros anterlores, creclmlento celular, concentr.acl6n de 

. . 

ri~ "i".'m_~_unog~obui lnas C Igsl en las eosechas. etc. 

7- Caablo de frasco• de a11aentacl6n y deshecho de •edlo IC y de 
atlaentacl6n de EC y cosecha, seg6n lndlcan las Tablas 2 y 3 

respectlvamente. 
B- Tra tam l entO d.i "fas cOaecha• • Se ceftt rl f upron ·i. 3000 :fJ"ll• por 

lO mlnutos, el pellet se resuspendl6.en •idlo de cultlvD y 
observ6 alcrosc6plca•ente para det-.relnar Ylabtlldad celular, 
presencla de celula• en dlvlsl6n, contaelnaclOno etc. La• 
cosechas so conservaron a - 2o•c haSta su purlficaci6n, en 
tad•• se determln6 concentracl6n·de lnaunoglobullnas aurlnas 

: .. 
CELISA> . . • . ' 
. . 

111) "tiedios de· cul ttvo uti uzadosi 
f ' .. 

Hed\o IC• DHEH + glutamln• <2 ~Hl/plruvato <1 mHl + penlclllna 
· :· . ." '. (100 Ullial l/&Strepto•lclna <SO" µg1afl.'" 

.Hedlo EC; Dl'IEH + 10 " ST + glutamtna (2 eHllplruvato (1 mHl + 
, : ·• " . P~l'i ~i. i 1,na.' u,oo. U ,I ioi i l /estreptoalcl na <so µg/a l l. 

. . .. . . .. . . 

En la Tabla 3.Se e~peclflcan otros componente• que se adlclonaron 

a a~to~:~e~i~~ y en qu~ mo~ento del proceso. 

• .. 

· ...... ,' 
IV> ~squema s~guido para lnoeulac16n: 

. . . . . .. . . . 

Dia.~- 7• · Onsamblado de"f blorreac~or, ester-l llxiacl6n • 
· · · 1nstalac16n. Lavado del espaclo tC durante 24 horas . 

. •.•. . ·. 

! 

Dia'- 11 ttit•mle~t~del espaclo EC con suer•· Huestreo para test 
de cltotoxlcldad y esterllldad. Cultlvo de las c61ulas 

en eusencla de antibl6tlco. 

0: lnocu\ac16n, selecc16n de nivel de rot~metro hasta 
4 , estab111zac16n del pH en 7.3 . .. 

·-:· 

-·-r>·, 

\ 



..:~-. . - -. 
•: ... 
•• . ~ 

I 
; 

~ -

t 

.. 

,. ,. 

" 

I 

-

/ 

/ 

.._..... .. 
--~_..;:.I....._...,,._ ___ . 

----"==~--_... ___ ,,___.- . -- --. 

9 

TIEHPO 
<.dias> I .. : 

• PROCESO" · ·· · 'PARAHETROS BIORREACTOR 

)_ 

- 2 

- 1 

O· 

'. ; 

~ ensamb·l ado 
esterl l izacl 6n . · ·- lavado IC 

I ·. !' 

tratamlP.nto EC 
! .... ·:test 

... :•. ~l··clt~toxlcldad 
· · - · esteri l ldad 

·. tnoculacl6n 
:t ... _ ~= . . ·. - -

.. 

.. 

.. 

BH 
<ml 'lb> 

400 
•·· 

20 

. BC BF 
<ml/min> lmlth> 

500 ·so 

.. 

100 - . ·50 
.. ; 

: . 

V> CONTROL DEL PROCESO Y RESULTADOS 

pH 

do. 

7.3 

-·,. 

El proceso se control6 mediante la extracoi6n dlaria de muestras 
del espaclo intracapilar para determinacicn de consumo de glucosa 
y pH. Cada 48-72 horas se extrajeron muestras del ospaclo 
extracapllar. 

Al dia 5 post-inoculaci6n se comenz6 la clrculaclon de factor 
.per el espacio extracapilar y por lo tanto la cosecha. 

En la. Tabla 1 se muestra la estrategia de control y Jo3 
par.iaetros determlnados a lo largo de todo el proceso de 
produccl6n en el biorreactor • 
. La Tabla 2 detalla el tiempo de recolecci6n de las cosechas, el 

. ·volu•en y conoentracl6n de lnmunoglobulinas de las mlsmas. 
) La Tabla 3 resume las operacloneu y obsarvaciones reallzadas 

durante el proceso. 

La observacl6n perl6dlca del cartucho y la toma de muestras del 
espaclo extracapl lar perml t ieron estlsnar, jun to con· I os 
parametros medldos la evolucl6n del cultlvo. Durante los primeros 
5 dias se pud~ vlsualizar una considerable velocldad en el 
creclmlento del hibrldoma. El dla 3 po~t-inoculac10n se cfcctu6 
una extraccl6n de muestra del espaelo extracapllar, observ~ndose 

1ran numero de c~lulas de aspecto viable asi como tamblen 
numerosas c~lulas en proceso de dlvfsl6n. 

A ?artlr del dia 7 se observ6 una detenci6n en el crec!miento 
celular. La extracc16n EEC realizada en er dta 9 no mostraba •.ma 
cantldad slgnlflcativa de c~luias vlbles. 

