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GLOSARIO DE TERMINOS

pmax. app: Velocidad especifica de crecimiento maxima aparente.
pmax. real: Velocidad especifica de crecimiento maxima real.
AcM: Anticuerpo Monoclonal.

CIM: Centro de Inmunologia Molecular.

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (Siglas del inglés: Enzyme-
linked Inmunosorbent Assay).

IFA: Ingrediente Farmaceéutico Activo.

IgG: Inmunoglobulina G.

LABEX: Laboratorios de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales.
LAM: Liquido ascitico murino.

glgG max.: Velocidad especifica de produccion de IgG.

SC: Sobrenadante de cultivo

SFB: Suero fetal bovino.

Xt: Concentracion de células totales.

Xv: Concentracion de células vivas.

PBS: Tampon fosfato salino (Siglas del inglés: Phophate buffered saline).



RESUMEN

Los hemoclasificadores son reactivos indispensables en la actividad de la medicina
transfusional. Cuba demanda actualmente una cifra significativa de determinaciones
para la clasificacion sanguinea por lo que se hace necesaria una produccion nacional
normalizada. Uno de estos reactivos es el ior® Hemo-CIM anti-B obtenido por la
tecnologia de produccién de AcM via ascitis murina. En el presente trabajo se realizd
una evaluacion del desempeiio del hibridoma C6G4 como productor de AcM Anti-B
mediante la tecnologia de produccion in vitro. Este hibridoma fue adaptado a varios
medios de cultivo libres de suero seleccionados como candidatos potenciales para
un proceso de fermentacion. Posteriormente se realizé una caracterizacion mediante
el célculo de las variables cinéticas de crecimiento y de produccion especificas, en
cultivos de baja y alta densidad. El ensayo realizado mostré que en el medio PFHM Il
se obtuvieron los mejores desempefios con respecto al medio tradicional
suplementado con suero, asi como con los otros medios estudiados. Los
sobrenadantes de cultivo caracterizados por diferentes técnicas hematoldgicas
mostraron valores de potencia que no cumplen con los requisitos de calidad
establecidos en las regulaciones vigentes. A partir de los resultados experimentales
obtenidos, se propone la caracterizaciéon del hibridoma C6G4 en la tecnologia de
fermentacién en fibra hueca o la adquisicion de una nueva linea celular que cumpla
con las especificaciones adecuadas para la produccion in vitro del hemoclasificador
ior® Hemo-CIM anti-B.



ABSTRACT

Hemoclassifiers are indispensable reagents in the activity of transfusional
medicine. Significant amounts of blood group typing determinations for are
demanded sued in Cuba and for this reason national standardized production is
needed. ior® Hemo-CIM anti-B produced by murine monoclonal technology
constitutes one of these reagents. In the present study the performance of C6G4
hybridoma for the production of monoclonal antibody anti B by in vitro technology
was evaluated. This hybridoma was adapted to several serum’s free culture media
as potential candidates for a fermentation process. The characterization was
carried out calculating kinetic variables of growth and specific production in high
and low density cultures.The results showed that in PFHM Il medium the best
performance was obtained in comparison to traditional culture medium
supplemented with serum and other culture media tested. Culture’s supernatants
were characterized by different hematological techniques and the potency values
achieved showed that none of them meet the quality requirements established in
the actual regulations. As judged by the experimental results, the characterization
of C6G4 hybridoma by fermentation technology of hollow fiber or acquisition of a
new cellular line that meet appropriate specifications for the in vitro production of

ior® Hemo-CIM anti-B hemoclassifier is proposed.
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INTRODUCCION

El sistema ABO es el mas importante de los grupos sanguineos humanos en el
campo de la medicina transfusional. La clasificacion de la sangre es un requisito
imprescindible al realizar transfusiones sanguineas, evitando accidentes
postransfusionales que pueden conllevar a hemdlisis, anemia, fallo renal, shock o

muerte, por la falta de compatibilidad sanguinea @.

Los reactivos que se emplean para la tipificacion sanguinea son llamados
hemoclasificadores, y constituyen elementos indispensables en la actividad de los

bancos de sangre, laboratorios clinicos y hospitales.

LABEX es una unidad del Centro de Inmunologia Molecular, cuya misién esta
enfocada en la investigacion, desarrollo, produccion y comercializacion de
reactivos diagnosticadores (entre ellos los hemoclasificadores) para la evaluacion
in vitro de diferentes enfermedades humanas y promover su introduccién y uso en
la préctica asistencial del Sistema Nacional de Salud, cumpliendo con las
regulaciones nacionales e internacionales vigentes para la fabricaciébn de estos

productos.

El departamento comercial de LABEX estim6é una demanda para el afio 2013
superior a los 5 millones de determinaciones para la clasificaciébn sanguinea segun
el Sistema ABO. Esta cifra no es insignificante y por tanto, se hace necesario una
produccién nacional normalizada y estable debido al caracter estratégico que tiene

esta actividad tanto en tiempo de paz como en situaciones de guerra o desastres.

Actualmente, la Unica plataforma de produccion de AcM murinos en LABEX es la
tecnologia de producciéon de liquido ascitico murino (LAM), la cual se ejecuta en
una Unica area productiva, por lo que la produccion de LAM de los distintos
productos basados en monoclonales murinos debe realizarse en campafa. En un
escenario en el que este centro se encuentra bajo la presion de incrementar las
capacidades productivas en sus procesos con miras a ampliar su cartera de

productos, asi como mejorar la calidad y competitividad de los ya existentes, se ha



decidido modernizar la tecnologia de produccion del IFA de los

hemoclasificadores.

Uno de los reactivos hemoclasificadores comercializados por LABEX es el ior®

Hemo-CIM anti-B producido a partir de liquido ascitico murino obtenido en ratones
balb/c, aunque también se han estudiado los ratones de la linea Ofbalb (F1) como
biomodelo alternativo ®. EI LAM Anti-B obtenido en el proceso productivo ha
presentado histéricamente un problema de especificidad, dando una reaccion
cruzada con hematies del grupo sanguineo A, aunque con una potencia de
aglutinacion muy inferior a la de los hematies B positivos. Por esta razon, el LAM
debe someterse a un procesamiento extra para eliminar la actividad cruzada, el
cual consiste en realizar lavados del LAM Anti-B con hematies del grupo A, con lo
que se consigue eliminar las heteroaglutininas por adsorcion. Dicho proceso
resulta engorroso, ya que requiere de volumenes significativos de sangre humana,
cuyos hematies deben ser retirados posteriormente por centrifugacion. Este
proceso trae consigo el aumento de los costos productivos, la afectacion de las
caracteristicas organolépticas del LAM al cambiar su color por la hemdlisis
durante el lavado, incrementa los riesgos de bioseguridad al manipular sangre
humana y produce una dependencia del Banco de Sangre Provincial, el cual no
siempre posee la cantidad de sangre disponible para ofertarla como un insumo del
proceso. La actividad cruzada del LAM Anti-B no se observa en las pruebas de
especificidad que se realizan al hibridoma C6G4 antes de ser inoculado en los
ratones balb/c, por lo que se concluyé que esta afectacion del producto surgia
como resultado de la interaccion del hibridoma C6G4 con la linea de ratones
empleada en la produccion. Esta situacién impuso plantear como objetivo migrar
la etapa de produccidon del IFA del reactivo hemoclasificador anti-B hacia una
plataforma tecnolégica In vitro alternativa a la produccion de AcM via ascitis

murina.

En la actualidad, el reactivo hemoclasificador ior® Hemo-CIM anti-B es producido

a partir de IFA importado, por lo que resulta alin mas atractivo el desarrollo de un



proceso de produccion del reactivo hemoclasificador anti-B In vitro de origen

nacional.

A partir de los antecedentes mencionados se planteé el siguiente problema:
¢ La tecnologia de producciéon del AcM anti-B a partir del hibridoma C6G4 en
ascitis murina no resulta adecuada para obtener un reactivo

hemoclasificador anti-B acorde a las regulaciones vigentes.
Como respuesta al problema planteado se formulod la siguiente hipoétesis:

¢ Es posible producir el IFA de un reactivo hemoclasificador anti-B a partir del
hibridoma anti-B C6G4 empleando la tecnologia de fermentacién con

células de mamifero.
El objetivo general de este trabajo consisti6 en:

¢ Evaluar el desempefio del Hibridoma murino C6G4 en la obtencion de AcM

Anti-B mediante la tecnologia de produccion in vitro.

Para complementar dicho objetivo se desglosaron los siguientes objetivos

especificos:

+ Adaptar el Hibridoma Anti-B a diferentes medios de cultivos libres de suero.

¢ Evaluar el desempefio del Hibridoma Anti-B en los diferentes medios de
crecimiento en sistemas de cultivo de baja densidad celular.

¢ Evaluar el desempefio del Hibridoma Anti-B en cultivo de alta densidad

celular.



1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 El sistema de clasificacién sanguineo ABO.

A principios del siglo XX Karl Landsteiner realizd una serie de pruebas que dieron
lugar al descubrimiento de los grupos sanguineos del Sistema de clasificacién

ABO y al desarrollo de procedimientos rutinarios para su agrupamiento .

Dentro del sistema de clasificacion ABO se identifican cuatro grupos principales
denominados A, B, AB y O. Los antigenos A y B estan determinados por los genes
A y B, los cuales codifican glucosiltransferasas que adicionan los azucares que
constituyen antigenos A y/o B sobre el antigeno H ¥ (Figura 1). El antigeno A es
N-acetilglucosamina y el antigeno B es 3-D-galactosa. Los individuos portadores
del grupo AB poseen las dos glucosiltransferasas simultaneamente, mientras los
individuos con grupo sanguineo O no poseen ninguna de estas dos, sino que son
portadores de un gen O no funcional porque la proteina que produce no determina
antigeno de grupo sanguineo detectable ©.

El sistema de clasificacion ABO es el Unico sistema en el que los anticuerpos
reciprocos estan uniforme y predeciblemente presentes en el suero de las
personas normales que no han tenido exposicién a eritrocitos humanos ©. Por lo
que una transfusion sanguinea de un grupo del Sistema ABO incompatible entre
un receptor y un donante ocasiona manifestaciones de reaccion transfusional
hemolitica aguda. Las pruebas para la deteccion de compatibilidad ABO entre un
receptor y un donante son el fundamento en el que se basan todas las pruebas

pretransfusionales ")

1.2 Reactivos Hemoclasificadores.

Los reactivos hemoclasificadores estan incluidos dentro del grupo de reactivos
diagnosticadores, entendiendo como diagnosticador cualquier producto que
consista en un reactivo, juego de reactivos, sistema, calibrador, controlador o
medio de cultivo, destinado por el fabricante a ser utilizado in vitro en el estudio
de muestras procedentes del cuerpo humano, incluidas las donaciones de

sangre y tejidos, con el objetivo de proporcionar informacion relativa a un

4
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estado fisiologico o patoldgico, relacionada a una anomalia congénita, para
determinar la seguridad y compatibilidad con receptores potenciales, y/o

supervisar medidas terapéuticas®.

La clasificacion de los grupos sanguineos segun el sistema ABO se realiza
mediante el enfrentamiento de hematies procedentes de muestras de sangre
periférica con los reactivos hemoclasificadores, provocando una aglutinacion

selectiva en dependencia de la especificidad del reactivo empleado .

Las técnicas hematologicas que mas se realizan para la clasificacién sanguinea
segun el Sistema ABO son las de hemaglutinacién directa en laminas y tubos, en
las que el reactivo es capaz de aglutinar la mayor parte de los eritrocitos antigeno-
positivos por contacto directo. Los parametros que se miden para determinar la
calidad del reactivo hemoclasificador son: la avidez, que es el tiempo que media
entre la mezcla del reactivo con los eritrocitos y la aparicién de la aglutinacion; la
especificidad, que es la capacidad del producto para identificar correctamente las
muestras carentes del antigeno en cuestién; la intensidad, que se mide como los
grados de la reaccién de aglutinacién; y la potencia, que es el reciproco de la
mayor dilucion del reactivo que provoca una reaccion de aglutinacion de

intensidad 1+©.

La regulacion vigente para los requisitos de los diagnosticadores utilizados en
inmunohematologia en Cuba plantea que los hemoclasificadores deben poseer
una potencia minima de 512 frente a los grupos antigeno-positivos y una avidez

maxima de 30 segundos ©.

Los reactivos hemoclasificadores del Sistema ABO eran elaborados inicialmente
con mezclas de sueros de individuos previamente estimulados con sustancias del
grupo sanguineo ABO para producir anticuerpos policlonales de alto titulo. En la
actualidad los reactivos hemoclasificadores son producidos con anticuerpos

monoclonales procedentes de lineas celulares de cultivo, los cuales permiten una



mayor especificidad y potencia durante la aglutinacién al ser comparados con los

policlonales 9.

1.3 Produccion de anticuerpos monoclonales.

Kohler y Milstein demostraron en 1975 la posibilidad de producir cantidades
notables de anticuerpos monoclonales mediante la obtencion de células hibridas a
partir de la fusion de linfocitos B y células procedentes de mielomas blancos V),
las cuales son llamadas hibridomas y constituyen lineas tumorales inmortalizadas
(Figura 2). Entre los mielomas méas usados como pareja de fusion a linfocitos B
murinos estan los derivados del plasmacitoma MOPC21: P3-X63-Ag8, NS-1-Ag4-
1(NS-1), NSO, SP2/0-Ag14 2 - La tecnologia de obtencién de anticuerpos
monoclonales mantiene su vigencia en la actualidad como una indispensable

plataforma de obtencién de anticuerpos de alta calidad *°.

El desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante permiti6 adaptar a la
manipulacion de células animales muchas técnicas basadas en la experiencia con
microorganismos y se desarrollaron herramientas para crear construcciones
genéticas portadoras de los genes codificadores de las cadenas de los

(16,17 o5 cuales son introducidos en el nGcleo de las células de

anticuerpos
mamiferos diana mediante técnicas de transfeccion ®. Las células modificadas
son conocidas como transfectomas y posibilitan una mayor manipulacién genética
para potenciar el crecimiento celular y la productividad especifica . Entre las
lineas celulares mas empleadas en la industria biotecnologica estan las células

CHO y el mieloma blanco NS0 #%23,

1.3.1 Produccién de anticuerpos en ascitis murina.

La primera tecnologia de produccion industrial de anticuerpos monoclonales fue la
de obtencién de ascitis murina mediante la inoculacién de las células de hibridoma
en la cavidad peritoneal de ratones compatibles con las células inoculadas
(generalmente ratones balb/c), provocando un crecimiento tumoral en la ascitis

gue a su vez contiene los anticuerpos monoclonales secretados por las células de

6



hibridoma. Una vez que el tumor liqguido se expande es extraido mediante
punciones, y la ascitis vuelve a crecer repitiéndose la operacion varias veces hasta

la muerte del animal @¥,

Entre los atractivos de la tecnologia de produccién de anticuerpos en ascitis esta
gue no requiere servicios ingenieros de mayor envergadura, ni un alto nivel de
capacitacion del personal, permite obtener lotes de produccion en el orden de los
miligramos de producto por lote a concentraciones relativamente altas (mg de
anticuerpo/mL) por lo que reduce la necesidad de pasos posteriores de

concentracion, lo cual se refleja en costos de produccion relativamente bajos 2.

A pesar de las ventajas mencionadas también existen cuestionamientos
importantes, como es el hecho de que la tecnologia esta restringida
exclusivamente al uso de células compatibles con los ratones hospederos. El
escalado esta restringido a la cantidad de animales que se pueden explotar
simultdneamente, ya que cada animal permite obtener unos pocos mililitros de
ascitis por extraccion. Se registran ademas, una alta variabilidad entre los lotes de
produccion, la materia prima tiende a ser portadora de agentes infecciosos (virus,
micoplasmas, entre otros) potencialmente perjudiciales para la salud humana y de
un alto perfil de impurezas como grasas, proteinas y otros anticuerpos. También
existen implicaciones éticas por el uso continuo de miles de ratones sometidas a

altos niveles de estrés y muerte 27,

Las razones anteriormente expuestas han conducido a la emisién de directivas
que brindan asistencia institucional a los comités de ética animal en la evaluacion
de aplicaciones que involucran la produccion de anticuerpos monoclonales. Estas
directivas han sido desarrolladas en respuesta al reconocimiento de las crecientes
necesidades de hacer un énfasis adicional en los principios de reemplazo y

refinamiento que se aplican al uso de animales para la produccion de anticuerpos
(28)



1.3.2 Produccion de anticuerpos en sistemas artificiales.

La tecnologia de produccioén in vitro se basa en la manipulacion de un sistema
formado por células mantenidas en un medio de cultivo, en condiciones fisicas,
quimicas y nutricionales controladas, de forma tal que permita la supervivencia y el
crecimiento del cultivo “9. Este sistema artificial es el llamado biorreactor, el cual
ha ido evolucionando hasta imponerse en la actualidad en el mercado de
produccion de anticuerpos monoclonales sin que la variante de produccion de

ascitis haya pasado a un total desuso ©?.

