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la obtención do rinticuerpr.)u i)omu¥;srreo:a con actividad :11ri,;iia 

contra un :3010 do terminan te anti„cíniCO, involucre► la fuaión de etí— 

lulua so¥r,$ticau due p.ocio ol'octarso baj) oto rta;s condicioneu me-

diante la técnica do hibridación celular, la cual o;onc altnen te in 

:nor tal iza ctlulun formadorr►u de antic:urlrl.3u y permite 1;: pro.l.tcción 

ilimitada de anticutlrpoa es 	contra caoi cual.l,iter antL;o- 

no. 

1•n auto trbu•;o 3e la„Ionuron c:rslulna pia:;mátican de ratono  

previamente inmunizauon contra DIL•' con cSlulao de M-1,21ona no secro 

tocas de inmurlo;lobulin:tt:, uai:.ndo el i'IG cono t'uu6 r.;eno. So mantu - 

vieron en medio selectivo que porrtitió el crecimiento del híbrido 

con la conconitante elixiiriación de loa tipos celulciren ;•rorenito - 

res no runionacioa. 'oster:ormen'-e el hfbrl ue clon6 por las tóc- 

n1Can .e dilución 1imi tan te y por a;ar blando. '¥e tinte modo ata 

E;in6 una clona 1 2 socret3 una inr..lr:o;lubulinu de la ulane I;;.; con 

actividad cin'.i-:?lli', 1s c.ial se expanitó tanto in vitro cc:r,o in vivo s 

Finalmente se purificaron los anticuerpos :iel líi]uido le uluct:i:3, 

durante la pllrific:lcitn1 y Cíirt:C te r1 aci Sri le ion mismos s: -tnczn — 

tr6 lue se treta de una inmuno;;lobulirla de la subclaoe 1e¥.;3 con 

actividad nnti-JN y con un solo punt,) iooelóctrico, lo cual ocio 

ro que el anticuerpo obtenido e3 ht)t1UPt!nie3:) y .^.on actividad mor1ocu— 

pecifica. 
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CAPITULO 	I 
I N T R b 1) U C C I 0 N 

1.1 Inducción do plaumacitomas. Los tuiorea :anocia.iou con la pro - 

duccibn de inmunodlobulinas son loa 1inf'om'ts y los ,¥lasmacitomas 

o mielomas. Ambos tumores representan dorivaior; neoplísicoa de Va-

nos tipos celulares dentro de las c4lula:rdel uistema inmunocompe 

tonto; la inmunojlobulina producida podo ser secretada o estar - 

unida a la superficie celular o ambas (Tabla I). 

Los tumores productores do inmunoglobulinas mita ampliamente 

estudiados en ratón son los plasmad tomas, ya que parecen oriiTinar 

so de células especializadas de tal forma que pueden pro.iscir íuii- 

camonte un solo tilo molecular de ja no lobalina. 

Los plasaaeitomas se considera uo origen monoclonal debido a 

que la inmunoi;lobulina que prodce cada tiLnor es horaof;ún©a. Por lo 

que cada célula que orna un plasmacitorna tiene origen indepon - 

diente y está restringida a producir únicamente una sola clase de 

inmunolobulina. No se puede afirmar que cada tumor o célula nor - 

mal (célula plaemdtica) producen únicamente una sola clase do inmu 

not;lobulina¡ sin embargo, existen pocae excepciones (82r96,103,138) 

pues al menos se producen dos clases diferentes de inmuno,;lobulinas. 

Existen potencialmente tres tipos de tumores que so relacionan 

con la producción do inmunojlobulinas; 

1) Plasmacitomau 

2) Neoplasias linfomatosas que,aunque derivan de precursores 

de células plaumáticasr la producción de inmunoglobulinas 

no está asociada consistentemente con estos tumores, por - 

ejem plo, los sarcomas y la u leucemias. 

3) Un torcer tipo potencial de tumor asociado con inmuna 	;u 
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5hevact:,1 ,i72 , 11 ) 

1n!:,..nocltou norma 	'roducel )n .le 1ra5.:tio1,)b 111 ti tJ 	r)C:.11;naCl5t1 	a— 
les de loo exíleu 	 toló,;ic:► del tu_ 
se origin:,n los - 	 tumor. 
t'.In.oreu 	 Super f1 C:0 c 1.11.,r 	ie,retorü 

Linfoci to B 	 - 	 eop1: a 11nfo 
tco 

Linfoci to T 	 f 	 u 

Inmunoblas tos 	 ? 

b s t. 1ui t plustt,títicu 

Linfoplasmacito 	?  