El dia 12 68 adiciono HECS al medio extrac~pilar, y &8 detect6 
una poslb:e contamlnacl~n en el EE~. r por lo tanto 6& 
reallzaron extracciones del espacio extr~capllar cada 48-72 
horas. 

- \ 

( 

• 

, 14'1 

' ·" 

' , 



.. ~~ ·---., -. . : .. 
t .. 

t! 

I 
' 

--

) 

,,/' 

\ 

) 

t 

-----'- ·-"'--- -- ;q.-· • - .- -

10 

Se conflra6 _coptaalnac~:On bac~eriana el dia 19 en <el EC. 
aumentandose al doble la concentraci6n de Pen-Estr. en el aedio 
IC. y a~lclona~dole Kapamlcina (100 pg/ml>. El trataaiento con 
Kanamlclna se continup, .por, -72 horas. 

La observacl6n de· las cosechas tratadas c9mo se d~scribe 
anteriormente demostr6: .. 

La cosecha 2 presentaba •ayor cantidad de c~lulas muertas que la 
1; en camblo en la.cosecha 4 se volvl6 a encontrar un alto n(lmero 
de c~lulas de aspecto viable. - • 

La cosecha No·11 fue la prlmera con una turbidez ponsiderable. 
el pellet obtenldo luego de su tratamlent~ s~. resuspendl6 en 
medlo de cultlvo y se lncub6 a 37•c por 24 ~oras. Pudo 
comprobars£ una contaalnacl6n por bacterias en esta cosecha. 

Las cosechas slgulentes presentaban todas una ligera turbldez. 
En el pellet obtenido a partir de la cosecha 15 se observ6 gran 

cantidad de c6lulas no vlables y bacterias. 

'. 
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TlEtlPO ~:. BH·- · 
Cd las> Cal/hr> 

._ -. 

·, 0 2Q 
1 20 
2 ~o 
3 20 

.:. 4- 30 
.5 ~o 

6 so 
7 1~0 

·a 290 
9 200 

10 200 
.11 2QO 
12 200 
13 2091 

14 250 
15 250 

·15 250 
17 300 

.. l8 300 
. "tg· :I :•300 . . 

. . ,_. 2<f j ".• 3SO · 
~""21 .;.• :?·400' '· 
:.:.~22· !i '".)400·' 

>23 400 
24 400 
.25 400 
26 AOO 

• 27 400 
28 400 

~ 
29 . 400 
30 400 

. 31 400 
·32 400 
33 400 
:34 400 
35 400 

' 36 400 
37 400 
38 400 
~39 400 
40. 

'•BM: bomoa 
BC: bomba 
BF: bo111ba 

-.r-'.""-

---L..--~----- . ----- . -
·.•. ·-.;: __ :_-::::,;~'._·'.~:t',~:·,t_·:i,·_,,:,;~_ ••. '~:-:'.·:_. . •..• > .. ~i]~ . 

- ·- 1. . ~~:;;}~~~-
.· .. · ·. 
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. : 11 ~ 

TABLA~l~ 

.- -· 
BF ·sc. TC pH R CG 

Cial/hr> Cml/mln> Cmln> <mg/hr> 

0 100 0 7.3 28 ..,..~ 

0 2'.00 0 7.4 28 61 

0 100 0 7.5 20 40 

0 ioo 0 7.5 19 46 

0 100 0 7.5 19 83 

1 '100 0 . 7.4 19 72 

1 ·100 0 7.5 19 67 

3 200 720 --7.5 19 72 

2 tioo 720 7.5 23 64 

2 300 720 7.4 28 70 

2 300 300 7.5 28 60 

2 300 300 7.3 28 250 

4 ·4oo 300 7.3 28 108-

4 400 150 -7.4 28 116 

4 '400 150 .7.4 28 99 

4 400 100 7.4 28 64 

4 400 100 7.5 28 136 

4 400 60 7.3 28 87 

4 400 60 7.4 26 106 

6 400 60 7.5 28 i19 ~ - ~ ... 
I 

6 .. 400 -60 .. 7.4 28 . 162 

6 
.. 500 .. ;12 7.3 28 240 

6 ··- -·.· 500 12 .7.4 28 260-

6 500 12 7.4 28 320 

6 500 12 7.4 28 600 

6 500 12 28 420 

8 500 12 7.3 28 

8 500 12 7.3 28 440 

8 500 12 7.3 28 240 

6 500 12 7.3 . 28 200 

8 500 12 7.4 26 240 

3 500 12 1:2 28 280 

3 500 12 7.3 26 300 

3 500 . 12 7.3 28 190 

3 500 12 7.3 26 120 

3 500 12 7.3 28 270 

3 500 12 7.3 26 100 

3 500 1.2 7.3 2a 150 

l 3 500 12 7.3 . 28 150 

3 500 12 26 

~ Fln del Proceso 

de med lo CT: tleMpo·de ololaje 

de clrcul acl 6n R: nivot de rotcim.itro 

d• factor CG a consuaao da 1lucosa " ,, 
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Tlempo. 
Cd1as> 

8 
10 

. 12 
14 
16 
19 
20 

. 22 

.. 24 
26 
27 

. 28 
29 

,·30 
33 
35 

.-37 

. 39 
40 

. (.) 

habers3 
deb16 a 
qua Jos · 
ti'l tros. 

. . 

.. . 
• . . 