La tecnologia de produccion de proteinas recombinantes, en particular de
anticuerpos para aplicaciones terapéuticas, ha tenido un desarrollo notable desde
la dltima década del pasado siglo, debido al uso cada vez mayor de anticuerpos
en estudios clinicos y preclinicos. Las ventas de monoclonales se han
incrementado principalmente por el rapido consumo de los reactivos monoclonales
terapéuticos, el aumento de aprobaciones de estos productos para su aplicacién
en pacientes, y a la ausencia de genéricos para terapias biolégicas. Como ejemplo
de este crecimiento, para el 2015 se espera que las ventas de anticuerpos
monoclonales alcancen los 67,6 mil millones de ddlares, debido a la salida de
nuevos terapéuticos tales como el Denosumab y el Teplizumad, lo que indica una

tasa compuesta de crecimiento anual de un 13,8% 32,

1.3.2.1 Medios de cultivo.

Las primeras formulaciones de medios de cultivo para células superiores se
obtuvieron a mediados del siglo XX, y las mismas estaban constituidas por una
mezcla de componentes basicos que no eran capaces por si mismas de sostener
todas las funciones metabdlicas de las células, por lo que estos medios debian ser

suplementados con suero sanguineo de mamiferos 334

Tradicionalmente, los medios de cultivo para células de mamiferos estan
compuestos por una mezcla de aminoacidos, glucosa, lipidos, vitaminas, sales

inorgénicas, y otros aditivos con funciones no nutricionales tales como tampones



de pH, agentes antioxidantes, agentes protectores de las células ante el estrés

hidrodinamico, factores de crecimiento y antibiéticos ®*(Figura 3).

Los primeros medios de cultivo desarrollados eran medios basales cuya
composicién no era suficiente para soportar el crecimiento celular, por lo que era
necesario suplementarlos con suero animal (preferentemente suero fetal bovino) a
una concentracion entre un 5% y un 10% (v/v). De esta forma se aporta una
amplia variedad de sustancias tales como: nutrientes de bajo peso molecular,
proteinas transportadoras de sustancias poco solubles en medios acuosos,
hormonas, factores de crecimiento, factores de anclaje entre otros ©®. Por otra
parte, las proteinas del suero constituyen impurezas en el caldo de cultivo que
contiene los anticuerpos y el suero es un potencial portador de agentes
infecciosos con riesgos a la salud humana y a las células en cultivo ¢”3®_ Su alto
costo en el mercado es de por si un incentivo a buscar formulaciones alternativas
gue prescindan del mismo, pues generalmente resulta el componente mas caro de

la formulacién ©9.

Desde la aparicién de los medios de cultivo para células de mamifero hasta la
actualidad se han desarrollado formulaciones que han eliminado total o
parcialmente el suero fetal bovino. De esta forma, el medio de cultivo puede
clasificarse en funcion de su composicién. Tal es el caso de los medios basales,
dentro de los que se hallan los medios clasicos que deben ser suplementados con

suero animal “?; el medio libre de suero cuando el mismo no requiere de suero

(41-44)

como suplemento , medio libre de proteinas cuando el mismo no contiene

proteinas en su formulacion “* “® medios sintéticos cuando todos sus

componentes son de origen artificial y medios quimicamente definidos cuando se

conoce con exactitud todas las sustancias que lo componen y la cantidad exacta

S(47, 48)

en que se hallan presente . En formulaciones de medios libres de suero y

aun de proteinas, se emplean componentes de origen vegetal u otros tales como
el extracto de levadura, por lo que estos pueden ser libres de componentes de

origen animal pero no quimicamente definidos “° %9,



1.3.2.2 Adaptacion de células a nuevos medios de cultivo.

Cuando se decide emplear un nuevo medio de cultivo para una linea celular en
especifico, esta generalmente pasa por una etapa de adaptacion en la que el
metabolismo se ajusta a las nuevas condiciones impuestas por la composicion del
nuevo medio. Existen casos en que las células se adaptan rapidamente a las
nuevas condiciones, pero generalmente la diferencia de composicion trae consigo
que transcurra un periodo de adaptacibn mas o menos prolongado, por lo que las
células moririan si se transfirieran bruscamente al medio deseado. Por estas
razones, en la literatura se describen dos métodos basicos para la adaptacion de
las células a un nuevo medio de cultivo. Estas consideraciones también se aplican
al caso de la adaptacion de células a medios libres de suero. En general, se
sugiere que el cultivo se encuentre en fase de crecimiento exponencial, con alta
viabilidad y las células se siembran al doble de la concentracion usualmente

empleada 4.

El método de adaptacién secuencial consiste en ir sustituyendo gradualmente,
mediante cambios parciales periddicos, el medio de cultivo de partida por el nuevo
medio. En general, se produce un nuevo cambio en la proporcion de los dos
medios presentes en la etapa de adaptacion una vez que las células en cultivo

muestran aumento en la concentracion celular y en la viabilidad celular ©®.

El método de adaptacion directa consiste en eliminar de una vez el medio de
partida por el medio nuevo. El reemplazo de una formulacion de medio por la otra
se lleva a efecto “de un golpe”. Este método tiene la ventaja de ahorrar tiempo y
recursos aunque las probabilidades de éxito son inferiores al primer método
debido a que no todas las lineas celulares soportan un cambio brusco de medio de

cultivo ©9.

1.3.2.3 Crecimiento, productividad y variables criticas.

Las determinaciones cinéticas en un cultivo permiten conocer las velocidades de
los procesos metabdlicos que ocurren en un sistema bajo determinadas

condiciones prefijadas por el investigador ®”. Entre las variables cinéticas mas
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estudiadas estan la velocidad especifica de crecimiento celular y la velocidad

n (58 60)

especifica de produccio , aunque también se miden otras variables de

interés como son el consumo y produccion de metabolitos tales como la glucosa
D y el lactato®, la glutamina® y el i6n amonio®, asi como aminoacidos

limitantes en el medio® ®® entre otros®”.

Al realizar estudios cinéticos en modo discontinuo, el cultivo describe una curva de
crecimiento semejante a la que muestra el crecimiento microbiano en cultivo

sumergido ©® (Figura 4).
En una curva de crecimiento de un cultivo pueden observarse las siguientes fases:

Fase de adaptacion

En la fase de adaptacion o de latencia existe un aparente reposo en el que la
velocidad especifica de crecimiento es relativamente muy pequefia o cero.
Cuando se mide la concentracion de células dentro de este periodo el valor no

cambia sustancialmente.

Fase exponencial

Una vez que las células se han adaptado al medio, comienzan a dividirse y el
cultivo muestra un incremento exponencial de la concentracion celular. La
velocidad especifica de crecimiento alcanza su valor maximo y el cultivo se duplica
en el menor tiempo posible para esas condiciones, duraciéon que se conoce como

tiempo de duplicacion.

Fase estacionaria

El consumo de los nutrientes por un lado y la acumulacion de desechos
metabolicos por otro, altera negativamente las condiciones del medio, por lo que la
velocidad de muerte celular aumenta, y a su vez, la velocidad de crecimiento se
desacelera hasta un punto en que queda a un valor igual pero inverso a la
velocidad de muerte, por lo que se genera un equilibrio que mantiene

relativamente constante la concentracion celular.

11



Fase de muerte

Las condiciones del cultivo se tornan mas adversas, las reservas de energia del
medio de cultivo estan exhaustas y la velocidad de muerte supera a la velocidad
de crecimiento. La concentracion de células vivas disminuye y se observa una
caida progresiva de la viabilidad del cultivo hasta que la gran mayoria de las

células mueren.

Los resultados del comportamiento cinético de una linea celular estan intimamente
relacionados con el comportamiento de los parametros operaciones establecidos,
por lo que estos constituyen variables criticas de los procesos fermentativos y
deben establecerse valores o intervalos 6ptimos para el proceso. Entre estas
variables se encuentran: la temperatura ©° 79, el pH "y la osmolaridad 2, Ia

densidad de oxigeno disuelto ®, la agitacion del cultivo “*7®, entre otras.

1.4 Sistemas de produccion In Vitro.

El biorreactor esta definido como un sistema cerrado en el cual se desarrollan
reacciones bioquimicas que involucran sistemas biologicos " (en este caso
células animales). Durante el proceso de biocatdlisis se obtiene el producto
deseado, el cual generalmente es biomasa o una proteina expresada. El papel
primario del biorreactor es contener el proceso de produccion de biomasa y

proteinas 9.

El disefio y seleccion de biorreactores para células animales esta influenciado por
las caracteristicas especificas de la linea celular, los servicios ingenieros con que

se cuenta, asi como los aspectos econémicos y regulatorios ©°.

El tipo y configuracion del biorreactor influye notablemente en los resultados del
cultivo, el cual generalmente persigue obtener altas concentraciones de células y

productos como resultado de la eficiencia del proceso ('®.

Existe una amplia variedad de disefios de biorreactores empleados en el cultivo de

células de mamiferos 9. Atendiendo a las exigencias en la investigacion,
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desarrollo y produccién estos disefios pueden estar sujetos a diversos criterios de

clasificacion.

Esta variedad de disefios se refleja en el nivel de complejidad, pudiendo
encontrarse biorreactores con elevado nivel de automatizacion e instrumentacion
en sus controles mientras otros requieren de equipamiento externo para los
controles mas basicos, como es el caso de incubadoras para la temperatura o
zarandas y bases para la agitacion®; la escala de produccién varia desde unos
pocos mililitros hasta los miles de litros®! 82, llegando a la escala de kilogramos de
producto recombinante®:; los materiales de fabricacion varian desde los
tradicionales acero y cristal hasta los mas recientes de plastico que han dado
origen a la industria biotecnolégica de biorreactores desechables®?. Los
biorreactores también pueden dividirse en homogéneos, en los cuales las células
se encuentran distribuidas uniformemente en el cultivo bajo la accion de los
mecanismos de agitacion, y heterogéneos, en los que las células se encuentran
retenidas ya sea por anclaje a un soporte o por confinamiento dentro de una
estructura cuyos bordes permiten el intercambio de sustancias y energia con la
fase movil del sistema ©®®. Los biorreactores homogéneos en general soportan
cultivos con concentraciones de células y productos relativamente bajas debido a
las dificultades para suministrar el oxigeno y la agitacion requeridos a altas
densidades celulares sin provocar dafios al cultivo por las fuerzas de cizalla y la
formaciébn de espuma. Entre sus principales ventajas estan los afios de
experiencia en el uso de reactores convencionales (tales como el tanque agitado
(Figura 5)), disponibilidad del “know-how” en disefio y operaciones estériles,
buena transferencia de masa, mezclado homogéneo, la facilidad para la toma de
muestras representativas y para la determinacion de la concentracion celular en el

cultivo y el alto potencial de escalado volumétrico ©©.

Entre los biorreactores heterogéneos estan el biorreactor de lecho empacado
(Figura 6) ®”y el biorreactor de fibra hueca ®® 8(Figura 7). Considerando una
densidad celular méxima tedrica de 5 x 10° células/mL, a 1 litro de cultivo de alta

densidad le corresponden 50 L de cultivo en suspensién a 1 x 10’ células/mL.
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Entre sus ventajas estan las altas densidades celulares y de producto, la baja
demanda de suero como suplemento en caso de necesitarse, estabilidad del
cultivo a largo plazo, facil manipulacién y bajo costo. Entre sus principales
desventajas estan un limitado escalado, problemas con la transferencia de masa
(gradientes de concentracion), dificultad para determinar la concentracion celular,

y riesgos de dafios al producto por la actividad proteolitica ©°.

Entre los sistemas de fermentacion heterogéneos se encuentra el biorreactor
CELLine (Figura 8). Este esta constituido por una unidad desechable con un
disefio simple de tipo frasco de cultivo que contiene dos camaras separadas por
una membrana de didlisis que permite el paso de moléculas menores de 10 kD, el
cual no requiere aditamentos especiales excepto una incubadora para el control
de la temperatura. El biorreactor CELLine permite obtener densidades celulares en
el orden de 10’ células/mL y concentraciones en el orden de los miligramos de
anticuerpo/mL en dependencia de la productividad de la linea celular. Sin
embargo, el volumen de produccion queda limitado por la pequefia capacidad de
su camara de cultivo, y su utilidad queda restringida a la produccién a escala de
laboratorio, donde se requieran modestos lotes de producto para experimentos de
evaluacion y seleccion de cultivos de alta densidad celular, asi como la obtencién

de cantidades discretas de un producto bajo investigacion ©° %9,

Modos de cultivo.

Los modos de operacion clasicos: cultivo por lote, cultivo por lote alimentado y
cultivo continuo también se emplean en los procesos que utilizan células animales.
A estos modos se afiade el cultivo continuo con retencion de biomasa, el cual
busca incrementar los rendimientos productivos con células de mamiferos ©?
(Figura 9).

En el cultivo por lote o cultivo en “batch” las células son inoculadas en el
biorreactor, donde crecen hasta alcanzar una concentracion deseada de productos

o células, y entonces son cosechados. En este modo de cultivo no hay flujo de
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entrada ni de salida, solo el oxigeno es suministrado de forma continua debido a
su baja solubilidad en el medio acuoso ®®. El modo de cultivo batch se caracteriza
por alcanzar concentraciones celulares relativamente bajas, generalmente por
debajo de 5 x 10° células/mL, la concentracién de producto puede alcanzar hasta
los 200 mg/L aunque generalmente esta por debajo de los 100 mg/L, posee baja
demanda de control de procesos, la concentracidén de nutrientes y de productos de

desecho se mantiene en constante cambio durante todo el proceso ¢’ %%,

En el cultivo por lote alimentado o “fed-batch”, las células son inoculadas y el
cultivo se mantiene en modo “batch” hasta alcanzar una concentracion celular
especifica. Entonces se adicionan nutrientes claves o limitantes concentrados en
volumenes relativamente pequefios durante el proceso de fermentacién para
mantener la suficiencia de los mismos hasta que todo el cultivo es cosechado al
final ®®. Este modo de operacion se caracteriza por tener un tiempo de residencia
de células y producto mas largo que en modo “batch”. Igualmente la concentracién
celular y la fase de cultivo estacionaria suelen ser notablemente superiores.
Ambos aspectos repercuten en un incremento de la productividad volumétrica del
cultivo, no obstante hay que sefialar que el producto que se va acumulando en el
proceso permanece expuesto un mayor tiempo a la accién proteolitica generadas

por las células muertas ©®.

En el modo de operacion continuo el cultivo comienza en batch hasta alcanzar una
densidad celular determinada. A partir de este punto se afade medio
permanentemente hacia el biorreactor y simultdneamente se retira suspension
celular con producto. Los flujos de entrada y salida se ajustan a una misma
velocidad ©”. Esta velocidad de recambio, (o velocidad de dilucién) puede ser
variada en el rango que oscila entre cero (batch) hasta la velocidad especifica
maxima de crecimiento de las células. EI modo de cultivo continuo permite
mantener condiciones de cultivo relativamente constantes (estado estacionario) e
incrementa la productividad total al poseer un tiempo de fermentacion mas largo

que los modos “batch” y “fed-batch” 9.
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Una variante al recambio continuo de volumen es el cultivo semicontinuo, en el
que el cambio de volumen se realiza de manera intermitente, en una extension
semejante al recambio en modo continuo para el mismo intervalo de tiempo ©9. El
suministro de medio y la cosecha se realizan en periodos de tiempo tales que la
variacion de la concentracién de las sustancias claves no sufran cambios que
comprometan al cultivo, lograndose una estabilidad relativa con fluctuaciones

peridicas del cultivo %11,

El cultivo continuo con retencién de biomasa o cultivo en perfusion es semejante al
modo continuo, pero se diferencia de este porque al cosechar las células se

mantienen dentro del fermentador mediante un dispositivo de retencién celular

(192 La perfusién es frecuentemente empleada para aumentar la baja

productividad inherente a los procesos productivos basados en células de

(103)

mamiferos El modo de cultivo en perfusion permite mantener altas

concentraciones celulares durante largos periodos de tiempo y cosechar una

mayor cantidad de producto que en los otros modos de cultivo %% %)

, por lo que
es recomendable para escalados productivos en el orden de los kilogramos de
productos por afio. Las principales desventajas son las mismas observadas en los

cultivos continuos, con una demanda de control de procesos aun superior %9,
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2 MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevdo a cabo en las instalaciones correspondientes a los
laboratorios de Expansiones Celulares y de Servicios Analiticos de LABEX, y en

los laboratorios de Servicios Analiticos del CIM.
2.1. Hibridoma.