- 	 eopl son.__: (1eu 
Ce'nlas) 	_ 

Leuc,r^;iu ce1u1•¥r 
p1 Lst1ti ca, neo-
pl•t..:na col al r-
rettcalar tipo 
:30 

lasmt►cl Loan. 	- 
(n;ielomu) 

Linforaa 

a Las inmunolob•.Ilin:ro de la su..erticie de los 11n."ocitos " scn 
muy uifíciles de de:!.o:str.¥r 

- 	Los neo plasmas de células T (loacumiuu un ratón) uon loo neo-
plasmas litlforreticul.tres .1s comunes en ratón. n estos turno 
res no se !la demostrado 11 presencia .lo receptores para inc::a- 
noglobulinas 

b El r-.eoplaunia celul:ir reticular tipo B es tus tumor pleomdrfico 
en la clii.3ificaci5n de U.unu. :ste neopl:sm:i contiene una mez-
cla de tipos celulares 1.to ¡Ue.ien ser :ntly dendríticou y que - 
están asociados con fibras reticulares. 

c 	cn algunos plasmaci tomas oc ha demostrado .jue tienen inmune -
;1obolinus en su superficie. 



- 3 - 

libas, son los honoren que preuentan invunoe<lobulinaa como re 

Ceptores en ou superficie y no tienen el potencial para secr• 

tarlas (96,119). 

Pla_sacitosas. bn ratonen Ion tumorou de células plriymAticr►s (plae- 

maoitomas) pueden inducirme esperimantalmonto en ratones do cepas - 

singénicas. Mlervin y Algiro (77) fueron loa primeros en inducir plse 

mroitomao en ratones de lit cepa IIALB/c al Probar lit uobrevida de un 

tejido •logbnico en cámaras millipore implantadan en la cavidad pe-

ritoneal. Pouteriormunte so utilizaron otros agentue inductores co-

co la mezcla de adyuvante-estafilococo (104), aceito mineral (105), 

prisuín(2,6.10,14-hexiloctadecano). ,ste último fue aislado,en 1'fl7 

por 1. SuJimoto,do hígado de tiour6n. l;r3tudios posteriores han mos- 

trado que su origen es probablemente biogánico ya q,io oonatituye en 

tre el 1 y 3 	del cuerpo de varias especies marinas de copépodos. 

U_C113113 	 ¥ 3 	 J 3C'{2-¿Cli2-CH2-..ii-CH2-CH2-CH2- I!-CH2-Cii2-CH2- ti2 

2,6,l0,14-hexiloctadecano (PR13rAN) 

éatoa compuestos no outrin implicados en la formaci6n de tumo- 

res, sino que Ion tumores es ori;;inan en el Tranulomra oleoso perito 

peal y parece ser que se requiero de este ambiente para desarrollar 

ne. 

Aunque la inaucción del tu:nor es fácil, el proceso por el que 

evoluciona es muy complejo. Se han descrito varios factores para es 

te procesos 

Genéticov: :;xiute cierta :.i .: ,tiói1ida3 de las cepas sinr;énieas 
de ratones, entre los indo frocuentee 3HA/2, A/Ho, A/LN, CBH/Fie, 
C56BLri u SR. rata restricción de cepas, así como de sus re w 

nectivos híbridos sugiere lao hay ganes es,iecíficoe involucra- 
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105 en el desarrollo de los tumores. 

Horaonuless Se observa mayor incideuoia en machos qud en hes-

brav, por lo que le testosterona juega un papel importante en 

el desarrollo del tumor, siendo esto confirmado por Taraltura 

y col. (127) ya que propicia su crecimiento, mientras que le 

progssterone y el estrrdiol lo inhiben. Así mismo el cortisol 

tiene un •feoto inhibitorio tanto en machos coso en hembras, 

puse inhibe le reopueota ínflesatorie en el tejido conectivo 

de la cavidad peritoneal. Por otra parte, existen otras hora_ 

ces como la adren000rticotrópica, le tirossti.ulante, le esta 

sulante de los foltoulos y la luteini'ante que tienen un efes 

to casi nulo en la inoidencis de tumores, no así las hormonas 

proleotine r tel oreoisiento que tienen un efecto comparable 

con el tel mosite mineral. 