. ,. 
. r 

-::-. ·• 

\ 

. ,-12 

T~BL~~2r 

cosecha No -Vo lumen Concentracl6n lgs 

Cill >:<•> Cpg/ml) 
.. 

1 100 235 .-t. 

2 200 •• 60 

I. ... 3 ~00 100 

4 200 52 

5 - 290 42 

6 250 73 

... 7 100 41 

.... 8 400 63 

- .9 400 120 
: ,10 400 33 

11 200 38 .. 
:.12 :· .. 200 

13 200 41 

..: .14 :180 .57 
15 180 100 
16 200. 74 

.. .17 i?OO .. 98 ·· .. · 
18 500 45 

19 150 40 

. ·- "' 

En algunas cosechas el vc;>Jumen ex cede al que deberia 

cosechado .. de acuerdo a Ja. velocldad en la BF, es to se 

que se mantuvo parclalmente la mlsma en valores 111ayores 

lndicados en la Tabla 1 ~~_general .luego det camblo de 

. ... · • 

.·. . ' ·, 

... 

. ... .. . . 
.. . • , ! ~ . : .:.' .. ,. ''·· ' , . • 
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Tleiapo 
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Cdias> 

. 6 
7 1:···'. -~" . 

12. 
19 . 

20 
21 

' . 
23 
26 ... 

30 
35 ... _ .. ,,. ·:·aa ;'. 

~ .40' 
I .... ·• I :-,I • • ~\ - _,. j -:.: '.'! ~ 

·. ~ 

· 1: . .. 

.. 

t 

. . . 
. -, . ~ .. : ; ~ '.•:, .. 

'I ·~ ~ it ._ : .. ... ~I' ':' 0 ~J ~., _,. : 0 • : ':, 
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TABLA 3 

·' 'Oi;>e1:~C?iones· y ·observaeiones real lzada9._ 
· · · durante e 1 proceso 

Taponamiento de filtro de medio EEC • 
Taponamtento.de flltro de·medlo EiC 
Adicl6n 3 ~ HECS a medio EEC. 
Adlci6n Kanamicina· y dupl icacim Cpen-estrl 
al medio.EJC. 
Idem anterior. 
Idem' anter'ior. 
Adlci6n·3 S HECS a medio EEC. 
Formacl6n cristales en conexi6n de 

·.EEC d'e1·· cartucho• · Tapona111ento de 
medlo EEC. 
Adici6n 3 ~ HECS a medio EEC. 
Idem anterior • 

· Formaci"6n· cri stales ldem d ia 26. 
Descone·xi6n· del biorreactor. · 

.. ~ . ; ... 

. .•.; .. 
·-·-..... 

·. 

' . 
" 

entrada al 
filtro de 

" _ ......... : : .. ·. 'I. 

''•. '.,I:_ . ,, 
; .. .. , 
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D> PURIFICACION Y CONTROL DEL ANTICUERPO MONOCLONAL OBTENIDO 

I> Tltcnlcas 'JSadas .el\ el control del antlcuerpo 
OKT3: 

.-{. 

* Oetermlnacl6n·de-concentraci6n de proteinas totales po1;_ Lowry 
(3). . . 

•'"Oeter11lnacl6n de concentracl6n._de. lcs murtnas por ELISA •. 
• Determtnaci6n del nivel de pureza por SOS-PAGE <4> y 

densitometrla. 
• Determinacl6n de especlficldad por IF.I.-
* Oetermlnaci6n de presencla de Acldos nucleicos por 
·et~ctroforesls en gel da agarosa CS>. 

* Determl'T\aci6n de concentrac16n de Protelna A <ELISA>. 

* IFl 

Como c~lulas CD3+ se utili=aron ya sea linfocit.os humanos 
perlf~rlcos separados de·sangre fresca por gradiente de Ficoll 
<Pharmacia), ya sea lineas celulares T CMolt-4, Jurkat, 
provenlentes del Centro de tnvestigaclones Blol6glcas>. 

La t~cnlca se reallz6 en microplacas de 96 p~cillos. Se. incub6 
par 30 mlnutos a 4•c, 50 µl/pocillo de las muestras a ensayar con 
~00.000 c~lulas/poclllo. Luego de lavar 3 veces con PBS-BSA 0.1 ~ 
se 1ncub6 per 30 minutes a 4•c, con 50 µl/pocillo de una dilucl6n 
adecuada de anti-lg rat6n conjugada ~ fluoresceina. Se determin6 
~ de c61ulas fluorescentes en cada muestra. En cada ensayo se 
introdujo un control positivo, un control negative y un blanco. 

• Determinac16n de concentraci6n de Protetna A 

Conslderando que la Proteina A puede ser un contaminante 
importante en las e!uatos obtenidos luego de la cromatograf ia se 
reallz6 una determinaci6n de la mlsma por ELISA. Para el lo se 
sigu16 el mismo esquema que para determinacl6n de lgs murinas con 
alcunas modiflcaclones. Se sensib1liz6 con antlcuerpos anti
Proteina A obtenidcs en carnero, y se r3velo con los mismos 
anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina. Se ut111z6 una 
soluc16n de Proteina A de concentraci6n conoclda como est~ndar. 