La linea celular de trabajo fue el Hibridoma Anti-B, derivado del clon C6G4 %7, E|
Hibridoma Anti-B es el producto de la fusion de células del mieloma murino
P3/X63.Ag8.653 con linfocitos del bazo de ratones balb/c previamente
inmunizados con el antigeno B sintético. El producto de secrecion es una
inmunoglobulina murina del tipo IgG2b, la cual reconoce especificamente al
antigeno B en la superficie celular de los eritrocitos humanos, desencadenando la

aglutinacion de los mismos.

2.2. Medios de cultivo.

Se emplearon cuatro medios de cultivo: medio RPMI 1640, medio PFHM I, medio
MyeloCIM y medio HybriCIM.

2.2.1. Preparacion medios de cultivo.

RPMI 1640 (Gibco™, Invitrogen): Formulacién basal desarrollada en la década
de los anos 60 del siglo pasado para el cultivo de leucocitos normales y
neoplasicos. La formulacion mostrada es la vigente en LABEX para la expansion
celular de hibridomas durante el proceso de preparacion de inoculos para la
produccion de LAM en ratones balb/c*®®: RPMI 1640 en polvo (10,34 g/L),
Bicarbonato de Sodio (2,00 g/L), Piruvato de Sodio (0,11 g/L), L-Glutamina (0,30
g/L), 2-Mercaptoetanol (0,01 mL/L), Hepes (4,30 g/L), Suero Fetal Bovino (80
mL/L).
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PFHM Il (Gibco™, Invitrogen): Esta formulacién libre de proteinas fue disefiada y
optimizada para el crecimiento libre de suero de hibridomas y la produccién de
anticuerpos monoclonales. La misma se tomo en cuenta como posible alternativa
para el futuro desarrollo de un proceso de produccién del anticuerpo monoclonal
por fermentacion empleando el Hibridoma Anti-B. Para la ejecucion del trabajo
experimental el medio fue preparado y suplementado como sigue: PFHM Il en
polvo (15,01 g/L), Bicarbonato de Sodio (2,00 g/L), L-Glutamina (0,30 g/L),
Pluronic F-68 (1,00 g/L).

MyeloCIM (CIM, Cuba): Formulacién libre de proteinas quimicamente
definida, desarrollada por el Departamento de Investigacion y Desarrollo del
CIM como alternativa de uso de PFHM Il. Para la ejecucion del trabajo
experimental el medio fue preparado y suplementado como sigue: MyeloCIM
en polvo (12,18 g/L), Bicarbonato de Sodio (2,20 g/L), Citrato férrico (0,025 g/L), L-
Glutamina (0,30 g/L), 2-Mercaptoetanol (0,0039 g/L), Hepes (2,50 g/L), Pluronic F-
68 (1,00 g/L).

HybriCIM (CIM, Cuba): Formulacién libre de proteinas quimicamente definida,
desarrollada por el Departamento de Investigacién y Desarrollo del CIM como
alternativa de uso de PFHM Il. Para la ejecucion del trabajo experimental el
medio fue preparado y suplementado como sigue: HybriCIM en polvo (14,20

g/L), Bicarbonato de Sodio (2,00 g/L), L-Glutamina (0,30 g/L), Pluronic F-68 (1,00
g/L).

Los medios fueron esterilizados mediante filtracién por dos membranas de acetato
de celulosa con porosidad de 0,45 um y 0,20 um inmediatamente después de ser
preparados. Posteriormente los medios fueron sometidos a una cuarentena
mediante incubacién a 37°C durante 48 horas y finalmente se almacenaron a 5 +

3°C para su uso durante un periodo maximo de 60 dias.
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2.3 Condiciones de cultivo.

Los cultivos fueron incubados a 37°C en atmosfera humeda con CO; al 5%. La
expansion de los cultivos y la primera etapa de la adaptacion se realiz6 en frascos
estandar para cultivo celular en suspension CELLSTAR® (Greiner Bio-One,
Alemania) de 50 mL y de 650 mL %9,

2.4 Adaptacion a medios libres de suero.

El Hibridoma Anti-B en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al
8% fue adaptado a los medios libres de suero empleando el método de adaptacion
secuencial. La presencia del medio suplementado se fue disminuyendo en un 25%
cada vez que el cultivo alcanzé alta confluencia y las células mostraron morfologia
tipica al ser observadas a 200 aumentos en un microscopio 6ptico invertido
Eclipse TS100 (Nikon, Japon).

Una vez que las células alcanzaron alta confluencia en medio libre de suero el
cultivo se pas6 a frascos agitados con impelente magnético para completar la

adaptacion tomandose en cuenta los criterios siguientes:

v El cultivo alcanza concentracién de células vivas superior a 1 x 10° células/mL.

v El cultivo alcanza viabilidad celular superior al 90%.

v El sobrenadante de cultivo obtenido al sembrar las células a una
concentracion de 2 x 10° células/mL e incubar durante siete dias muestra una
intensidad de aglutinacion directa en laminas = 3+ frente a hematies humanos

pertenecientes a los grupos B y A;B segun Sistema de Clasificacion ABO.

Al cumplirse los criterios de adaptacién las células fueron congeladas y

preservadas en nitrogeno liquido para su posterior empleo en la investigacion.
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2.5 Determinacion del numero de generaciones transcurridas.

El nimero de generaciones celulares transcurridas en un intervalo de tiempo dado

se determin6 empleando la siguiente formula:

N—Tt
g_TD

Donde:

Ng: nimero de generaciones.

Ti: tiempo de duracion del cultivo.
Tp: tiempo de duplicacion.

2.6 Caracterizacion del Hibridoma C6G4 en cultivos de baja densidad.

Para la caracterizacion cinética del Hibridoma Anti-B en cultivos de baja densidad
se empled el frasco agitado por impelente magnético (frasco spinner) como
sistema modelo del biorreactor del tipo tanque agitado. Los ensayos se realizaron
en modo de cultivo discontinuo y se ejecutaron de igual manera para los medios
de cultivo propuestos. Se utilizaron tres frascos spinner de 1000 mL de capacidad,
empleando un volumen de trabajo de 500 mL de cultivo celular por frasco con una
concentracion celular inicial de 2,5 x 10° células/mL y viabilidad celular minima de
90%. En el momento de siembra y cada 24 horas se tomd una muestra del cultivo
de cada frasco para determinar la viabilidad celular y concentracién de células
vivas, muertas y totales. Posteriormente las muestras tomadas fueron
centrifugadas a 1000 rpm durante 1 minuto para colectar el sobrenadante de

cultivo, el cual fue conservado entre 2-8°C hasta su posterior caracterizacion.
2.6.1 Determinacién de la velocidad especifica maxima de crecimiento.
El valor maximo de la velocidad especifica de crecimiento se calculé a partir de un

ajuste lineal de la curva de crecimiento en la fase exponencial. Para el calculo de

la misma se empled la siguiente formula:
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lnXF _lnXO
tr — 1t

Mmax =

Donde:

Mmax.: velocidad especifica de crecimiento méxima.

Xg: concentracion celular en el Ultimo punto de la curva en la fase de crecimiento
exponencial.

Xo: concentracion celular en el primer punto de la curva en la fase de crecimiento
exponencial.

te: tiempo transcurrido en el dltimo punto de la curva en la fase de crecimiento
exponencial.

to: tiempo transcurrido en el primer punto de la curva en la fase de crecimiento
exponencial.

Se asumi6 el valor de la velocidad especifica de crecimiento méaxima del hibridoma
C6G4 en cada medio como la media de las velocidades especificas de crecimiento

maximas determinadas en el cultivo de los tres frascos empleados.

2.6.2 Determinacién de la velocidad especifica de produccion.

La velocidad especifica de produccion se determiné mediante la siguiente formula:

p_ 1 d[IgG]
1 CTv dt

Donde:
gP: Velocidad especifica de produccion.
Tv: Cantidad de células vivas.

[lgG]: Concentracion de IgG.
Se asumi6 el valor de la velocidad especifica de produccion del Hibridoma Anti-B

en cada medio como la media de las velocidades especificas de produccion

determinadas en el cultivo de los tres frascos empleados.
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2.6.3 Determinacion del tiempo de duplicacion.

El tiempo de duplicacion es el tiempo en que la concentracion de células se
duplica, teniendo su menor valor cuando el cultivo se encuentra en fase de
crecimiento exponencial. El tiempo de duplicaciébn se calculé por la siguiente
formula:

In2
td =

Mmax

Donde:

tq: tiempo de duplicacion de las células en fase de crecimiento exponencial.

Mmax. Velocidad especifica de crecimiento maxima.

Se asumié el tiempo de duplicacién del Hibridoma Anti-B en cada medio como la
media de los tiempos de duplicacion determinados en el cultivo de los tres frascos

empleados.
2.7 Caracterizacion del Hibridoma Anti-B en cultivo de alta densidad.

Para la caracterizacion cinética del Hibridoma Anti-B en cultivos de alta densidad
se empleé como sistema modelo el biorreactor CELLine modelo CL1000 (Integra
Biosciences, Suiza). Se desarrollaron dos métodos de fermentacion empleando

los medios de cultivos candidatos, los cuales se describen a continuacion:

Método 1: El biorreactor se inocul6 con 30 millones de células en un volumen de
15mL (2,0 x 10° células viables/mL) de medio de cultivo. Se incubé a 37°C en
atmosfera hiumeda enriquecida con CO; al 5% durante 7 dias, momento en que se

realiz6 la cosecha.

Método 2: El biorreactor se inoculé con 100 millones de células en un volumen de
15 mL (6,7 x 10° células viables/mL) de medio de cultivo. Se incubé a 37°C en
atmaosfera himeda enriquecida con CO; al 5% durante 3 dias, momento en que se

realiz6 la cosecha.
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En cada método se realizaron cinco experimentos fermentativos. En cada
experimento se determind la concentracion celular, la viabilidad del cultivo, el
volumen de cosecha, concentracion de anticuerpo y actividad biol6gica del
sobrenadante. Las mediciones celulares se realizaron en el momento de la
cosecha. Se asumio el valor de cada variable medida como la media de los

valores obtenidos en los cinco experimentos fermentativos realizados.
2.8 Concentracién de sobrenadantes de cultivo.

La concentracién de los anticuerpos en sobrenadante de cultivo se llevo a cabo
mediante filtracibn en concentradores de centrifuga Vivaspin 2 (Sartorius,
Alemania). Se aplicaron 2mL de sobrenadante en el concentrador, se centrifugé a
1500 r.p.m y 4°C durante varios periodos de 5 minutos hasta que el volumen se
redujo a la mitad de su valor inicial. Los concentrados fueron conservados a 4°C

durante un tiempo no mayor a 7 dias hasta su caracterizacion.

2.9 Técnicas analiticas.
2.9.1 Determinacion de la viabilidad y la concentracién celular.

El célculo de la concentracion celular y de la viabilidad del cultivo se realizé
mediante conteo en camara de Neubauer, aplicando el método de exclusion con el
colorante Tripan azul al 0,4%“*?. Se mezclaron 100 uL de suspension celular con
100 pL de Tripan azul al 0,4% y la mezcla se depositd en la camara de Neubauer.
Se observé al microscopio Optico y se contaron y sumaron por separado la
cantidad de células vivas, muertas y totales de los cuatro cuadrantes de la

camara.

La concentracién celular se determiné a partir de la siguiente ecuacion:
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X =S +n X Fy; X 10° células/mL

Donde:

X: Concentracion de las células vivas, muertas o totales segun el caso a
determinar (células/mL).

S: Suma de la cantidad de células vivas, muertas o totales segun el caso a
determinar.

n: Nimero de cuadrantes de la Camara de Neubauer .

Fqii: Factor de dilucion de la muestra en Tripan azul al 0,4%. Es el inverso de la

dilucién.
La viabilidad del cultivo se determindé mediante la siguiente ecuacion:

Sv
Viab = — x100%
St

Donde:
Viab: viabilidad del cultivo (%)
Sv: suma de la cantidad de células vivas de los cuatro cuadrantes.

St: suma de la cantidad de células totales de los cuatro cuadrantes.

2.9.2 Determinacién de la concentracion especifica de IgG.

La concentracion de 1gG en los sobrenadantes de cultivo se determiné mediante la
técnica ELISA tipo sandwich V. Se recubrieron placas para ELISA aplicando un
reactivo policlonal anti-lgG de ratén (molécula completa) producido en carnero, y
las placas se incubaron 2 horas a 37°C. Se lavaron los pozos tres veces con
solucion de lavado Tampon fosfato salino (PBS) -Tween 20 al 0,05% en un
lavador de placas automatico Wellwash 4 MK 2 (Thermo electron corporation,
China). Se aplicaron las muestras en dos diluciones (1:500-1:1000 para las
muestras menos concentradas y 1:1000-1:2000 para las mas concentradas) por
triplicado cada dilucion. Las diluciones se realizaron en solucion de lavado -BSA

0,25%. Se incubaron las placas a 37°C durante 1 hora. Se lavaron los pozos tres
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veces con solucion de lavado y se aplicé un reactivo anti-lgG de raton (fraccion
Fab) producido en carnero conjugado con Peroxidasa de rabano picante. Se
incub6 a 37°C durante 1 hora. Los pozos se lavaron tres veces con solucion de
lavado (250 pL/pozo) y se aplico solucion sustrato (2 mg de OPD-5 mL de Tampon
Citrato-Fosfato pH 5-10 yL de Perdxido de hidrégeno al 37%) y se incubd a 25°C
durante 30 minutos. Se detuvo la reaccion afiadiendo Acido Sulftrico al 10%, y se
ley6 la absorbancia a 490 nm en un lector de placas DIAREADER UV ELx800
(DIALAB, Austria). Para determinar la concentracién de cada muestra, los valores

fueron extrapolados en una curva patrén de IgG murina.

2.9.3 Caracterizacion de los sobrenadantes por técnicas hematologicas.

A los sobrenadantes de cultivo obtenido de la cinética de crecimiento y las
cosechas de biorreactor CELLine se le determiné especificidad de reconocimiento,
potencia, avidez e intensidad mediante técnica de hemaglutinacién directa®*?. La
técnica se ejecutd en laminas para la determinacién de la avidez y la intensidad, y
en tubos para la determinacién de la potencia. Como referencia se emple6 un

reactivo Anti-B monoclonal (CENTIS Diagnésticos®).

La aglutinacion se ley6 siguiendo escala de 1+ hasta 4+ segun se describe a

continuacion:

4+: Aglutinacion total de los eritrocitos en un solo cumulo grande en un fondo
claro.

3+: Dos o tres aglutinados grandes en un fondo claro.

2+: Aglutinados pequenios, de igual tamafio, en un fondo rojo.

1+: Aglutinados muy pequefos, pero definidos, en un fondo rojo.

+: Pequefios aglutinados no definidos, que pueden resultar dudosos. Esta reaccién
se considera negativa.

0: No aglutinacion.
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Determinacion de Potencia:

Se utilizaron 3 muestras de células de hematies AB, 2 muestras de B, 2 muestras
de Ay 2 muestras de O. Todas las muestras se lavaron tres veces con solucion
salina fisiolégica por 10 minutos a 1500 r.p.m. Se prepard una suspension al 2%
de hematies en solucién salina fisioldgica. Luego se procedi6 a realizar diluciones
dobles seriadas de las muestras en tampon fosfato pH 7,5 y se mezclaron 100 pL
de cada dilucion con 100 uL de suspension de eritrocitos al 2%, se homogenizo y
se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente, se centrifugé a 1000 r.p.m.

durante 1 minuto a temperatura ambiente y se realiz6 la lectura de la aglutinacion.