Insunosupreaoress $andel y de Coses (72) probaron el efecto - 

del suero anti-linfooitico, de le timectosfa y la irradiación, 

así coso de le oiolofosfnsida y le esetrioprinsl siendo el - 

primero el lnioo que aumenta la incidencia de tumores y los - 

dos dltisos los que la reducen drásticaasnte. 

Ambiente antiggnicos McIntere y Prinoler (75) trabajando oon 

animales tanto libres de gérmenes coso con los que tienen tio 

re beotsriana normal, encontraron que probeblesente la flora 

gsstrointsatinel y tel tracto respiratorio provee una fuente 

continua de anti0enos naturales que estimulen la producción 

de células plassttioas, dando por resultado,en animales libres 

de gírsenes,una baja incidencia de tumores. 

ideado de estos factores es postula que los virus juegan un - 

papel importante en la formación de este tipo de tumores, ye que - 

se han encontrado partículas tipo A intracisterneles en casi todas 

las o4lulas de los plasseottoses eeaainados por siorosoopía aleo • 

trónica. 

Por lo gensral,el tipo de ordena pesada que se produce en las 

oílulas plasm&ticas es la de la Ig&. bata preponderancia de clase 
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suiere que las células diterenciadaa a prod,zcir IgA oun mris au : •¥¥, 

tiblee de tener una trunatormación neopl4nica que otro tico te c4-

luías plasm+tticae lo cual pus-le deberse a: 

1)Succoptibilidad de lu:: oilulae para diferiatrse a produ -

cir TA 

2) Cierta predilección de las calulao productoras de IgA a mi 

grar al tejido peritoneal, que en el sitio dance se induce 

el desarrollo neopllaico. 

La distribución de plaaiacltomuo pro.iuctor. a tle l la diversas 

clases de inmunoglobulinae difieron m•%rcudamente de la concentra - 

cióa d• las olamos de inmunoglobalinas encontrada en el suero nor-

mal e indica que el evento de la transformación parece mostrar eier 

te predilección por algunas células plaus*tioas (Tabla II). 

Antes de 1964 se había tenido mucha dificultad en establecer 

líneas do plaesaoito.ae de ratón en cultivo. No fue sino basta -

1966 que i'ettingill y Soronuon pudieron establecer la linea .7.5563 

después de un cuidadoso periodo de adaptación. Esta línea había si 

do transplantada en ratón en 1956 y hasta la fecha produce la mis-

a inmunoglobulina. Por el mismo tiempo L. Sacha y col. adaptaron 

la línea MOPC-21 (P3) a cultivo, la cual producía grandes cantida-

des de Iga1. Esta línea no se recuperó después de haber silo conde 

lada. Poeterioreente otra linea P3K fue establecida por Horibata y 

Harri• y el ser recuperada después de haber silo congelada se dis-

tribuyó a otros lauoretorioa. Por otro lado Scharft y col, entabla 

cieron la línea M?C-11. 

Las lineas celulares P3 y MPC-11 fueron utilizada& para estu-

dios de síntesis de inmunuglob.ilinas in vitro, así como en outu - 

dios de olonación y autagénesio, Lo que dio por resultado la •sis-

tsneta de autantos no secretoras. Por otro lado Miletoin derivó - 



TA 13 LA II 

I' [A ') L\S Cl!'i`i:"i :); I!1..UUOaLuB'I.1Nk3 i0D C1DAS 

:J3 t'l.9;2AC1'CO;i3 DE; R:1n,t•`:3 D': L1 CEPA 9ALS./c . Morse 

y col., 1978 (93) 

Cluoe do inmuno„1obulinn 	'orcant:IJo do ,1_Lamc:itomas 

I g:d 1.1 

IüJ l 	 ¥.1 

I gG2a 	 •S• 5 

1j12b 	 3.1 

Ig03 	 0.7 

IbA 	 45.5 

Clases múltiples 	6.6 

Cadencia 	1i.,eraa 	 2,2 

CIaoea no determinalue 	0.0 

C1nnoa no detectadau 	24,9 
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una oublínea de P3 resistonte a 3 a; guanina ahora 11an_i,ia P3"(63 