11> Procedimiento 

Los anticuerpos monoclonalrs OKT3 se purlflcaron a partir de 
sobrenadantes de cut lvo cstacionarlo y de co9och::ir; ·d2 
blorreactor. Los sobrenadantes se uttltzaron para cnsayar •~~ 
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condlclones de puritlcacl6n y control del aonoclonal obtenido. 
Para ello se part16 de sobrenadante de un cultivo estaclonario 

de 48 horas CVc 1000 ml) el cual se precitplto con suJfato de 
amonlo <SO~>. Luego de dejar estaclonado por 2 horas a 4•c, el 
preclpltado fue centrifugado a 6500 rpm, 4•c durante 20 minutes. 
Posterlor•ente se lav6 2 veces con suJfato de amonlo 50~ y se 
centrlfug6 en las mismas condlclones. El precipitado se dlsolvi6 
en 200 ml de PBS, se centrlfugo a 6500 rpm, 4•c durante 20 
mlnutos y se reaJiz6 una gel flltrac16n por Sepha4ex G-25 
<Pharmacia), para ellminar el sultato de amonlo usandon~ Tris 20 
mK/ NaCl 150 mH pH 7.5 como tamp6n de corrlda. El ~luato se 
concentr6 por ultrafiltrac16n hasta un volumen final de 50 ml. 
Posterlormente, a 20 al de eluato concentrado se le reallz6 una 
cromatograffa d·e aflnfdad en Protefna A-Sepharose <Pharmacia>, 
adsorblendo la auestra en tamp6n glfcina 1.5 M/ NaCl-S11pH8.6, 
eluyendo consecutivaaente con los sigulentes tampones citrate a 
pH: 6i Si 4 y 3. Se obtuvleron pfcos de elucl6n a pH 6, 5 y 3. 
A cada uno de los eluatos se les deterain6 concentraci6n lgs, 
pureza y especlf icidad. 

Los resultados mostraron que la mayor cantidad de lgs se 
recuperaban en el eluato a pH 5, donde adem~s se encontraba la 
actlvidad especif lca. No se observ6 bandas de contaminantes 

- importantes en ests fracc16n. 
Consecuentemente el m6todo selecclonado para la purificaci6n del 

anticuerpo monoclonal a partir d~ las cosechas de biorreactor 
siguf 6 el esquema: 

A> Cromatograffa de Afinldad en Prote1na-A<•> 

a- Filtraci6n de cosechas por membrana 0.22 µ, dlluci6n 
al medic con tamp6n glicina 1.5 H/NaCl 3 H, pH 8.6 Ctamp6n 1>, o 
PBS pH 7.4. 

b- Lavado de la columna de Proteina-A Sepharose con 
tamp6n citrato pH 3. 

c- Neutralizac16n de la columna con t3mp6n ~· 
d- Aplicacl6n de la muestra <90~ de la capacldad de la 

columns>. 
e~ Lavado de non-bound con ta~p6n 1, o PBS. 
t- Eluc16n con tamp6n citrate pH 6. 
g- Elucl6n con tamp6n citrato pH 5. 
h- Retomar en paso b. 

C • > Se utl llz6 Prote lna A produci da en Cuba. 

Como m6todo de dismlnu1r la adsdrc16n de lgG bovina dal ST a la 
Prote1na-A, se us6 en las ~ltimas purificaclones PBS pH 7.4 com~ 
tamp6n de acopl3miento ca>. 

Los eluatos a pH 5 y a fueron neutralizados con Tris. Sc lcs 
c~ntrol6 pureza, Clg&l, protefn~s totale& y eapecificid~d. 
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B> Gel Filtrac16n por G-25 

Este paso se realize para cambio de soluci6n tampon 
eluatos obtenidos a pH 5, usando Tris 20 mM/NaCl 150 mM, 

en los 
pH 7 

como tampon de corrida. 

C> Concentraci6n 

• .... 

Todos los eluatos· obtenidos a pH 5 se concentraron por 
ultrafiltra.ci6n y·se congelaron a - 2o•c. Se filtro por mewbrana 

·)de pore Ow22 µ;y se liofiliz6. Parte de este pool COKT3 PE> ie 
utlllz6 para las etapas que se.descrlben a continuaci6n • 

. ' J 
.;. D> I ntercambio I 6ni co en DEAE-52 

Se realiz"f> este ··intercambio con el fin de eliminar al~unas 
proteinas que se encontraban contaminando el producto final 
obtenido eri C -<OKT3 PE>. Se sigui6 el esquema: 

- tampon de acoplamiento: Tris 20 mM, pH 8.5 
- aplicaci6n de la muestra diluida en tamp6n de acoplamiento 
hast~ presentar una conductividad similar al tamp6n de 

acopl·amiento_. 
- e I uci~6n con '.Tris 20 mM/ NaC 1 60 mM. 

elucinn ton Tris 20 mM/ ·NaCl 100 mM. 
- eruci6n con Tris 20 mM/ NaCl 500 mM. 
- rcgeneraci6n de la matriz con Tris 20 mM. 

!:· 
A los eluates se les determin~ concentraci6n total de proteinas, 

) (lgsl, pure~a, presencia de ONA. 

·, E> lntercambio I 6nico en DEAE-Sephacel 

Se realiz6-· este intercambio con el objetivo de elimlnar fos 
contaminantes que no pudieron ser eliminados en el ·paso anterior. 