Determinacion de avidez e intensidad:

Se prepard previamente una suspension al 40% de hematies en solucién salina
fisiolégica. Se enfrentaron en una lamina 50 uL de sobrenadante de cultivo con 50
ML de la suspensidon de hematies, mezclando con ayuda de un aplicador. Se midio
el tiempo desde que se comenzé a mezclar hasta que aparecieron los aglutinados

segun inspeccion visual.

2.10 Procesamiento Estadistico

Los resultados de las mediciones de concentracion celular y la concentracion de
producto, los calculos de las velocidades especificas maximas de crecimiento y de
produccion, asi como los gréficos de los ensayos de cultivo a baja y a alta
densidad celular en los diferentes medios de cultivo fueron registrados y
procesados en el programa Microsoft Excel 2010 del paquete informatico Microsoft
Office 2010.

Se realizaron andlisis de varianza de clasificacion simple con posteriores
comparaciones multiples por la prueba de Tukey (p< 0,05) para comparar los
resultados obtenidos segun la variable estudiada en los diferentes medios de

cultivo. Los resultados fueron registrados en graficos de comparacion de medias
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y desviacion estandar. El procesamiento estadistico se realizé empleando el
programa SPSS 11.5 para Windows, en una computadora Intel ® Core ™ 2Duo

con ambiente Microsoft Windows XP SP3.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Adaptacion del hibridoma C6G4a medios libres de suero.

El hibridoma C6G4 fue adaptado a tres medios libres de suero como candidatos
alternativos al medio tradicional RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino
al 8% (viv).

En los tres casos se aplico el método de adaptacion secuencial publicado en el
manual de uso del medio PFHM Il. Se comenzé por la descongelacién y
expansion celular en el medio RPMI 1640 suplementado con suero, Yy
seguidamente se realizaron cambios graduales de la combinacién del medio de
partida y del medio libre de suero presentes en el cultivo, hasta concluir con el

cultivo en un 100% del medio libre de suero.

Adaptacion del hibridoma C6G4 a medio PFHM lI

El proceso de adaptacion del hibridoma C6G4 al medio PFHM 11 tuvo una duracion
total de 53 dias, periodo en el que se estima transcurrieron 73 generaciones. La
duracion de las diferentes etapas del proceso de adaptacién y las combinaciones
de medio de cultivo aplicadas en cada etapa se comport6 de la siguiente manera:

Cultivo estacionario 100% RPMI 1640 con 0% PFHM II: 6 dias
Cultivo estacionario 75% RPMI 1640 con 25% PFHM II: 3 dias
Cultivo estacionario 50% RPMI 1640 con 50% PFHM II: 4 dias
Cultivo estacionario 25% RPMI 1640 con 75% PFHM II: 13 dias
Cultivo estacionario 0% RPMI 1640 con 100% PFHM II: 17 dias
Cultivo agitado 100% PFHM II: 10 dias

*® & & o oo o

Durante los primeros 26 dias del proceso de adaptacion (desde la descongelacion
hasta el momento en que se empled la combinacion de un 25% de RPMI 1640 —
75% de PFHM II) el cultivo mostré una rapidez en el cambio de coloracidon hacia el
amarillo superior a la observada en el cultivo tradicional en RPMI 1640. Ello es

atribuible al hecho de comenzar con una concentracién celular de siembra
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superior, 0 que trae consigo una tasa de transformacién del medio superior. La
siembra inicial a una mayor concentracion también fue la causa de que se
alcanzaran altas densidades celulares en periodos més cortos (en uno o dos dias)
qgue en el cultivo tradicional, donde los pases de cultivo se realizan cada tres dias.
Durante estas cuatro primeras etapas no se observaron practicamente células
muertas en el cultivo. Cuando se eliminé el medio RPMI 1640 del cultivo,
quedando las células en PFHM Il al 100%, no se observaron cambios durante los
primeros tres pases. Posteriormente se aprecid0 una disminucion tanto en la
velocidad de incremento de la densidad celular como en la del cambio de
coloracion del cultivo, por lo que los intervalos entre cada pase fueron de tres a
cinco dias. Durante esta etapa también se observé un incremento en la cantidad
de células muertas en suspension, mientras la gran mayoria de las células viables
gue estaban adheridas al fondo del frasco de cultivo comenzaron a desprenderse.
Estas células en suspension se transfirieron a nuevos frascos y desde entonces
quedd eliminada la adherencia de las mismas a los frascos. Las células en cultivo
estacionario siempre mostraron una viabilidad celular inferior a 80%, situacién que
se contrarrestdé al pasar a cultivo agitado en frascos spinner. El periodo de
adaptacién concluyé cuando el cultivo alcanzé una concentracién de 1,52 x 10°

células vivas/ mL con una viabilidad de 93%.

A continuacion, se sembraron células adaptadas en tres pozos de una placa de
cultivo de 24 pozos a una concentracion de 2 x 10° células/mL en cada pozo y se
colectdé el sobrenadante de cultivo después de siete dias de incubacion. Al
sobrenadante obtenido mostré una concentracién de IgG de 55,7 mg/L, mientras
las pruebas de actividad biolégica evidenciaron una intensidad de 4+ frente a

hematies del grupo sanguineo B y 3+ frente a hematies del grupo sanguineo A;B.

Adaptacién del hibridoma C6G4 a medio MyeloCIM

El hibridoma C6G4 fue adaptado al medio MyeloCIM en un periodo de 49 dias,

estimandose 61 generaciones transcurridas durante el proceso de adaptacion. La
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duracién de las etapas del periodo de adaptacion asi como las combinaciones de

medio de cultivo aplicadas en cada etapa mostro el siguiente comportamiento:

Cultivo estacionario 100% RPMI 1640 con 0% MyeloCIM: 6 dias
Cultivo estacionario 75% RPMI 1640 con 25% MyeloCIM: 4 dias
Cultivo estacionario 50% RPMI 1640 con 50% MyeloCIM: 4 dias
Cultivo estacionario 25% RPMI 1640 con 75% MyeloCIM: 10 dias
Cultivo estacionario 0% RPMI 1640 con 100% MyeloCIM: 10 dias
Cultivo agitado 100% MyeloCIM: 15 dias

*® & & o oo o

Durante el proceso de adaptacion el cultivo mostr6 un patrébn semejante al
observado en el caso de la adaptacion al PFHM II. Al igual que en el caso
anterior, no hubo cambios notables hasta que el cultivo estuvo en MyeloCIM al
100%, observandose igualmente un aumento en la cantidad de células muertas en
suspension. La viabilidad celular se increment6 al final mediante pases en cultivo
agitado en frascos spinner, alcanzando una concentracion de 1,33 x 10° células
vivas/ mL y una viabilidad de 96%.

La concentracion de IgG en el sobrenadante obtenido a partir de la placa de
cultivo fue de 39,1 mg/L. La intensidad fue de 4+ frente a hematies del grupo

sanguineo B y de 3+ frente a hematies del grupo sanguineo A;B.

Adaptacién del hibridoma C6G4 a medio HybriCIM.

El hibridoma C6G4 fue adaptado al medio HybriCIM en un periodo de 62 dias, en
el que se estima transcurrieron 59 generaciones. La duracion de las diferentes
etapas del periodo de adaptacion y las combinaciones de medio de cultivo
aplicadas en cada intervalo se comporto del siguiente modo:

Cultivo estacionario 100% RPMI 1640 con 0% HybriCIM: 6 dias
Cultivo estacionario 75% RPMI 1640 con 25% HybriCIM: 6 dias
Cultivo estacionario 50% RPMI 1640 con 50% HybriCIM: 6 dias
Cultivo estacionario 25% RPMI 1640 con 75% HybriCIM: 12 dias

* & o o
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¢ Cultivo estacionario 0% RPMI 1640 con 100% HybriCIM: 15 dias
¢ Cultivo agitado 100% HybriCIM: 17 dias

El patron de comportamiento del hibridoma C6G4 durante la adaptacion al medio
HybriCIM se caracterizé por una tasa de incremento en la densidad celular y de
cambio de coloracion del cultivo inferior a los dos casos anteriores. En los demas
aspectos no se observaron diferencias notables. Fue necesario un nimero mayor
de pases de cultivo en HybriCIM al 100% para que el mismo alcanzara una
concentracion de células viables superior al millén de células por mililitro. Al final
de la adaptacion el cultivo alcanzé una concentracién de 1,02 x 10° células vivas/
mL y una viabilidad de 92%. El sobrenadante colectado de la placa de 24 pozos
mostré una concentracion de 28,7 mg/L de 1gG, una intensidad de 4+ frente a
hematies del grupo sanguineo B y 3+ frente a hematies del grupo sanguineo A;B.
Los resultados de la adaptacion del hibridoma C6G4 a los medios libres de suero

aparecen resumidos en la Tabla 1.

La adaptacion de células de mamifero a medios libres de suero tiene el incentivo
econémico de la reducciéon de costos ¥. La disminucién o eliminacién de
proteinas no deseadas en el caldo de cultivo simplifica el posterior procesamiento
de la materia prima ¥ y elimina riesgos a la salud provocados por agentes

infecciosos presentes en el suero animal 517,

El método de adaptacion
secuencial o de reduccién de suero es el mas popular ya que reduce el nivel de
dafio a los cultivos durante la adaptacion en comparaciéon con el método directo

(18) | a adaptacion a medios libres de suero y quimicamente definidos se ha

establecido dentro de las buenas préacticas de cultivo celular 9.

El periodo total de adaptacion del hibridoma C6G4 al medio libre de suero para los
tres medios evaluados estuvo entre los 49 y 62 dias. Otros trabajos reportan un
periodo de adaptacion de lineas celulares e hibridomas a la ausencia de suero de
hasta siete semanas, y otras dos a siete semanas mas para adaptar las células al
cultivo en suspension. Los periodos de adaptacion medidos en este caso fueron

inferiores o similares a estos resultados 2% *2Y_ | a primera parte de la adaptacion
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no suele ser problematica ya que el cultivo todavia contiene cantidades
significativas de suero. Los cambios en el cultivo se comenzaron a observar a
concentraciones de suero por debajo de los 2,5%, lo que ha sido reportado por
otros investigadores ??. La disminucién de la velocidad de crecimiento durante la
adaptacion, especificamente por debajo de 2,5% de suero y en ausencia total de
éste, también ha sido descrita en trabajos anteriores. Al eliminar la presencia de
suero en el cultivo durante la adaptacion, las células quedan privadas de las
hormonas y factores de crecimiento con efectos pro-mitéticos presentes en el
mismo. Este es el periodo mas drastico para las células, las que se vuelven muy
sensibles a procedimientos comunes de cultivo celular, tales como
centrifugaciones y aplicaciones de enzimas como la tripsina. Muchas células no
son capaces de tolerar el cambio y mueren ‘%2, Durante el periodo critico de la
adaptacion las células deben eliminar la dependencia de los factores del suero,
enfocandose méas en los factores autocrinos, proceso que ocurre mediante un
reordenamiento de los receptores de membrana ?®. Estos cambios pueden
involucrar modificaciones en las respuestas de las células a las citocinas
presentes en el cultivo. Fukumoto y Tanaka han referido que lineas celulares
hibridomas mdadridas cambiaron en la respuesta a la interleucina IL-6 durante la
adaptacion a medio libre de suero, pasando de un efecto pro-mitético a uno anti-
mitético mediante la modificacion de la via de internalizacion de la sefal
JAK/STAT3®?4 129 En general, el proceso de adaptacion tuvo cambios positivos
en la concentracion de IgG secretada. La concentracion de IgG en PFHM Il y en
MyeloCIM fue notablemente superior al medio de referencia RPMI 1640
suplementado con suero. En el caso del medio HybriCIM el resultado fue
semejante al medio control. Tampoco la especificidad de reconocimiento y el
efecto aglutinante del anticuerpo resultaron afectados por la adaptacion, el cual ha
mostrado una mayor afectacion sobre los patrones de glicosilacion de las

proteinas secretadas 9.
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3.2 Evaluacién del hibridoma C6G4 en cultivo de baja densidad celular.

La evaluacion del hibridoma C6G4 en el cultivo de baja densidad celular se llevo a
cabo mediante la caracterizacion del crecimiento y la productividad del hibridoma
en el medio tradicional RPMI 1640 y los tres medios libres de suero a los que fue
adaptado (PFHM 1l MyeloCIM e HybriCIM). Para la caracterizacion del
crecimiento se registraron en intervalos de 24 horas la viabilidad celular y la
concentracion celular. Ello que permitio definir las fases de la curva de crecimiento
del cultivo bajos las condiciones prefijadas y calcular la velocidad especifica de
crecimiento maxima, con cuyo valor se determind posteriormente el tiempo de
duplicacién del cultivo en fase de crecimiento exponencial y el numero de
generaciones transcurridas durante el periodo de adaptacién para los tres medios
libres de suero. Al mismo tiempo, se pudo determinar la concentracion de
anticuerpo en el sobrenadante de cultivo con muestras tomadas a intervalos de 24
horas. Con el valor de concentracidén de IgG se calculé la velocidad especifica de
produccién en los diferentes intervalos de muestreo, lo que permiti6 analizar la

relacion entre crecimiento y la productividad en cada caso.

Evaluacion en medio RPMI 1640

La caracterizacion del hibridoma C6G4 en medio RPMI 1640 (Figura 10) tuvo una
duracion de 10 dias (240 horas), momento en que la viabilidad del cultivo cayé por
debajo del 20%. Los valores de las distintas variables medidas durante el ensayo
cinético se muestran en la Tabla 2. Durante las primeras 24 horas se observé un
incremento en la concentracion celular por lo que no se registr6 una fase de
latencia en estas condiciones. Posteriormente el cultivo entr6 en fase de
crecimiento exponencial hasta las 72 horas, momento en que se registraron los
valores maximos de concentracion de células viables y totales del experimento:
1,51 x 10° células/mL y 1,57 x 10° células/mL respectivamente. Estos valores
permitieron calcular una velocidad especifica de crecimiento méaxima de 0,028 h*
y un tiempo de duplicacion de 24,76 horas en la fase de crecimiento exponencial.
La viabilidad celular se mantuvo sobre el 90% durante esta etapa, alcanzando su

valor méaximo de 98%, mientras la concentracion de células muertas estuvo en los
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valores minimos del experimento. Desde la siembra hasta las 72 horas se
registraron aumentos de la concentracion de IgG en el sobrenadante de cultivo,
alcanzando 13,83 pg/mL al final de la fase de crecimiento exponencial. Durante
esta etapa se registro el valor maximo en la velocidad especifica de produccion de
IgG de todo el experimento, el cual fue de 5,11 x 10 pg/célula.h, por lo que los
valores de las velocidades especificas de crecimiento y de produccion coincidieron
en la fase de crecimiento exponencial. Para esta etapa no se registro aglutinacion
frente a hematies del grupo B y para A;B presentd una potencia de 2. A partir de
las 72 horas, la concentracion de células vivas comenzé a disminuir gradual e
irreversiblemente hasta el final del experimento. No se registré fase de meseta
posterior a la fase de crecimiento exponencial. La concentracion de células viables
cayO paulatina e irreversiblemente hasta el final del experimento, mientras la
concentracion de células totales también mostré valores inferiores con algunos
incrementos relativos justificados por el aumento de la concentracion de células
muertas. La concentracion de células muertas aumenté sostenidamente hasta el
final con un valor maximo de 0,97 x 10° células/mL. La concentracién de 1gG
aumentd hasta las 240 horas, alcanzando al final una concentracion de 32,55
png/mL, pero a una velocidad inferior a la registrada en la fase de crecimiento
exponencial. Con los incrementos en la concentracion de 1gG en esta fase final
también aumento la actividad biolégica, rindiendo a las 144 horas una potencia de
2 frente a los hematies del grupo B y de 4 frente a los del grupo A;B. A las
168horas la potencia se incrementé hasta 4 para los hematies del grupo B y estos
valores se mantuvieron constantes hasta el final del experimento. No mostro

aglutinacion frente a hematies del grupo A.

Evaluacion en medio PFHM Il

La caracterizacion cinética del hibridoma C6G4 en medio PFHM Il (Figura 11)
tuvo una duracion de 11 dias. Los valores de las distintas variables medidas
durante el ensayo cinético se muestran en la Tabla 3. En las primeras 24 horas se
observd una fase de latencia practicamente sin crecimiento del cultivo.

