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Introduccion. El veneno de la arafia Loxosceles es una
mezcla peptidica, cuyo compuesto principal es la
esfingomielinasa D (SMD) y que es el responsable de
generar un padecimiento conocido como loxoscelismo
(1). Para contrarrestar la toxicidad del veneno se
desarroll6 un anticuerpo monoclonal (mAb) en
hibridomas, que es capaz de reconocer y neutralizar la
actividad de una SMD recombinante (2). Sin embargo,
para su produccion se requiere de un sistema de
expresién con altos rendimientos, que sea capaz de
producir el mAb correctamente plegado y con las
modificaciones post-traduccionales necesarias para su
funcién (3).

El objetivo de este proyecto es producir un anticuerpo
monoclonal que reconozca la SMD, usando cultivos de
células CHO DG44.

Metodologia. Las células CHO DG44 se cultivaron en
medio CD-DG44 (Invitrogen), para después transfectarlas
con diferentes combinaciones de plasmidos que
contienen los genes codificantes para la cadena pesada
y la cadena ligera del anticuerpo anti-SMD.

Las células transformantes fueron seleccionadas en
medio OptiCHO™, con antibiéticos y metotrexato (MTX).
El sobrenadante fue separado y guardado con inhibidor
de proteasas a -20°C. Posteriormente, el sobrenadante
fue separado mediante SDS-PAGE. El anticuerpo se
trat6 de identificar mediante Western-blot con un
anticuerpo anti-lgG humanao.
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Fig. 1. Cinética de cultivos de células CHO DG44 transfectadas con 2
combinaciones de plasmidos, usando una lipofecctamina comercial.

Resultados. La transfeccion de los plasmidos con genes
codificantes para la cadena pesada y la cadena ligera
independientes permitié crecer a las células CHO DG44

con una concentracion celular méxima de 3.9x106 células
por mL en una concentraciéon 20 nM de MTX.

Los sobrenadantes de estas células fueron evaluaros por
SDS y Western blot donde se observé una banda de un
peso aproximado de 100 kDa.
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Fig. 2. Western blot de sobrenadantes colectados a diferentes tiempos
de cultivo. Se observa en el carril 9 reconocimiento de cadena pesada a
100 kDa.

Conclusiones. Actualmente se tienen varias clonas
seleccionadas que se estdn evaluando. En el Western
blot se observé una banda de aproximadamente 100
kDa, indicando una posible dimerizacion de la cadena
pesada tal como se observd en el control positivo. Sin
embargo, es necesario concentrar la proteina de los
sobrenadantes usados, asi como realizar una prueba
ELISA que permita cuantificar la cantidad de anticuerpo
producido.
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