Se sigui6 el esquema: 
- tamp6n de acoplamiento: Tris 20 mM, pH 8.5 · 
- apl1cRci6n del eluato NaCl 60 mM del paso C, dilu1do en 

tampon de acoplamiento hasta presentar una conductividad 
similar al mismo. 

- eluciun con Tris 20 mM/NaCI 60 mM. 
- elucion con Tris 20 mM/NaCI 100 mM .. 
- elucton con Tris 20 mM/NaCI 500 mM. · 
- rogeneraciMn de la matriz con Tris 20 mM. 

F> Gel Filtracfon en Sephc-cryl-300 <Pharm.:>cia> 

03bldo a que el % de purez~ de la fraccit.>n 1 obJJnid~ llJQ~O dol 
lntercambio 16nico con DEAE-52 y del OKT3 PE aran simil~ras so 
us6 par~e de este ~ltimo sin liofilizar para 0ns~yar otro p3so d9 
purlflcaol6n que pudiera eliminar lo• contaminants&. Para ollo &e 
.... 
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.realiz6 una gel filtraci6n en·Sephac~yl-~00 usando Tris 20 mM pH 
8.5 como tamp6n de corrida. 

Ill> RESULTADOS .. t. 

La Figura 2 auestra el esquema de purificacl~n seguido y en la 
Figura 3 se muestran los resultados obtentdos en el primer paso 
Ccromatograf5a de afinidad en proteina A>. Como puede obser~arse 

-) alga de ant.icuerpos detectables por EL.ISA .::ran ehndos a pH_-6~ 
Cabe se~alar que para las cromatografias hechas con PBS pH 7.4 

como tacpon de acoplamiento se obtuvo un eluato a pH 6 mucho 
menor, que para aquellas en las que se uso tamp6n pH -6.6. 

La Figura 5 muestra la densitometr1a obtenida luego de 
electroforesis SDS-PAGE para el OKT3 PE previo a su 
liofilizaci6n. Como puede observarse aun se encontraban bandas de· 
contaminantes Calbumina, transferrina, proteina A> que seg(m el 
densitograma ·constituian el 33 % de la muestra total. A esta 
m~sma ouestra se le dete~min6 contenido en P~oteina A 
obterii~n~ose un valor de 25 ng/ml . 

El ensayo 4e ~•FI mostrf., para todos los eluatos obtenidos a pH 5 
Cen todas la~ cromatografias realizadas>, queen esta traoci•.:m se 
concentraba la mayor especif icidad CmAs· de 85 % de las c~lulas 
eran r'econocidas por di cha fracci6n>. El patron de t luorescencia 
obtenido se caracteriz6 como puntos en los "bordes" de la c~lula, 
distrlbuidos r.o uniformemente en todo el per1metro. Este patron 
fue sirailar al obtenido con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 

) 10R-T3 lproducido por el INOR>. 

L.os resultados obtenldos Juego del intercambio iOnico en DEAE-52 
se muestran en la Figura 4 y Los densitogramas de cada e)uato en 
las Figuras 6, 7, 6 y 9. Puede comprobarse que una cantidad 
lmportante de. gamasglobullnas "no murlnas" <no revelables por 
ELISA> fuer.on ·eluidas con NaCl 100 .Y 500 mM. 

La determlnac16n de presencia de cicido nucleico se realiz6 a 
los tres e.luatos obtenidos del ~.ntercambio ionico, a la cos~cha 
17 y al OJ<T3 PE. , Los resul tados mostl:'aron presencia ·de .. ~cido 
nucl~ico en todas las muestras excepto el aluato de intercambio 
i6nico obtenido con NaCl 60 mM. 

El intercambfo 11".mico en DEAE Sephacel no resul t6 adecuado pci.r.;i 

sepa~ar las protelnas contaminantes. 

t.a gel filtraclon en Sephacryl-300 pe.rmitil°'> eliminr•r 1,.s 
prote1 na!:i contami nc~ntos, ob tan i ando unr.t •'mi C'-'. t ri\<-~c i ('m tp1H po?" 
electrofore~i~ y posterior densitom6tr1a prosont0 una puro~a ~o 
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100 S CFigura 10 y 11>. 

A continuac16n se resumen los resultados de S pureza obtenidos 
en cada paso de puriflcacl.:;n, para la fraccl6n OKT3 PE, ..t.las 
fracc1Qne$ obtenidas del intercambio i6nico con DEAE-52 y la 
fracci6n obtel)ida en gel filti-aci6n con Sephacryl-S-300 high re-
solution • 

..,. 

·_ Fracci.jn ~ <CP+CL> ~ c PT lmg/m I: 

;_ 

.•. 

OKT3 PE 85 
N 8 24 

·.F 1 81 

F 2 51 
F 3 63 

"'Sephacryl 100 

CP: Cadena Pesada 
CL: Cadena Liviana 
'I 

15 8.7 
76 0.1 
19 0.4 
49 0.1 
37 0.1 

0 2.7 

C: Contaminante~ 

PT: Prote~n3s T~t~les 

? .. 

De la•tabla anterior se puede resumir Jo siguiente: 

- mg anticuerpo obtenido en las cosechas: 290 mg 

- . ,. 

~ 

mg de ~nticuerpo OKT3 liofllizado:. 297 mg/ pur~za 85 .. 
.· 

- mg de ·an:ticuerpo luego de ge I filtraci"··n: 32 m~/pureza 100 

- Rendimiento en purificaci6n: aproximadamente 100 ~. 