Posteriormente el cultivo entré en la fase de crecimiento exponencial hasta las 72
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horas. En esta etapa el cultivo alcanzo la concentracion celular maxima (1,64 x
10° células viables/mL y 1,80 x 10° células totales/mL) y una viabilidad celular
méxima de 95%. Igualmente se registré la velocidad especifica de crecimiento
méxima de 0,040 h, lo que corresponde a un tiempo de duplicacién de 17,31
horas. Hasta el final de la fase de crecimiento exponencial, la concentracion de
IgG aumento sostenidamente hasta los 26,50 pg/mL, alcanzandose en esta etapa
una velocidad especifica de produccién maxima de 7,74 x 107 pg/célula.h. El
sobrenadante de cultivo presenté una potencia de 2 frente a hematies del grupo
sanguineo A1B a las 48 horas. A las 72 horas la misma se incremento a 4 frente a
hematies del grupo sanguineo A;B y a 2 frente a hematies del grupo sanguineo B.
Terminada la fase de crecimiento exponencial el cultivo entr6 en la fase de muerte
sin registrarse una fase de meseta entre ambas. En la fase de muerte la
concentracion de IgG alcanz6 su valor maximo de 75,33 pug/mL en la muestra
correspondiente a las 240 horas. Por su parte, la potencia del sobrenadante
aumentd paulatinamente hasta 16 frente a hematies del grupo sanguineo By a 8
frente a hematies del grupo sanguineo A;B. No mostrd aglutinacién frente a

hematies del grupo A.

Evaluacién en medio MyeloCIM

La caracterizacion cinética del hibridoma C6G4 en medio MyeloCIM (Figura 12)
tuvo una duracion de 10 dias. Los valores de las distintas variables medidas
durante el ensayo cinético se muestran en la Tabla 4. Durante las primeras 24
horas se registré una fase de latencia. Posteriormente el cultivo entr6 en la fase de
crecimiento exponencial hasta las 72 horas, registrandose la mayor velocidad
especifica de crecimiento de 0,036 h™, con un tiempo de duplicacién de 19,15
horas. Durante la fase de crecimiento exponencial se alcanz6 la concentracion
maxima de 1,44 x 10° células viables/mL y 1,50 x 10° células totales/mL, con una
viabilidad maxima de 96%. La concentracion de IgG en esta etapa alcanzé un
valor de 14,13 ug/mL y se registro la velocidad especifica de produccion maxima
de 6,07 x 107 pg/célula.h. Al final de la fase de crecimiento exponencial el

sobrenadante de cultivo presentd una potencia de 2 frente a los dos grupos
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sanguineos. No se registro fase de meseta y el cultivo pasé a la fase de muerte
hasta las 240 horas. En esta etapa la concentracion de IgG se incrementd hasta
un valor méximo de 40,22 pg/mL al final del experimento, mientras la potencia del
sobrenadante llegé a 4 frente a los hematies del grupo B y A;B. No mostro

aglutinacion frente a hematies del grupo A.

Evaluacion en medio HybriCIM

La caracterizacion cinética del hibridoma C6G4 en medio HybriCIM (Figura 13)
tuvo una duracion de 10 dias. Los valores de las distintas variables medidas
durante el ensayo cinético se muestran en la Tabla 5. Se observé una fase de
latencia durante las primeras 24 horas. Posteriormente el cultivo entré en la fase
de crecimiento exponencial hasta las 72 horas, alcanzando la viabilidad celular
maxima de 94%, una velocidad especifica de crecimiento maxima de 0,027 h™, un
tiempo de duplicacién de 25,29 horas y una velocidad especifica de produccién de
4,03 x 107 pg/célula.h. La concentracién de células continu6 aumentando hasta
las 96 horas, registrandose una desaceleracion de la velocidad especifica de
crecimiento sin llegar a ser una fase de meseta. En esta etapa el cultivo llego a los
valores maximos de 1,03 x 10° células viables/mL y 1,20 x 10° células totales/mL,
mientras el sobrenadante de cultivo alcanzé una concentracién de IgG de 11,50
png/mL y no mostrdé potencia de aglutinacion frente a hematies del grupo B y 2
frente al grupo A;B.Transcurridas 96 horas el cultivo, entré en fase de muerte, en
la que la concentracion de IgG en el sobrenadante alcanz6 un valor maximo de
28,29 pg/mL a las 240 horas, y el sobrenadante alcanzo una potencia maxima de
4 frente a hematies de los dos grupos sanguineos B y Ai1B. No mostré aglutinacion

frente a hematies del grupo A.

Los ensayos en los diferentes medios coincidieron en tener una fase de
crecimiento exponencial entre las 48 y las 72 horas, mostrando una fase de
adaptacion en las primeras 24 horas, excepto en el medio RPMI 1640; y en que a
partir de las 72 horas los cultivos pasaron a la fase de muerte sin mostrar una
meseta, excepto en el medio HybriCIM gue tuvo una desaceleracion entre las 72 y

las 96 horas. El andlisis estadistico evidencié quela concentracion celular maxima
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en el cultivo en PFHM Il fue superior a los tres restantes, en HybriCIM fue inferior,
mientras que en MyeloCIM y RPMI 1640 tuvieron resultados intermedios sin
diferencias significativas entre ellos (Anexosl y 2). La concentracion maxima de
anticuerpos en PFHM 1l fue el dnico resultado significativamente superior,
mientras que no hubo diferencias entre los otros tres (Anexo 3). En cuanto a la
velocidad especifica de crecimiento maxima, no se observaron diferencias entre
los pares PFHM II-MyeloCIM y RPMI1640-HybriCIM, pero si entre los dos pares,
obteniéndose mejores resultados en el PFHM Il y el MyeloCIM (Anexo 4). La
velocidad especifica de produccion maxima fue superior en PFHM Il sobre los tres
medios restantes, mientras la determinada en MyeloCIM no arrojé diferencias
significativas con RPMI 1640 y fue significativamente superior con respecto al
medio HybriCIM (Anexo 5). En la Tabla 6 se muestran los valores de las cinéticas
especificas de crecimiento y produccion de IgG del hibridoma en los cuatro medios

de cultivo utilizados.

En general, las curvas de concentracién celular y de producto obtenidas en todos
los ensayos se correspondieron con los patrones reportados para los cultivos de
hibridomas en modo batch 2”1 | os ensayos de caracterizacién en modo batch
suelen ser utiles en la prediccién del comportamiento cinético de los cultivos para
el escalado, en particular la fase de crecimiento brinda informacion valiosa, aun

cuando el modo de cultivo a utilizar en el escalado sea continuo o perfusion @29,
3.3 Evaluacion del hibridoma C6G4 en cultivo de alta densidad celular.

La evaluacion del hibridoma C6G4 en cultivo de alta densidad celular se realizo
mediante procesos de fermentacion en modo discontinuo en biorreactores
CELLine. Se evaluaron dos métodos de fermentacion para cada medio de cultivo,
los que diferian entre si por la concentracidon celular de siembra y el tiempo de
incubacion transcurrido entre la siembra y la cosecha del biorreactor. A pesar de
las diferencias entre los métodos, en ambos se respetaron las indicaciones

reflejadas en el protocolo general de uso publicado por el fabricante 39,
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3.3.1 Evaluacion en cultivo de alta densidad celular por el método 1.

Para cada medio de cultivo se ejecutaron cinco procesos fermentativos, los que se
caracterizaron por tener una concentracién de siembra de 2,00 x 10° células
viables/mL (30 x 10° células viables) en un volumen de 15 mL y una duracién de 7
dias. La viabilidad del cultivo al inocular el biorreactor fue de 92%. Los resultados
generales obtenidos en los distintos medios de cultivo se muestran en las Figuras
14y 15.

Evaluacién en medio RPMI 1640 por el método 1

En las mediciones realizadas a las cosechas ejecutadas al séptimo dia de cada
proceso fermentativo se registr6 una concentracién de 8,53 x 10° células
viables/mL y 20,77 x 10° células totales/mL, con una viabilidad celular de 41%. El
volumen final de sobrenadante cosechado tuvo un valor de 26,9 mL, con una
concentracion de IgG en el sobrenadante de cultivo de 1,30 mg/mL,
correspondiendo a una masa acumulada de 35,00 mg de IgG. La potencia del
sobrenadante fue de 64 frente a hematies del grupo sanguineo B y 16 frente a
hematies del grupo A;1B. Los resultados obtenidos en cada lote de fermentacién se

muestran en la Tabla 7.

Evaluacién en medio PFHM Il por el método 1

Las cosechas arrojaron una concentracion celular de 9,30 x 10° células viables/mL
y 22,64 x 10° células totales /mL, correspondiéndose con una viabilidad celular de
41%. Se obtuvo un volumen de sobrenadante al final del proceso de 29,4 mL por
cosecha. La concentracion de IgG fue de 2,99 mg/mL, para una masa final de
88,15 mg de anticuerpos por fermentacion. La potencia fue de 256 frente a
hematies del grupo sanguineo B y 128 frente a hematies del grupo A;B. No
mostro aglutinacion frente a hematies del grupo A. Los resultados obtenidos en

cada lote de fermentacién se muestran en la Tabla 8.
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Evaluacion en medio MyeloCIM por el método 1

En los procesos fermentativos en medio MyeloCIM se determind en las cosechas
una concentracion de 8,10 x 10° células viables/mL, 22,50 x 10° células totales
/mL y una viabilidad celular de 36%. Se cosecho un volumen de sobrenadante rico
en anticuerpos de 28,3 mL por fermentacion. Al sobrenadante de cultivo se le
determind una concentracion de 1gG de 1,61 mg/mL y una masa de 46,47 mg de
IgG. La actividad biolégica arrojo una potencia de 128 frente a hematies del grupo
sanguineo By 32 frente a hematies del grupo A;B. No mostré aglutinacion frente a
hematies del grupo A. Los resultados obtenidos en cada lote de fermentacién se

muestran en la Tabla 9.

Evaluacién en medio HybriCIM por el método 1

Las cosechas a partir de los procesos fermentativos en medio HybriCIM arrojaron
una concentracion celular de 5,83 x 10° células viables/mL, 13,53 x 10° células
total /mL y una viabilidad celular de 43%. El volumen de sobrenadante rico en
anticuerpos fue de 25,7 mL por fermentacion, con una concentracion de IgG de
0,82 mg/mL en el sobrenadante y una masa de 21,10 mg por proceso
fermentativo. La actividad biologica resulté en una potencia de 64 frente a
hematies del grupo sanguineo B y 16 frente a hematies del grupo A;B. No mostré
aglutinacion frente a hematies del grupo A. Los resultados obtenidos en cada lote
de fermentacion se muestran en la Tabla 10.

En el analisis estadistico aplicado no hubo diferencias significativas en la
concentracion de células viables y totales entre los distintos medios de cultivo,
excepto en el medio HybriCIM con resultados inferiores a los tres restantes
(Anexos 6 y 7). En cuanto a la viabilidad celular solamente se registraron
diferencias significativas entre el medio HybriCIM y el MyeloCIM, cuyas medias
fueron la mayor y la menor del ensayo, respectivamente (Anexo 8). El analisis
sobre la concentracion de IgG reflejo que no hubo diferencias entre los resultados
en los medios HybriCIM y RPMI 1640, cuyos valores medios fueron los mas bajos.

La concentracion en MyeloCIM no tuvo diferencias significativas con respecto a
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RPMI 1640, pero si con respecto al HybriCIM. El resultado en medio PFHM Il fue
significativamente superior a los obtenidos en los medios restantes, siendo el
medio de cultivo en el que el hibridoma C6G4 mostr6 una mayor productividad
global y especifica (Anexo 9). Estos resultados corroboran los resultados

obtenidos en la evaluacion del hibridoma en cultivo de baja densidad.
3.3.2 Evaluacion en cultivo de alta densidad celular por el método 2.

Para cada medio de cultivo se desarrollaron cinco procesos fermentativos, las que
se caracterizaron por tener una concentraciéon de siembra de 6,67 x 10° células
viables/mL (100 x 10° células viables) en un volumen de 15 mL y una duracién de
3 dias. La viabilidad celular al comienzo del proceso fue de 92%. Este método es
una variacion realizada al método original con el propdsito de obtener los mismos
rendimientos productivos en un menor tiempo. Los resultados generales obtenidos

en los distintos medios de cultivo se muestran en la Figura 16.

Evaluacion en medio RPMI 1640 por el método 2

En las mediciones realizadas a las cosechas realizadas al tercer dia de cada
fermentacion se registré una concentracién de 15,84 x 10° células viables/mL y
27,32 x 10° células totales/mL, lo que corresponde a una viabilidad celular de
58%. Se obtuvo un volumen de sobrenadante de 26,8 mL por cosecha, con una
concentracion de IgG de 0,86 mg/mL y una masa final de 23,20 mg. Los

resultados obtenidos en cada lote de fermentacion se muestran en la Tabla 7.

Evaluacién en medio PFHM Il por el método 2

La concentracién celular de las cosechas en medio PFHM Il fue de 17,27 x 10°
células/mL y de 29,78 x 10° células totales/mL, para una viabilidad celular de
58%. El volumen de cosecha por proceso fue de 29,2 mL, con una concentracion
de 1gG de 1,98 mg/mL y una masa final de 58,27 mg de anticuerpos por
fermentacion. Los resultados obtenidos en cada lote de fermentacion se muestran

en la Tabla 8.
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Evaluacion en medio MyeloCIM por el método 2

La concentracién celular por cosecha en medio MyeloCIM fue de 15,04 x 10°
células viables/mL y de 29,60 x 10° células totales/mL, para una viabilidad celular
de 51%. Se cosecharon 28,50 mL de sobrenadante rico en anticuerpos por
proceso, con una concentracion de IgG de 1,07 mg/mL, y una masa final de 30,79
mg de anticuerpos por fermentacion. Los resultados obtenidos en cada lote de

fermentacion se muestran en la Tabla 9.

Evaluacién en medio HybriCIM por el método 2

La concentracion celular de las cosechas en medio HybriCIM fue de 10,81 x 10°
células viables/mL, de 17,80 x 10° células totales/mL, y la viabilidad celular fue de
61%. Se cosecharon 25,60 mL de sobrenadante por proceso fermentativo, con
una concentracién de IgG de 0,67 mg/mL y una masa final de 17,37 mg de
anticuerpos. Los resultados obtenidos en cada lote de fermentacion se muestran
en la Tabla 10.

La potencia de aglutinacion directa en tubo medida para cada medio de cultivo fue
similar a la obtenida con el método 1.

El andlisis estadistico aplicado mostré que no hubo diferencias significativas en la
concentracion de células totales entre los resultados en medio PFHM I, MyeloCIM
y RPMI 1640, mientras que la concentracién de células viables en MyeloCIM
resulté inferior con respecto al medio PFHM I, cuyo valor se mantuvo sin
diferencias con respecto al valor en el medio RPMI 1640. El valor de
concentracion celular en el medio HybriCIM resulté significativamente inferior al
resto de los medios tanto en las células viables como en las totales (Anexos 10 y
11). En cuanto a la viabilidad celular no se registraron diferencias significativas
entre los resultados obtenidos en RPMI 1640, PFHM Il e HybriCIM, no asi con
MyeloCIM en el que se obtuvieron resultados significativamente inferiores con
respecto al resto de los medios (Anexo 12). El andlisis sobre la concentracion de
IgG reflejé que no hubo diferencias entre los resultados de los medios RPMI 1640

y MyeloCIM, siendo el medio PFHM Il el que obtuvo resultados significativamente
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superiores al resto de los medios. En el medio HybriCIM se obtuvieron los
resultados méas bajos, excepto al compararlo con RPMI 1640 con el cuél no hubo

diferencias significativas (Anexo 13).

Al comparar los valores promedios de los resultados obtenidos en los diferentes
medios de cultivo entre los dos métodos empleados, se observé que con el
método 2 se obtuvieron mayores concentraciones celulares con una viabilidad
celular superior en mas de 15 puntos porcentuales con respecto al método 1. Sin
embargo, no ocurrié lo mismo con la concentracion de IgG, siendo superior en el

método 1 en mas de 0,5 mg/mL.

Estos resultados generan una contradiccion aparente puesto que una mayor
concentracion de células debe generar una mayor cantidad de IgG. Al introducir el
factor tiempo en el analisis se alcanza una concentracion celular superior por el
método 2 al ser inoculado el biorreactor con una cantidad de células tres veces
mayor y luego incubar por un periodo de tiempo inferior a la mitad del método 1.
Objetivamente, el método 2 logré producir aproximadamente el 68% de la IgG
producida en el método 1, empleando solamente el 42% del tiempo. No se conoce
cual fue el comportamiento de la curva de crecimiento en el biorreactor entre el
punto inicial de siembra y el punto final de cosecha. No obstante, si se tomaran en
cuenta los valores iniciales y finales, y se calculara el area bajo la recta que une
estos dos puntos, la cantidad de células generadas por el método 1 (interpretadas
como el valor del area bajo la recta) seria superior a la del método 2, por lo que se
infiere que si los patrones de crecimiento desarrollados por los dos métodos no
fueran muy diferentes, al menos durante los tres primeros dias, es muy probable
gue la cantidad de células haya sido superior en el método 1, lo cual justificaria la
mayor concentracion de IgG registrada en este. Otra aparente contradiccion fue
que a pesar de la diferencia de concentracion de IgG existente entre ambos
métodos para un mismo medio de cultivo, no se observaron diferencias en los
resultados de las pruebas de actividad biol6gica realizadas. Una posible
interpretacion a este resultado es que una parte de la IgG detectada en el

citoplasma por la técnica de ELISA no sea biolégicamente activa, debido a la gran
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cantidad de células muertas presentes en el cultivo. Cuando las células pierden la
integridad de membrana el contenido intracelular se libera al medio. Parte de ese
contenido serian las moléculas incompletas o inmaduras de IgG, que si podrian
ser cuantificadas por la técnica de ELISA, pero no tendrian la propiedad de
aglutinar hematies. Al tener la viabilidad celular un valor tan bajo el aporte de
moléculas inactivas podria ser significativo. Las células muertas también liberarian
enzimas con actividad proteolitica que podrian potenciar la inactivacion de
moléculas con un tiempo de residencia relativamente largo en el caldo de cultivo.
Cabe sefalar que la técnica de hemaglutinacién posee una sensibilidad inferior a
la técnica de ELISA. En la técnica de ELISA desarrollada para este caso Y se
elabord una curva patrén de IgG murina de concentracion conocida. Este rango de
concentraciones debe abarcar los posibles valores de concentracion que se
espera tengan las muestras que van a ser procesadas. Simultaneamente se
aplican las muestras directamente o previamente diluidas para que la
concentracion de la muestra esté dentro del rango de la curva patrén. Al aplicar
posteriormente el monoclonal conjugado y el sustrato se desarrolla una reaccion
colorimétrica cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion
dentro de un rango especifico. Tanto la reaccién inmunoquimica de adherencia
como la reaccion enzimatica colorimétrica poseen alta sensibilidad, y el valor final
es generado por la lectura de absorbancia de manera automatica. No asi es el
caso de la técnica de hemaglutinacion, en la cual la intensidad de la reaccion es
medida dentro de una escala légica que es leida e interpretada por visualizacion
directa de la reaccion. Esta escala de intensidad de la reaccion esta conformada
por cuatro valores referentes a la intensidad del aglutinado, desde 1+, cuando se
observan multiples aglutinados muy pequefios pero definidos, en un fondo rojo,
hasta 4+ cuando los hematies aglutinan en un solo cumulo. Por otra parte, la
potencia de aglutinacion es el reciproco de la mayor dilucion del reactivo que
provoca una reaccién de aglutinacion de 1+ . En la préactica de laboratorio, la
mayor dilucion se determina elaborando diluciones dobles seriadas del reactivo a
evaluar, para luego ser enfrentado con la suspensiéon de hematies. Durante la

ejecucion de esta técnica se puede observar como la intensidad de aglutinacion en
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varias diluciones se mantiene constante, lo que significa que valores de
concentracién notablemente diferentes pueden ser evaluados dentro de un mismo

valor de intensidad de aglutinacion.

Segun la informacion disponible por el fabricante, el biorreactor CELLine esta
disefiado para alcanzar densidades celulares en el orden de 3 x 10’ células/mL y
rendimientos productivos de 30,24 mg de anticuerpo por cosecha Y. Los
resultados obtenidos en este trabajo estan en un rango de valores comparable,
con valores de concentracion celular superiores a los 2 x 10’ células/mL (excepto
en el medio HybriCIM, con valores inferiores), y valores de concentracion de IgG
entre 21,10 mg en medio HybriCIM y 88,15 mg en medio PFHM II. En otros
trabajos revisados con lineas celulares hibridomas en biorreactores CELLine, la
concentracion de producto ha oscilado entre los 0,22 y 1,50 mg/mL, y entre 23 y
210 mg de masa total de IgG acumulada en varias cosechas®®? 133 Estos
resultados revisados sobre el uso del biorreactor CELLine se encuentran en el

mismo rango que los obtenidos en el presente trabajo.

En pruebas de cuantificacién de IgG y determinacion de potencia realizadas al
liquido ascitico murino obtenido en ratones balb/c inoculados con este hibridoma
(en procesos productivos) se determindé que con una concentracion celular de
indculo de 1 x 10° células viables/0,5mL/ratén, la ascitis tenfa una concentracion
promedio de 4,67 x 10° células viables/mL, 10,6 mg de IgG/mL y una potencia de
aglutinacion de 2048 frente a hematies del grupo sanguineo B y 1024 frente a

hematies del grupo sanguineo A;B®%?.

A pesar de que el biorreactor CELLine esta diseflado para la produccion de
anticuerpos monoclonales en cultivos de alta densidad celular, los rendimientos
productivos obtenidos fueron inferiores a los que se obtienen por via ascitis para el
mismo hibridoma. Resalta el hecho de que en la ascitis murina se alcanzan
valores de potencia de 2048 y 1024 frente a hematies de los grupos sanguineos B
y A;B respectivamente con una concentracion celular notablemente mas baja que
la alcanzada en el biorreactor CELLine. Una explicacién para esto podria ser la
diferencia entre el ambiente presente en la cavidad peritoneal del raton balb/c y la
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camara artificial con medio de crecimiento del biorreactor empleado. La linea
celular estudiada es un hibridoma murino por lo que las células deben ser muy
sensibles al entorno fisico, quimico y biol6gico de la linea de ratén que les dio
origen. El medio “ideal” provisto por la cavidad peritoneal del ratén podria influir
notablemente en el desempefio del hibridoma en cuanto a crecimiento y
productividad especificos se refiere. Por otro lado, el entorno artificial del
biorreactor solo cuenta con los componentes del medio de cultivo, que carece de
los factores y mediadores bioquimicos y hormonales presentes en un organismo
animal. Ademas, como el cultivo se realizd6 en modo discontinuo no se efectuaron
reemplazos de medio, lo que trae consigo el agotamiento de los nutrientes y la
acumulacion de los subproductos metabdlicos con potencial efecto citotéxico.
Otro dato importante al analizar la diferencia de resultados obtenidos entre los
sistemas (in vivo e in vitro), es que al extraer el liquido ascitico murino se forman
coagulos de fibrina y grasa que atrapan una parte importante de las células
presentes. Estos coagulos son retirados del liquido antes de este sea analizado y
procesado en las etapas siguientes del proceso de produccién. De igual manera
durante la extraccion se queda otra parte significativa de células en la cavidad
peritoneal, ya sea por estar las células adheridas a los tejidos del animal, o por
formar tumores sélidos que no son retirados durante la puncion. A partir de esta
informacion se puede suponer que los valores de potencia obtenidos en el liquido
ascitico realmente no se corresponden con los valores de concentracién celular
determinados a partir de las células en suspensién en la ascitis, siendo los valores
reales de concentracion de ceélulas totales y viables muy superiores a los

mostrados.

Otro aspecto importante es el hecho de que las regulaciones vigentes para la
produccion de hemoclasificadores en Cuba exigen una potencia de aglutinacion de
los reactivos hemoclasificadores en valor minimo de 512®. La produccién de
anticuerpos en sobrenadante de cultivo no alcanz6 en ninguno de los casos el
valor de potencia minima requerida para la formulacion de un reactivo
hemoclasificador comercial segun las regulaciones vigentes; por lo que se

realizaron pruebas de concentraciéon por ultrafiltracion con el objetivo de conocer a
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qgué nivel de concentracion seria necesario someter el sobrenadante para cumplir

con la regulacion.

Las pruebas de concentracién se realizaron solamente con los lotes de
sobrenadante obtenidos en medio PFHM Il a partir de CELLine por ser estos los
gue presentaron una mayor potencia de aglutinacion. Se concentraron los diez

lotes por separado (cinco lotes a partir de cada método de produccion).

Se observd que en todos los casos los concentrados alcanzaron una potencia de
2048 frente a hematies del grupo B y de 1024 frente a hematies del grupo A;B, no
mostré aglutinacion frente a hematies del grupo A, en un volumen final 4 veces
menor al volumen de partida. El hecho de tener que concentrar el sobrenadante
producido por un sistema de cultivo de alta densidad celular no resulta atractivo
por los costos econdmicos derivados de tener que producir un volumen de
sobrenadante cuatro veces superior al necesario para producir la cantidad de
determinaciones segun la demanda nacional actual, y posteriormente incrementar
los costos durante el proceso de concentracion del anticuerpo. Resulta importante
sefalar que durante la busqueda no se encontrd un disefio de biorreactor similar al
del CELLine para producir anticuerpos a una escala superior a la de laboratorio.
Por lo que el escalado se realizaria en otro biorreactor heterogéneo que permita
alcanzar densidades celulares y de producto superiores. Un candidato atractivo
seria el biorreactor tipo fibra hueca. A diferencia del CELLine, el biorreactor de
fibra hueca alcanza las mayores densidades celulares reportadas, en el orden de
10°-10% células/mL ®® alcanzando la densidad de un tejido animal. Por otro lado,
existe diversidad en los modelos comerciales, los cuales permiten producir desde
el orden de los miligramos hasta los gramos de producto por proceso de
fermentacion . Para llegar a una definicién mas certera sobre la idoneidad del
hibridoma C6G4 para su explotacion por via in vitro, seria conveniente realizar un

estudio del desempefio del mismo mediante la fermentacion en fibra hueca.

Otra alternativa para incrementar el desempefio del hibridoma en sistema in vitro
seria realizar clonaciones mediante diluciones limitantes que permitan identificar

clones con mejores rendimientos. Las células en cultivo procedentes de la

46



generacion de un hibridoma, independientemente de proceder de un mismo clon
de partida, son susceptibles de sufrir mutaciones con efectos importantes en el
crecimiento y la productividad especifica, que posteriormente son conservadas
durante el proceso de division celular. Ello trae consigo que durante el transcurso
de un tiempo se generen subpoblaciones celulares presentes simultaneamente en
el cultivo. Mientras unas subpoblaciones pueden ser portadoras de mutaciones no
deseadas, otras pueden ser portadoras de células con crecimiento y productividad

muy superiores a los valores medios registrados en el cultivo que las contiene.

En caso de que las propuestas realizadas no ofrezcan los resultados esperados,
se recomienda mantener la plataforma de produccion de la materia prima del
reactivo hemoclasificador anti-B por ascitis murina, y buscar ofertas de lineas
celulares secretoras de anticuerpos monoclonales anti-B con prestaciones
superiores, adecuadas para su explotacion en sistemas de fermentacion, cuyo
sobrenadante tenga la concentracibn adecuada para evitar pasos de

concentracién posteriores.
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CONCLUSIONES

1. EIl hibridoma C6G4 fue adaptado exitosamente a los tres medios de cultivo
libres de suero y proteinas seleccionados; en todos los casos el anticuerpo
secretado por las células adaptadas mantuvo la especificidad de

reconocimiento por el antigeno B sanguineo.

2. El hibridoma C6G4 mostr6 las mayores velocidades especificas de
crecimiento y produccion de anticuerpos en el medio de cultivo PFHM II. Sélo
se evidenciaron resultados inferiores al medio tradicional suplementado con
suero RPMI 1640 en el medio HybriCIM.

3. El patrén observado en el crecimiento y productividad del hibridoma C6G4 en
cultivo de alta densidad tuvieron un orden semejante al obtenido en los
ensayos cinéticos en bajas densidades celulares. Los valores de potencia
obtenidos no satisfacen los requisitos de calidad establecidos en las

regulaciones vigentes para la produccion de reactivos hemoclasificadores.

4. EIl sobrenadante del hibridoma C6G4 alcanzé la potencia requerida segun las
regulaciones de produccion de hemoclasificadores tras ser concentrado a un
volumen cuatro veces menor; no obstante estos resultados no resultan

atractivos para el desarrollo de un proceso productivo in vitro.
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RECOMENDACIONES

1. Evaluar el desempefio del hibridoma C6G4 en un sistema de fermentacion
de tipo fibra hueca, como una alternativa para incrementar la concentracion
del anticuerpo Anti-B en el sobrenadante de cultivo, y con ello la calidad

biologica del mismo.

2. Obtener subclones del hibridoma C6G4 con mayor crecimiento y
productividad especificos mediante técnicas de seleccion por dilucién

limitante.

3. Realizar la busqueda de ofertas para la adquisicion de una nueva linea
celular productora de un anticuerpo monoclonal especifico contra el
antigeno B sanguineo, con especificaciones adecuadas para el desarrollo
de un proceso de produccién de un reactivo hemoclasificador anti-B por

tecnologia in vitro.
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Tabla 1. Evaluacion del proceso de adaptacion del hibridoma C6G4 a medios
libres de suero

Evaluacion Medios de cultivo Criterios de
Variables PFHM I MyeloCIM  HybriCIM  aceptacion
XVmax (X 10° células/mL)  1,52+0,12 1,33+0,11 1,02+0,05 >1,0
Viabilidad celular (%) 93+2 96+2 92+2 >90%
1gG (mg/L) 55,742,5 39,1#+29  28,7+45 >23
Intensidad (Grupo B) 4+ 4+ 4+ = 3+
Intensidad (Grupo A;B) 3+ 3+ 3+ =1+

Cada medicion se realiz6 por triplicado. Se muestran valores promedios.