·.· , . 

r·. 
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DISCUSION 

-. 
I- Pa~tes A,B y C 

Consid~randa· el objetivo de esta etapa del Proyecto la 
lnocul4ci9n del anticuerpo monoclonal en animales se realjz6 con 
el fin dE! · anal lzar la producci6n en ascitis y _ compararla..lcon la 
del biorreactor. Una vez que el primer protocolo de inoculacion 
no dio resultados posltivos se ensayaron consecutivamen~e los 
otros dos descrito~. en la parte experi&ental. El hecho de haber 
obtenldo un 0% de prendimlento de'ascitis. sin observar tampoco 
el desarrollo de tumor s61ido en los animales podr1a expllcarse 
por una p~rdid~ en la clonalldad en la linea o par el uso de un 
protocolo de inoculac16n inadecuado. A•bas hip6tesis deberian ser 
estudiadas, l~ primera realizando un clonado de l~ linea 
determinando si la poblaciOn aun continOa siendo cerr_ .d y la 
segunda utili~ando otras condiclones en el protocolo de 
produccion de ascitis CEj: otros irritantes, usar animales 
suprimidos, etc.>~ 

El cultivo del hibrido en suspension se caracteriz6 por una muy 
baja vlabilidad. Como prirneramente se realiz6 un ·cultivo en 
frasco spinner y se obtuvo C48 h post-siembra> un descenso 
significativo en · 1a viabilidad <resultado reproducido en dos 
experimentos independlentes>, se supuso que la agitacfcn podria 
ccnstitulr uri factor negative para e: cultivo. Por esta raz6n se 
proced16 _a realizar un encapsulamiento de las· ceJulas en 
alginato,·esperando que el ·mfcroaebiente de las··perlas de 
alginate .Protegiera a las c~luJas de la agitacion. Debido-- a que 
en est~ ~lste~a tambi~n se produjo un descenso en Ja viabilidad y 
que ~ste podria deberse a alguna acci6n citotoxica del alginato, 
no puede asegurarse cu~l Co cu~Jes> pudieron haber sido los 
factores responsables de la muerte celular. Mediante el agregado 
de perias de alginate a un cultivo estatico podr1a comP.robarse si 
~ste pudiera ser citot6xico. Los resultados de disminuci6n en la 
producci6n de lgs y en el consumo de glucosa para el primer 
cultlvo son concordantes con la progresiva muerte celul~r. Sin 
embargo, en el cultivo con alginate este descenso no es marcado, 
suponl~ndose que tanto las lgs ~roducld~s como al consume de 
glucosa eran mantenidos por las c~Julas que escapaban de las 
perla~ ~ue se encontraban df~rlamente libres en el medio. 
Ambo~ ~istemas fueron descartados como torma dE! pr~parar el 

in6culo para el biorreactor, ya que con ninguno d~ ellos fue 
posible la obtenci6n del n6mero d~ c•lulas necesarias y con la 
viabillda1 requerida. Por ello se selecc!on6 el cultlvo 
estacionario para la preparacft.;,n del incculo, par• el cual se 
habta detorminado que las ctlulas sa encontraban en fase de 
cr'edmiento a1<ponenclal y con alta vlabl.lidad, si se manton1an a 
una concentrac16n ontre 200.000-300.000 C/ml. 

Lo~ result~dos de Ja curva metab6liea mue&tran que cuando en el 
medlo se alcanza una concentraclOn de cluco&a remanente de 1.~ 
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mg/•l y un pH de 6.9. las c~lu!as se. encuentran en fase de 
producciGn. Estes valores de pH y glucosa dehian ser mat~ejados en 
el cultivo en·biorrea~tor para seleccicnar la fase de producclon 
una v~z_ ~uperada la de crecimiento. 

El pfoceso en blorreactor tuvo como aspecto nc esperado el 
~ante~i•iento del pH sin necesidad de variar el niv~J~ del 
rotametro -Y un CG que se mantuvo en bajos niveles durante el -
mismo. aun cuando el sistema se encontraba contaminado. 

'. . 
-La detepc16n_. en el .crecimiento observada alrededor de( dla 7 
pCO•p•fta~a.d~ la estabilizaci6n en CG, indicaban que una alt~ 
propofC~~n de c~lulas habtan muerto. Los factores que llevaron a 
~~ta •Uef~e celular ~in duda fueron la baja velocidad ~e la bomba 
~e cjrculaci6n <insuficiente su•inistro de oxigeno> y la baja 
velocidad de la bomba da ~edio, ya que, sl blen los nlveles de 
gluco~a ~se encontraban por enciaa de los recomend~dos, la 
elimi~acicn de metabolites pudo no haber sido suficiente. A esto 
~ebe :sumarse el hecho que los d1as 6 y 7 se produjo ·un 
.~apon~mlento de lo~ flltros de media EC e IC. respecti~amente, 

dejando al sistema sin circul2ci~n de medio por un lapso de 
varias horas. 