Tabla 2. Datos primarios obtenidos a partir del ensayo cinético en medio RPMI 1640

Frasco Tiempo Xv Xd Xt Viab IgG Potencia
(horas) (MC/mL) (MC/mL) (MC/mL) (%) (mg/L) B A;B

0 0,23 0,03 0,26 90 1,59 0 0

24 0,37 0,02 0,39 96 4,28 0 0

48 0,86 0,02 0,88 98 12,10 0 2

72 1,49 0,11 1,60 93 13,70 0 2

1 96 1,04 0,23 1,27 82 17,28 2 2
120 0,84 0,31 1,15 73 17,91 2 2

144 0,62 0,41 1,03 60 20,08 2 4

168 0,53 0,65 1,18 45 24,23 4 4

192 0,45 0,96 1,41 32 30,44 4 4

216 0,32 1,07 1,39 23 31,73 4 4

240 0,23 1,05 1,28 18 32,40 4 4

0 0,23 0,03 0,26 90 1,57 0 0

24 0,47 0,02 0,49 96 4,23 0 0

48 0,86 0,02 0,88 98 11,98 0 2

72 1,47 0,08 1,55 95 13,53 0 2

2 96 1,09 0,24 1,33 82 17,10 2 2
120 0,83 0,37 1,20 69 17,74 2 2

144 0,82 0,59 1,41 58 19,82 2 4

168 0,67 0,76 1,43 47 23,97 4 4

192 0,49 0,95 1,44 34 30,14 4 4

216 0,37 0,75 1,12 33 31,32 4 4

240 0,21 1,03 1,24 17 32,05 4 4

0 0,23 0,03 0,26 90 1,57 0 0

24 0,36 0,02 0,38 96 4,82 0 0

48 0,82 0,02 0,84 98 12,15 0 2

72 1,55 0,05 1,60 97 14,26 0 2

3 96 1,02 0,42 1,44 71 17,93 2 2
120 0,88 0,50 1,38 64 18,00 2 2

144 0,71 0,44 1,15 62 22,11 2 4

168 0,64 0,75 1,39 46 22,57 4 4

192 0,43 0,76 1,19 36 28,97 4 4

216 0,32 0,87 1,19 27 30,45 4 4

240 0,20 0,91 1,11 18 33,21 4 4




Tabla 3. Datos primarios obtenidos a partir del ensayo cinético en medio PFHM Il

Frasco Tiempo Xv Xd Xt Viab IgG Potencia
(horas) (MC/mL) (MC/mL) (MC/mL) (%) (mg/L) B A;B

0 0,22 0,02 0,24 91 1,23 0 0

24 0,21 0,02 0,23 91 3,11 0 0

48 0,68 0,03 0,71 96 10,70 2 2

72 1,66 0,14 1,80 92 18,51 2 4

1 96 1,15 0,38 1,53 75 31,11 4 4
120 0,95 0,33 1,28 74 39,00 4 4

144 0,79 0,32 1,11 71 44,34 8 4

168 0,69 0,41 1,10 63 52,35 8 4

192 0,54 0,50 1,04 52 58,00 8 8

216 0,51 0,83 1,34 38 61,77 16 8

240 0,48 0,93 1,41 34 63,41 16 8

264 0,27 1,66 1,93 14 67,35 16 16

0 0,24 0,02 0,27 90 3,44 0 0

24 0,29 0,02 0,31 93 8,09 0 0

48 0,74 0,05 0,77 96 18,05 2 2

72 1,69 0,09 1,88 90 34,50 2 4

2 96 1,04 0,23 1,21 86 55,11 4 4
120 0,91 0,28 1,20 76 68,01 4 4

144 0,86 0,34 1,19 72 69,00 8 4

168 0,80 0,22 1,23 65 71,65 8 4

192 0,67 0,54 1,22 55 72,99 8 8

216 0,52 0,77 1,18 44 76,54 16 8

240 0,39 0,92 1,22 32 81,31 16 8

264 0,33 1,55 1,94 17 86,54 16 16

0 0,21 0,03 0,24 89 2,34 0 0

24 0,22 0,02 0,24 90 5,60 0 0

48 0,69 0,04 0,73 94 14,38 2 2

72 1,57 0,16 1,73 91 26,50 2 4

3 96 1,18 0,33 1,51 78 43,11 4 4
120 0,99 0,25 1,24 80 53,50 4 4

144 0,88 0,33 1,21 73 56,67 8 4

168 0,84 0,45 1,29 65 64,00 8 4

192 0,63 0,54 1,17 54 65,49 8 8

216 0,49 0,80 1,29 38 71,98 16 8

240 0,29 1,03 1,32 22 74,16 16 8

264 0,19 1,17 1,36 14 77,33 16 16




Tabla 4. Datos primarios obtenidos a partir del ensayo cinético en medio MyeloCIM

Frasco Tiempo Xv Xd Xt Viab IgG Potencia
(horas) (MC/mL) (MC/mL) (MC/mL) (%) (mg/L) B A;B

0 0,25 0,02 0,27 91 0,96 0 0

24 0,25 0,02 0,27 93 3,24 0 0

48 0,63 0,03 0,66 96 10,23 0 2

72 1,44 0,08 1,52 95 14,82 2 2

1 96 1,09 0,24 1,33 82 18,62 2 2
120 0,87 0,41 1,28 68 20,21 2 2

144 0,63 0,54 1,17 54 20,08 2 4

168 0,50 0,72 1,22 41 24,23 4 4

192 0,39 0,87 1,26 31 32,86 4 4

216 0,26 0,78 1,04 25 37,56 4 4

240 0,19 0,87 1,06 18 41,20 4 4

0 0,23 0,02 0,25 91 1,07 0 0

24 0,25 0,02 0,27 93 3,42 0 0

48 0,66 0,03 0,69 95 9,19 0 2

72 1,47 0,08 1,55 95 15,10 2 2

2 96 1,09 0,15 1,24 88 15,30 2 2
120 0,83 0,32 1,15 72 19,74 2 2

144 0,82 0,52 1,34 61 23,82 2 4

168 0,67 0,67 1,34 50 26,97 4 4

192 0,49 0,87 1,36 36 33,74 4 4

216 0,37 1,05 1,42 26 38,12 4 4

240 0,21 0,90 1,11 19 42,05 4 4

0 0,25 0,03 0,28 90 1,05 0 0

24 0,26 0,01 0,27 96 4,28 0 0

48 0,66 0,01 0,67 98 11,25 0 2

72 1,41 0,04 1,45 97 12,46 2 2

3 96 1,11 0,45 1,56 71 19,73 2 2
120 0,87 0,49 1,36 64 20,00 2 2

144 0,69 0,42 1,11 62 21,21 2 4

168 0,54 0,63 1,17 46 25,27 4 4

192 0,43 0,76 1,19 36 29,87 4 4

216 0,27 0,73 1,00 27 34,05 4 4

240 0,17 0,77 0,94 18 37,42 4 4




Tabla 5. Datos primarios obtenidos a partir del ensayo cinético en medio HybriCIM

Frasco Tiempo Xv Xd Xt Viab IgG Potencia
(horas) (MC/mL) (MC/mL) (MC/mL) (%) (mg/L) B A;B

0 0,25 0,03 0,28 90 0,96 0 0

24 0,25 0,02 0,27 91 1,45 0 0

48 0,56 0,04 0,60 94 4,12 0 0

72 0,95 0,06 1,01 94 10,92 0 2

1 96 1,03 0,18 1,21 85 11,26 0 2
120 0,88 0,41 1,29 68 16,22 2 2

144 0,63 0,42 1,05 60 18,08 2 2

168 0,51 0,68 1,19 43 20,35 2 4

192 0,30 0,61 0,91 33 23,88 4 4

216 0,22 0,83 1,05 21 25,79 4 4

240 0,14 0,74 0,88 16 27,32 4 4

0 0,23 0,02 0,25 91 0,70 0 0

24 0,25 0,02 0,27 93 1,40 0 0

48 0,51 0,03 0,54 94 3,22 0 0

72 0,96 0,07 1,03 93 10,98 0 2

2 96 1,02 0,15 1,17 87 11,30 0 2
120 0,85 0,33 1,18 72 16,93 2 2

144 0,69 0,44 1,13 61 18,38 2 2

168 0,47 0,47 0,94 50 22,43 2 4

192 0,29 0,56 0,85 34 25,25 4 4

216 0,21 0,70 0,91 23 26,92 4 4

240 0,13 0,55 0,68 19 28,12 4 4

0 0,25 0,03 0,28 90 0,55 0 0

24 0,27 0,02 0,29 92 1,34 0 0

48 0,59 0,04 0,63 94 3,15 0 0

72 0,96 0,08 1,04 92 10,46 0 2

3 96 1,05 0,19 1,24 85 11,93 0 2
120 0,84 0,33 1,17 72 16,68 2 2

144 0,61 0,41 1,02 60 18,93 2 2

168 0,51 0,60 1,11 46 22,94 2 4

192 0,33 0,73 1,06 31 25,64 4 4

216 0,24 0,85 1,09 22 27,81 4 4

240 0,20 1,13 1,33 15 29,42 4 4




Tabla 6. Caracterizacion cinética del hibridoma C6G4 en cultivos de baja densidad

celular
Medios de cultivo
Variables RPMI 1640 PFHM I MyeloCIM HybriCIM
Wi @parente (h™) 0,028+0,004 0,040+0,003 0,036+0,001 0,270,001
Hwreal (h™) 0,028+0,003 0,041+0,001 0,036+0,001 0,27+0,001
t. duplicacion (h) 24,763,416 17,3+1,511 19,240,468 25,3+0,816
qPus (X 107 pg/célula.h) 5,11+0,228 7,740,544 6,070,670 4,03+0,334




Tabla 7. Evaluacién del hibridoma C6G4 en medio RPMI 1640 en cultivo de alta densidad

Método 1 Método 2
Lote Xv Xt Viab Vol 19G IlgG Potencia Xv Xt Viab Vol I9G lgG  Potencia
(MC/mL) (MC/mL) (%) (mL) (mg/mL) (mg) B AB | (MC/mL) (MC/mL) (%) (mL) (mg/mL) (mg) B AiB
1 7,63 18,91 40 25,40 1,26 32,00 64 16 14,98 26,61 56 25,70 0,72 18,50 64 16
2 7,81 19,91 39 26,80 1,45 38,86 64 16 14,67 27,56 53 26,00 0,76 19,76 64 16
3 8,82 20,22 44 26,80 1,13 30,28 64 16 16,90 25,18 67 26,20 0,89 23,32 64 16
4 9,25 22,23 42 26,50 1,32 34,98 64 16 16,61 29,01 57 28,90 0,96 27,74 64 16
5 9,12 22,57 40 29,00 1,34 38,86 64 16 16,03 28,22 57 27,20 0,98 26,66 64 16
Prom 8,53 20,77 41 26,90 1,30 35,00 64 16 15,84 27,32 58 26,80 0,86 23,20 64 16
Tabla 8. Evaluacion del hibridoma C6G4 en medio PFHM Il en cultivo de alta densidad
Método 1 Método 2
Xv Xt Viab Vol IgG lgG Potencia Xv Xt Viab Vol lgG lgG Potencia
Lote (MC/mL) (MC/mL) (%) (mL) (mg/mL)  (mg) B AB (MC/mL) (MC/mL) (%) (mL) (mg/mL) (mg) B A:B
1 8,29 21,58 38 26,60 2,58 68,63 256 128 16,14 27,80 58 25,90 1,63 42,22 256 128
2 8,58 21,91 39 27,40 3,12 85,49 256 128 16,21 28,28 57 27,80 1,85 51,43 256 128
3 9,72 22,67 43 29,80 2,77 8255 256 128 17,13 28,46 60 29,30 1,98 58,01 256 128
4 10,11 23,40 43 31,20 3,26 101,71 256 128 18,44 32,12 57 32,00 2,38 76,16 256 128
5 9,80 23,62 41 32,00 3,20 102,40 256 128 18,42 32,24 57 31,00 2,05 63,55 256 128
Prom 9,30 22,64 41 29,40 2,99 88,15 256 128 17,27 29,78 58 29,20 1,98 58,27 256 128




Tabla 9. Evaluacion del hibridoma C6G4 en medio MyeloCIM en cultivo de alta densidad.

Método 1 Método 2

Xv Xt Viab Vol IgG IgG  Potencia Xv Xt Viab Vol IgG IgG Potencia

Lote (MC/mL) (MC/mL) (%) (mL) (mg/mL)  (mg) B AB | (MC/mL) (MC/mL) (%) (mL) (mg/mL) (mg) B A:B
1 7,29 22,68 32 25,10 0,79 19,83 128 64 13,92 27,31 51 25,50 0,92 23,46 128 64

2 7,74 18,97 41 27,30 1,59 43,41 128 64 13,90 28,12 49 27,60 0,99 27,32 128 64

3 9,21 24,51 38 27,00 1,87 50,49 128 64 15,01 29,71 51 29,00 0,86 2494 128 64
4 7,23 22,54 32 31,10 1,92 59,71 128 64 16,32 31,06 53 29,40 1,09 32,05 128 64

5 9,01 23,82 38 31,00 1,90 58,90 128 64 16,03 31,82 50 31,00 1,49 46,19 128 64
Prom 8,10 22,50 36 28,30 1,61 46,47 128 64 15,04 29,60 51 28,50 1,07 30,79 128 64

Tabla 10. Evaluacion del hibridoma C6G4 en medio HybriCIM en cultivo de alta densidad.

Método 1 Método 2

Xv Xt Viab Vol IgG IgG  Potencia Xv Xt Viab Vol IgG IgG  Potencia

Lote (MC/mL) (MC/mL) (%) (mL) (mg/mL) (mg@) B AB (MC/mL) (MC/mL) (%) (mL)  (mg/mL) (mg) B AiB
1 5,02 13,26 38 22,50 0,76 17,10 64 16 9,26 16,29 57 23,60 0,51 12,04 64 16
2 5,39 12,99 41 25,50 0,72 18,36 64 16 10,86 16,30 67 25,30 0,57 1442 64 16
3 5,98 13,56 44 27,20 0,83 2258 64 16 10,86 17,80 61 25,80 0,72 18,58 64 16
4 6,32 14,20 45 26,10 0,86 2245 64 16 11,23 18,94 59 25,90 0,79 20,46 64 16

5 6,42 13,66 47 27,20 0,92 25,02 64 16 11,86 19,68 60 27,40 0,78 21,37 64 16
Prom 5,83 13,53 43 25,70 0,82 21,10 64 16 10,81 17,80 61 25,60 0,67 17,37 64 16
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Figura 2. Representacion esquematica de la tecnologia del hibridoma. (Tomado de
Pandey S, 2010) ®*".



Components afl
Caleium Nitrates4H,0 0.1
Magnesium Sulfate (anhydrous) 0.04884
Potassium Chioride 0.4
Sodium Chloride 6.0
Sodium Phosphate Dibasic (anhydrous) 0.8
L=Arginine (free basa) 02
L-Asparagine (anhydrous) 0.05
L-Aspartic Acid 0.02
L-Cystines2HCI 0.0652
L-Glutamic Acid 0.02
L-Glutamime 0.3
Glycine 0.01
L=Histidine (free base) 0.015
Hydroxy-L-Proline 0.02
L-lsoleucine 0.05
L-Leucine 0.05
L-LysinesHCI 0.04
L=Methionine 0.015
L-Phenylalanine 0.015
L=Proline 0.02
L-Serine 0.03
L=Threonine 0.02
L-Tryptophan 0.005
L-Tyrosines2Mas2H0 0.02883
L=Valime 0.02
D-Biotin 0.0002
Chaoline Chloride 0.003
Folic Acid 0.001
miyo=Inositol 0.035
Miacinamide: 0.001
p-Amino Benzoic Acid 0.001
D-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.00025
Pyridoxine«HCI 0.001
Riboflavin 0.0002
Thiamine«HCI 0.001
Vitamin B-12 0.000005
D-Glucose 20
Glutathione {reduced) 0.001
HEPES 5.958
Phenol Red (sodium) 0.0053

Figura 3. Composicion del medio de cultivo RPMI 1640 sin suplementos. (Tomado de
Product_Information_Sheet. RPMI-1640 Medium. Sigma-Aldrich Inc. 2007) ©°.
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Figura 4: Curva tipica de crecimiento de un microorganismo en fermentacién sumergida.
(Tomado de Hernandez H, 2003)®®.



12-Baffle

13- Stirrer motor

14-Volt and Current meter
15- Air Exat

1- Air
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Figura 5: Vista esquematica de un biorreactor de tipo tanque agitado con otros
accesorios. (Tomado de Karimi A, 2013)®3®),
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Figura 6: Sistema de fermentacion en lecho empacado.
A: Esquema de produccién general para un proceso en lecho empacado.
B: Microfotografia de barrido electronico de los discos de poliéster de un proceso

realizado en lecho empacado portando células adheridas. (Tomado de Kaufman JB, 2000)
(139)



Figura 7. Sistema de fermentacion en biorreactor de fibra hueca.

A: Imagen del sistema de fermentacion FiberCell@Duet™.

B: Seccion transversal de fibras huecas en un biorreactor de fibra hueca del Sistema
FiberCell®. Se muestra el crecimiento a alta densidad celular en el espacio extra-capilar.
(Tomado del folleto electronico: HOLLOW FIBER BIOREACTORSAND RELATED
PRODUCTS) ®9.
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Figura 8. Biorreactor CELLine.

A:Descripcion esquematica de la estructura y funcionamiento del biorreactor

Medium compartment
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ww 7
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CELLine. (Tomado de boletin digital del biorreactor CELLine) %

B: Fotografia de un biorreactor CELLine empleado en el presente trabajo al ser

observado al microscopio 6ptico invertido.

C: Fotografia de la vista de las células en el biorreactor CELLine observadas al

microscopio optico invertido.
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Figura 9: Modos de operacion en fermentacion.

A: Representacion esquematica de los modos de operacion en un fermentador tipo
tanque agitado.

B: Curvas de crecimiento tipicas de los cultivos segun el tipo de operacion.
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Figura 10: Curva promedio de crecimiento y produccion del hibridoma C6G4 en medio

de cultivo RPMI 1640.
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Figura 11: Curva promedio de crecimiento y produccion del hibridoma C6G4 en medio

de cultivo PFHM II.
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Figura 12: Curva promedio de crecimiento y produccion del hibridoma C6G4 en medio

de cultivo MyeloCIM.
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Figura 13: Curva promedio de crecimiento y produccion del hibridoma C6G4 en medio
de cultivo HybriCIM.