No ppd~ lograrse la recuperaci~n del cultivo en ningdn momento a 
l~ Jarg~. del pfoceso, aun cuando al agregar HECS al EC se pudo 
observa~ .un leve aumento en el CG. Este hecho permltirla suponer 
que el agregado de HECS desde el comienzo del proceso podrld ser 
beneficioso, aunque no se hallan observado diferenc1as en el 
creci~iento con y sin HECS en cultivo est~tico • 

t • . . 
. _ .. Durapte,_el '.proceso <dia 26 y 38> se observ6 la ocluzi6n .de la 
~onex~6n ~e entrada de medio al EEC por la formaci6n de cristales 
cuyo : orlgen no pudo exp I icarse y cuya formaci.cn no eslaba 
.dlrec,t._mente ~s_ociada a la adiciC:n de HECS al medic EC. 

Aunque la contamlnaci6n se mantuvo controlada hasta el tin del 
.p.roce;&o,. probablemente por la adicii:m de Kanamicin.;,, y la 
duplicaci6n de la concentraci6n de penicilina/estreptomicina en 
el med lo JC, pudo tener una acci t.n retardadora· en I a recuperc-cl (Jn 
de las c6lulas. El mantenlmiento en el CG y la eslabilldad del pH 
fueron un indicio del control de la contaminaci:~. Estos 
parj•etro& tambi~n indfc~ron junto ~on la disminucinn en la ClgsJ 
en las cosechas la imposibilidad d~ recuperacl~~ d~ las ~~lulas. 

' ~ ' : 
Con . los resullados obtenido!: con ~:;t~ hibrldoma puedo 

recoaendarsc que tanlo la bo~ba de medi~ corno la de circul~cir~i 
deben fijarse en valores m~s alto~ desd~ el comi9nzo d~I proce~o. 
aun.cuando se sobr~pase el nlvcl de glucosa rpqu&rido. Tarnb16n 
ser1~ convonionto realiz~r un control d~I ~ivel de m~tabolit~~ 
<~ci~o l~ct;_co> y del S1Jmi11ii:;tr'> dE:' oxfg"""· Li\ cirr.uli\ci '·n do 
factor ""~"'s 1.h.d dia ~ t:v111t:d(·ri f'<.·clrLl fiur ti~·ri•.>fici·:>z.:- f::•r .. 
. lntroducir ol cultivo en fase de crecimlento. 
' . - J. I 
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II- Parte D 

La cromatografia de afinidad en Proteina-A permiti6 aicanz~r un 
nlvel .de~pureza de solamente 85 % <Figura 5>, de tojas for6as, 
debe ~co~sid~rarse que aunque en este caso parti~uiRr el 
anticuerpo_a· purificar no constituia la protetna mayoritaria en 
las cosechas el grado de purificaci6n que se obtuY-O fue 
slgnificativo, po~ lo que se justificar~a incluir este pasc coma 
e_I P\'llB~i-o en _el esquema de purificacl6n. Este porcent.aje 
podria, n~ obstante mejorarse con un lavado mas prolongado de la 
columpa pntr~ la elucf6n ·con pH 6 y ~H ·s. ~l uso de PBS pH 7:4 
t~mbf~n · evitaria :a uni6n de la lgG del ST a la Prote~·na.-A. por 
lo qµe seria aconsejable, en este caso particular en que el 
monocjonal ,de subclase JgG2a, utilizar coma tamp6n de 
acopl~mi~nto PBS pH 7.4 . 
. El .~on.ten~d:o en Prote1na-A en la muestra OKT3 luego de la 
cromat,o_gfaf 1.~ sert~ importante en funci 6n de l uso de l ant icuerpo, 
se ha:demostrado qu~ la gel filtraci6n permitirfa su eliminacitn 
lo cµal no descarta el posible uso de otros metodos m~~ 
ventajosos. 

~·. :;t I 

Como .se~ ha ·dicho anteriormente se intent6 eliminar los 
contaminantes con interc2mbio 16nico · en DEAE-52. Los resultados .. ;:.. 

que se. v~n en la Figura 4 muestran que gamasglobulinas no 
revelitbl~s. en. el ELISA uti l izado <"no murinas"> eran· el iminadas 
del pool de anticuerpos a purif icar, ya que eluian con NaCl 100 
y 500 mM. De todas formas puede observarse que aun restaban 
prQteina.s co11taminantes en _el eluate NaCl. 60 mH, seg6n n;-:..estrer. el 
densi~ograma obte-nido de esta fracci6n. La Figura 7 mu£::sl~a que 
n~) 

0

hu_bo ·aumento de pureza luego del intercarobio en esta matriz. 
Sin e~bargo :sj puede decirse que esta funcionaria ~decuad~ment~ 
para eliminar el AON contciminante, ya q•Je el mismo f11P.. 1?l1.11do"' 
copceptracion.es de NaCl mayores de 60 mM • 

... El iptefcambio i•.inico en DEAE-Sephacel no deberia incluirsF-- ya 
que np mejora la pureza del prod4cto final . 

t 
l 
I 

\ 

. ; ' . . 
En cuanto a, la gel filtracim en Sephacryl-300, debe observiJrSP 

que ·e,1 .. nivel de pureza alc.anzado es satisfactorio", Sin emb?rgr:i 
deb_e tenerse en '"'uenta que se pl er den en e~ lt~ f a'..;u 
oproxtma.damente 10 " de anticuerpos. La eleccitn di::- este pa~o un 
la purl.ftcacl·":·n dep.endurfl del b3lance entrt': pur(!:.:a qi•·~ ·~•:'.· 
presentar el anticue~po y rendlmlento requ~rldo para el proceso. 