ANOVA XV

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 613 3 204 120,741 ,000
WithinGroups ,014 8 ,002
Total 626 11
Dependent Variable: XV Tukey HSD
Mean 95% Confidencelnterval
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound

1 2 -,1367(*) ,03358 ,015 -,2442 -,0291
3 ,0633 ,03358 ,305 -,0442 ,1709

4 ,4700(%) ,03358 ,000 ,3625 ,5775

2 1 ,1367(%) ,03358 ,015 ,0291 2442
3 ,2000(*) ,03358 ,002 ,0925 ,3075

4 ,6067(*) ,03358 ,000 ,4991 7142

3 1 -,0633 ,03358 ,305 -,1709 ,0442
2 -,2000(*) ,03358 ,002 -,3075 -,0925

4 ,4067(*) ,03358 ,000 ,2991 5142

4 1 -,4700(*) ,03358 ,000 -,5775 -,3625
2 -,6067(*) ,03358 ,000 -, 7142 -,4991

3 -,4067(*) ,03358 ,000 -,5142 -,2991

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640; 2-PFHM II; 3-MyeloCIM; 4-HybriCIM.

1,8
i}
1,6 1
1,4 I
1,2
N 1 £
1,0
8 .
N = 3 3 3
1 2 3 4
MEDIO

Anexo 1: Andlisis de varianza simple de la concentracion maxima de células viables del
hibridoma C6G4 en funcioén del medio de cultivo empleado.



ANOVA XT

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups ,490 3 ,163 65,732 ,000
WithinGroups ,020 8 ,002
Total ,510 11

Dependent Variable: XT Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound

1 2 -,2200(*) ,04069 ,003 -,3503 -,0897
3 ,0400 ,04069 ,763 -,0903 ,1703

4 ,3467(*) ,04069 ,000 ,2164 4770

2 1 ,2200(*) ,04069 ,003 ,0897 ,3503
3 ,2600(*) ,04069 ,001 ,1297 ,3903

4 ,5667(*) ,04069 ,000 ,4364 ,6970

3 1 -,0400 ,04069 ,763 -,1703 ,0903
2 -,2600(*) ,04069 ,001 -,3903 -,1297

4 ,3067(*) ,04069 ,000 ,1764 ,4370

4 1 -,3467(%) ,04069 ,000 -, 4770 -,2164
2 -,5667(*) ,04069 ,000 -,6970 -,4364

3 -,3067(*) ,04069 ,000 -,4370 -, 1764

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM 11, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM

2,0

1,81 nn]

1,47

A
1=

1,2

1,0

MEDIO

Anexo 2: Andlisis de varianza simple de la concentracion méaxima de células totales del
hibridoma C6G4 en funcién del medio de cultivo empleado.



ANOVA IGG

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 4454,707 3 1484,902 59,595 ,000
WithinGroups 199,331 8 24,916
Total 4654,038 11

Dependent Variable: IGG Tukey HSD

Mean 95% Confidencelnterval
) Difference
(h MEDIO | MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound | UpperBound
1 2 -44,5200(*) 4,07565 ,000 -57,5717 -31,4683
3 -7,6700 4,07565 ,307 -20,7217 5,3817
4 4,2667 4,07565 ,729 -8,7850 17,3183
2 1 44,5200(*) 4,07565 ,000 31,4683 57,5717
3 36,8500(*) 4,07565 ,000 23,7983 49,9017
4 48,7867(%) 4,07565 ,000 35,7350 61,8383
3 1 7,6700 4,07565 ,307 -5,3817 20,7217
2 -36,8500(*) 4,07565 ,000 -49,9017 -23,7983
4 11,9367 4,07565 ,074 -1,1150 24,9883
4 1 -4,2667 4,07565 ,729 -17,3183 8,7850
2 -48,7867(*) 4,07565 ,000 -61,8383 -35,7350
3 -11,9367 4,07565 ,074 -24,9883 1,1150

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM Il, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM
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Anexo 3: Analisis de varianza simple de la concentracion méaxima de IgG en funcion del
medio de cultivo empleado.



ANOVA uMAX

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups ,000 3 ,000 22,314 ,000
WithinGroups ,000 8 ,000
Total ,000 11
Dependent Variable: uMAX ~ Tukey HSD
95% Confidencelnterval
Mean
Difference

() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 -,01300(*) ,001958 ,001 -,01927 -,00673

3 -,00833(*) ,001958 ,012 -,01460 -,00206

4 ,00033 ,001958 ,998 -,00594 ,00660
2 1 ,01300(*) ,001958 ,001 ,00673 ,01927

3 ,00467 ,001958 ,158 -,00160 ,01094

4 ,01333(%) ,001958 ,001 ,00706 ,01960
3 1 ,00833(*) ,001958 ,012 ,00206 ,01460

2 -,00467 ,001958 ,158 -,01094 ,00160

4 ,00867(*) ,001958 ,009 ,00240 ,01494
4 1 -,00033 ,001958 ,998 -,00660 ,00594

2 -,01333(%) ,001958 ,001 -,01960 -,00706

3 -,00867(*) ,001958 ,009 -,01494 -,00240

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM I1, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM
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Anexo 4: Andlisis de varianza simple de la velocidad especifica de crecimiento maxima
en funcion del medio de cultivo empleado.



ANOVA QPMAX

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 22,271 3 7,424 31,222 ,000
WithinGroups 1,902 8 ,238
Total 24,173 11

Dependent Variable: QPMAX  Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound

1 2 -2,6233(*) ,39814 ,001 -3,8983 -1,3483
3 -,9567 ,39814 ,154 -2,2317 ,3183

4 1,0867 ,39814 ,097 -,1883 2,3617

2 1 2,6233(%) ,39814 ,001 1,3483 3,8983
3 1,6667(*) ,39814 ,013 ,3917 2,9417

4 3,7100(*) ,39814 ,000 2,4350 4,9850

3 1 ,9567 ,39814 ,154 -,3183 2,2317
2 -1,6667(*) ,39814 ,013 -2,9417 -,3917

4 2,0433(%) ,39814 ,004 ,7683 3,3183

4 1 -1,0867 ,39814 ,097 -2,3617 ,1883
2 -3,7100(*) ,39814 ,000 -4,9850 -2,4350

3 -2,0433(*) ,39814 ,004 -3,3183 -,7683

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM I1, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM

MED IO

Anexo 5: Analisis de varianza simple de la velocidad especifica de produccién maxima en
funcion del medio de cultivo empleado.
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Figura 14. Resultados del cultivo del hibridoma C6G4 en cultivo de alta densidad
por el método 1 (valores promedios).
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Figura 15. Valores de potencia de los sobrenadantes de cultivo producidos por el método
1.



ANOVA XV

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 33,431 3 11,144 17,896 ,000
WithinGroups 9,963 16 ,623
Total 43,394 19

Dependent Variable: XV Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 -, 7740 ,49907 432 -2,2019 ,6539
3 ,4300 ,49907 824 -,9979 1,8579
4 2,7000(*) ,49907 ,000 1,2721 4,1279
2 1 7740 ,49907 432 -,6539 2,2019
3 1,2040 ,49907 ,115 -,2239 2,6319
4 3,4740(*) ,49907 ,000 2,0461 4,9019
3 1 -,4300 ,49907 824 -1,8579 ,9979
2 -1,2040 ,49907 115 -2,6319 ,2239
4 2,2700(%) ,49907 ,002 ,8421 3,6979
4 1 -2,7000(*) ,49907 ,000 -4,1279 -1,2721
2 -3,4740(*) ,49907 ,000 -4,9019 -2,0461
3 -2,2700(*) ,49907 ,002 -3,6979 -,8421

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM I1, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM

10

MEDIO

Anexo 6: Analisis de varianza simple de la concentracion de células viables del hibridoma
C6G4 en cosecha de cultivo de alta densidad por el método 1.



ANOVA XT

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 277,698 3 92,566 46,028 ,000
WithinGroups 32,177 16 2,011
Total 309,875 19
Dependent Variable: XT Tukey HSD
95% Confidencelnterval
Mean
Difference

() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 -1,8680 ,89690 ,201 -4,4340 ,6980

3 -1,7360 ,89690 ,253 -4,3020 ,8300

4 7,2340(%) ,89690 ,000 4,6680 9,8000
2 1 1,8680 ,89690 ,201 -,6980 4,4340

3 ,1320 ,89690 ,999 -2,4340 2,6980

4 9,1020(*) ,89690 ,000 6,5360 11,6680
3 1 1,7360 ,89690 ,253 -,8300 4,3020

2 -,1320 ,89690 ,999 -2,6980 2,4340

4 8,9700(*) ,89690 ,000 6,4040 11,5360
4 1 -7,2340(*) ,89690 ,000 -9,8000 -4,6680

2 -9,1020(*) ,89690 ,000 -11,6680 -6,5360

3 -8,9700(*) ,89690 ,000 -11,5360 -6,4040

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM II, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM

Anexo 7: Andlisis de varianza simple de la concentracion de células totales del hibridoma
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C6G4 en cosecha de cultivo de alta densidad por el método 1.




ANOVA VIAB

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 124,150 3 41,383 4,368 ,020
WithinGroups 151,600 16 9,475
Total 275,750 19

Dependent Variable: VIAB Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 ,20 1,947 1,000 -5,37 5,77
3 4,80 1,947 ,104 77 10,37
4 -2,00 1,947 ,736 -7,57 3,57
2 1 -,20 1,947 1,000 -5,77 5,37
3 4,60 1,947 ,125 -,97 10,17
4 -2,20 1,947 677 -7,77 3,37
3 1 -4,80 1,947 ,104 -10,37 77
2 -4,60 1,947 ,125 -10,17 ,97
4 -6,80(*) 1,947 ,014 -12,37 -1,23
4 1 2,00 1,947 ,736 -3,57 7,57
2 2,20 1,947 677 -3,37 7,77
3 6,80(*) 1,947 ,014 1,23 12,37

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM Il, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM

MEDIO

Anexo 8: Andlisis de varianza simple de la viabilidad del hibridoma C6G4 en cosecha de
cultivo de alta densidad por el método 1.



ANOVA IGG

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 12,987 3 4,329 51,265 ,000
WithinGroups 1,351 16 ,084
Total 14,338 19

Dependent Variable: IGG Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 -1,6860(*) ,18379 ,000 -2,2118 -1,1602
3 -,3140 ,18379 ,352 -,8398 ,2118
4 4820 ,18379 ,078 -,0438 1,0078
2 1 1,6860(*) ,18379 ,000 1,1602 2,2118
3 1,3720(*) ,18379 ,000 ,8462 1,8978
4 2,1680(%) ,18379 ,000 1,6422 2,6938
3 1 ,3140 ,18379 ,352 -,2118 ,8398
2 -1,3720(*) ,18379 ,000 -1,8978 -,8462
4 ,7960(*) ,18379 ,003 ,2702 1,3218
4 1 -,4820 ,18379 ,078 -1,0078 ,0438
2 -2,1680(*) ,18379 ,000 -2,6938 -1,6422
3 -,7960(*) ,18379 ,003 -1,3218 -,2702

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM I, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM
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Anexo 9: Andlisis de varianza simple de la concentracion de IgG del hibridoma C6G4 en
cosecha de cultivo de alta densidad por el método 1.
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Figura 16. Resultados del cultivo del hibridoma C6G4 en cultivo de alta densidad
por el método 2 (valores promedios).



ANOVA XV

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 115,487 3 38,496 34,540 ,000
WithinGroups 17,832 16 1,115
Total 133,320 19

Dependent Variable: XV Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 -1,4300 ,66769 ,182 -3,3403 ,4803
3 ,8020 ,66769 ,635 -1,1083 2,7123
4 5,0240(%) ,66769 ,000 3,1137 6,9343
2 1 1,4300 ,66769 ,182 -,4803 3,3403
3 2,2320(*) ,66769 ,019 3217 4,1423
4 6,4540(*) ,66769 ,000 4,5437 8,3643
3 1 -,8020 ,66769 ,635 -2,7123 1,1083
2 -2,2320(%) ,66769 ,019 -4,1423 -,3217
4 4,2220(*) ,66769 ,000 2,3117 6,1323
4 1 -5,0240(*) ,66769 ,000 -6,9343 -3,1137
2 -6,4540(%) ,66769 ,000 -8,3643 -4,5437
3 -4,2220(*) ,66769 ,000 -6,1323 -2,3117

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM I1, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM
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Anexo 10: Analisis de varianza simple de la concentracion de células viables del
hibridoma C6G4 en cosecha de cultivo de alta densidad por el método 2.



ANOVA XT

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 480,766 3 160,255 49,198 ,000
WithinGroups 52,118 16 3,257
Total 532,884 19

Dependent Variable: XT Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 -2,4640 1,14147 177 -5,7298 ,8018
3 -2,2880 1,14147 227 -5,5538 ,9778
4 9,5140(*) 1,14147 ,000 6,2482 12,7798
2 1 2,4640 1,14147 177 -,8018 5,7298
3 ,1760 1,14147 ,999 -3,0898 3,4418
4 11,9780(%) 1,14147 ,000 8,7122 15,2438
3 1 2,2880 1,14147 227 -,9778 5,5538
2 -,1760 1,14147 ,999 -3,4418 3,0898
4 11,8020(*) 1,14147 ,000 8,5362 15,0678
4 1 -9,5140(*) 1,14147 ,000 -12,7798 -6,2482
2 -11,9780(*) 1,14147 ,000 -15,2438 -8,7122
3 -11,8020(*) 1,14147 ,000 -15,0678 -8,5362

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM 11, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM
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MEDIO

Anexo 11: Andlisis de varianza simple de la concentracion méaxima de células totales del
hibridoma C6G4 en cosecha de cultivo de alta densidad por el método 2.



ANOVA VIAB

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 272,150 3 90,717 7,871 ,002
WithinGroups 184,400 16 11,525
Total 456,550 19

Dependent Variable: VIAB Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 20 2,147 1,000 -5,94 6,34
3 7,20(*) 2,147 ,019 1,06 13,34
4 -2,80 2,147 574 -8,94 3,34
2 1 -,20 2,147 1,000 -6,34 5,94
3 7,00(*) 2,147 ,023 ,86 13,14
4 -3,00 2,147 519 9,14 3,14
3 1 -7,20(*) 2,147 ,019 -13,34 -1,06
2 -7,00(%) 2,147 ,023 -13,14 -,86
4 -10,00(%) 2,147 ,001 -16,14 -3,86
4 1 2,80 2,147 574 -3,34 8,94
2 3,00 2,147 ,519 -3,14 9,14
3 10,00(*) 2,147 ,001 3,86 16,14

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM Il, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM
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Anexo 12: Andlisis de varianza simple de la viabilidad del hibridoma C6G4 en cosecha de
cultivo de alta densidad por el método 2.



ANOVA IGG

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
BetweenGroups 5,007 3 1,669 39,652 ,000
WithinGroups 673 16 ,042
Total 5,681 19

Dependent Variable: IGG Tukey HSD

95% Confidencelnterval
Mean
Difference
() MEDIO | (J) MEDIO (1-J) Std. Error Sig. LowerBound UpperBound
1 2 -1,1160(*) ,12976 ,000 -1,4872 -,7448
3 -,2080 ,12976 ,405 -,5792 ,1632
4 ,1880 ,12976 ,489 -,1832 ,5592
2 1 1,1160(%) ,12976 ,000 7448 1,4872
3 ,9080(%) ,12976 ,000 ,5368 1,2792
4 1,3040(*) ,12976 ,000 ,9328 1,6752
3 1 ,2080 ,12976 ,405 -,1632 ,5792
2 -,9080(*) ,12976 ,000 -1,2792 -,5368
4 ,3960(*) ,12976 ,035 ,0248 7672
4 1 -,1880 ,12976 489 -,5592 ,1832
2 -1,3040(*) ,12976 ,000 -1,6752 -,9328
3 -,3960(*) ,12976 ,035 -,7672 -,0248

* The mean difference is significant at the .05 level. Leyenda: 1-RPMI 1640, 2-PFHM Il, 3-MyeloCIM, 4-HybriCIM
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Anexo 13: Andlisis de varianza simple de la concentracion de IgG del hibridoma C6G4 en
cosecha de cultivo de alta densidad por el método 2.
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