Es isapo_rtC\nte hacer notar que si bi en la gel ti I tracl :'.n pr:>·.!r i:1 

constituir un m~todo 1c1~-.a1 p;ira alcan:::-ir U:l•• p·J1.·.· .• 
suficicnteniente alta, presentarii'.\ serio1; inr.;onvunientou a l:.i hur .• 
del escalado en la producci<Jn. Dicho& ptobl9m;,i.; no se proGe>ntC1ro11 

• 



t 

.. ~--.a;;::;;:->& ~-___ ,....-..&. __________________ ___,,.___ --
. : . . - ... -.. - ·'tZ"u' • •• 

-.~ 
I 

~ ·-

-

\ 

l 

' ·-l 
I 

j 

I 
-: 

) 

) 

:,.· 

·. 

22 

en esta purificacion ya que ~e trabaj6 con cantldades totales de 
proteinas del orden de mgs. -Cabe'n~tar que 12 gel filtracl6n 
r~al~zada a 40 mg de proteinas consumi6 aproximadamente 16 horas, 
a~. -este ' t iempo de be sum:irse le · - e 1 ti em-po ut i Ii zaJio en la 
concentracion· del eluato Cfactor de dilucit~ de 60> 5 horas. De . . 
tpdel:s forma~ y de- acuerdo con los resul tados la gel .fi I traci6n 
d~b~ .te~erse como una herramienta posible para alcanzar un 
~levado ~rado de pureza al final del proceso de purificacl6n 
c_uando otros ml!todos no serian -(1ti Jes. 

~. r ·- • 
pebe considerarse que en el c~lculo de rendimiento ~e 

puri,ficac16n se compar6 cantidad total de prote1nas en las 
cos~chas de~erminadas por ELl5A con cantidad tot~l de protelnas 
~n ~I producto final determinadas por Lowry Ccorrigiendo por el % 
de pureza>, siendo que ambos ml!todos de determinacion de 
prote1nas no son enteramente comparables, el rendimiento 

.- ... , .. ~alc~Jad" representa solamente un valor aproxir.!ado. 

.. , 

c • 

.~· ... ~ 

.. . 

- . .~. - -
Pe~acu~rdo a estos resultados el esquema de puriticacion que 
~uede p(aniear5~ para este anticuerpo monoclonal seria: 

. ~ . ' :··: '! 

I· . 

·~ .· 

a- Cromatografia de Afinidad en Proteina-A 
Controles: Proteinas total~s 

Actividad 
lgs totales 
Pureza -
Acidos nucleicos 

b- lntercambio i6nico en DEAE-52 
Controlcs: !dem a 

c- Gel filtroci6n en Sephacryl-300 
Control~s: iu~m a 

~Un, esq~&ma como est~ implicaria una p~rdida de ant!cuerp~s del 
,10 ·"• 1.a mayor ia en el pa so de gel f i I traci -:wi, por Io que se 
~bt~ndrja un 90 % de rendimiento con 100 ~ de pureza. 
: N_o c;leb.e obviarse que estos pasos debenan ser optimizados para 
1este monoclonal con el fin de an~lizar la posibilidad de elim!nar 
alguno de ~llos sin afectar rendimiento y pure:a obtenidos . 

. . 
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;.. 

I - · CONCLUS I ONES .. 
No ···obstante -la lmposlbl l idad de obtetaer una producci,P.n de 

- ahtil::uerpo --- monoclonal acorde a la escala que perrllitc el cu:tlvo 
• "et) ~tor.reactor de fibra hueca, este no .debe descartarse para tat 

fif.n-.~-~ ;Debe. - considetrarse - q~e el _ r~pido ~~ecimiento observado 

'•I 

: ;r. 

). 

·cfurante la .priaera semana y _ -el aspecto de las c~lulas que se 
extrajeron del EEC. asi coao la Clgsl d~_la· primera cosecha, 
estarian sugiriendo que_ el cultivo en biorreactor const1~uve un 
~:t'lsite•a · -adecuado para_ la produccl6n masiva del antlci.Jerpo 

-~·- ! m'onoclona:l- secretado por el hibridoma OKT3. Deber., sin ea:b.:trgc, 

) 

·• .. ·deterainarse las condiciones de cultivo para este hibri~oma que 
peraltan controlar adecuadaQente el proceso y alcanzar 13 fase 1e 
crectmiento para mantener a las c~!ulas posteriormente en fas~ de 
Jfroducc16n. 

En cuanto a la purif icaci6n pudo establecerse un esquema 
tentative de puriflcaci6n que r~ndir!o un anlicuerpo de alta 
pureza- · C100 %> y con buen · rendimlento C90 ~>. Deberia, sin 
e•bargo, realizarse un control m~s e~iricto al p~oducto final en 
funcf6n del uso del OKT3, asi come ta_111bien lncl1..1ir un sistema de 
cuantificaci6n del mismo <ELISA celular>. 

Considero particularmente que este entrenamiento ha cumplido los 
objetivos propuestos permjtiendome la asimilaci6n de los asrectos 
bAslcos concernientes a .la .producci6n maslva y puriflcacicm de 
anticuerpos monoclonales, contando con el excelente equipamiento 
y personal capacltado que ofrece el CJGB. 
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