-AgB. :Ésta línea fue utilizada primeramente pura eut.¥.iiar faetón 

de dos cSlulas plasm4ticas, lo iue reveló que l:&s cólulus híbridas 

producían ambas proteínas de mialoma, por lo que Kdxler y Milutein 

(1975) fusionaron una célula plasmdtica normal con X63 y obtuvie - 

el resultado d• que el híbrido producía tanto la proteína de la lí 

nea MOPC-21 así coro un anticuerpo contra gld aloe rojos do carne-

ro. Por lo que se consideran como loo pionuros de la técnica de hi 

bridación celular, la cual esencialmente "inmortaliza" células in-

dividuales formadoras de anticuerpos y permito la producción de - 

cantidades ilimitadas de anticuerpos monoeupecíficoe homogéneos - 

con :ra casi cual luier antígeno sin que neceoariuumen;e esté puro. 

Además Kbhler y Milstein mostraron que la fusión entro una c6 

lula normal secretora de anticuerpo y células de miuloma podría - 

realizarse utilizando virus de Senuai. Las células resultantes con 

tinuaban secretando inauno¿lobulinas de ambte células y retenían 

las propiedades malinüu del mieloma progenitor. cato aclaró que, 

debido a la naturaleza clonul de la respueeta inmune, esta técnica 

podría resultar en la proauccibn de anticuerpos obaolutarnnte esp. 

cificoe. 

1.2 Fusión celular. Durante la primera década del siglo XIX con el 

descubrimiento de células multinucleadas, se dieron loo primeros 

indicios de que pudiera ocurrir fusión entre células somdticas. Jo 

henos Mtller en estudios hictopatológicos en enfermedades como tu - 

berculosis, varicela, viruela y rubeola encontró policariano:39 lon 

cuales se originaban de múltiples o uuoesivacr mitouiu sin las con- 

- 



eomitanteu divi3ioneu del citoplaernar o de lu fuolón de c6lulas mo 

nonuclourc.r prouxi:3tent¥s3. .:n 192') ,. !i. Lewi3 (64) reportó que am 

bou malos se p.ruaentab<►n tanto in vivo corno in vitro. :'or ujom 

filo► el huno Physrurn por mitouiu ciu como resultado un policuárión 

denornina ,lo planmolio. r.ntra loa or 	in:no:t s 	riare la fusión no 

se oncu•onttra con frecuencia oxee;:to en t►so<.i.toiñn :on ent'urmeda►dea, 

por conui„uiionta piro di fe rou i ;r poltce►riorie:i iu.si ni.ios de plas- 

mo iio:r r el rrrimuru ira :ui .0 ;.lorruo:innuo como 31nr,lulo. 

A pisar do lo:r adelantos en el ui4.lo X[:{, loa níbri.ios colu - 

lareu no t'.ieron aeuruoiort-au ai.no 	1)o0 ( 'abla iii ). -;n loo - 

prioorou uno:: de euu dóca.t, Barski, Sorieul y '.:orrrefet•t (4) repot• 

taren el aiulamivnto :e cepas colularen du sarouma obteniaas de - 

una solo célula de ro'•ón, la cual fue aislada por.teriormonte. Las 

linean celulares et•cui diutin;uiduu unas de otra:. por .ios caracte - 

rfaticus: c'or su habilidad para inducir t,:nores al ser inyectadas 

a un organismo r•ecipiento histocompatible y por el número ie croco 

somas y su morfología. 

Existen membranas celulares que se pueden fusionar intracelu-

larmento o intorcelul:►rmcrt.e con bastante frecuencia. Para el pri-

mer caso so tienen ejemplos como la undoci tosi s, l ico3ut1at; y grtnu 

los de secreción. Para la fusión intorceluiir oe tienen ejemplos 

corro la fertili;ac ón del óvulo por el espermatozoide (11), la plan 

moarnia en hongos (98), la formación jle miotúbulos (3)), osteoclas 

tos y cólulas gigantes (36), así como en los even.uu de implanta - 

ción del embrión en el útero (sincisio trofoblrtatico). Llama la 

atención porque, sin embarro, otras estirpes celulares no se furrio 

nan con frecuencia. 
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Cfti; )! ) ; IA r); 	 .Ii 	L;: 111 ;” ,;.1 '. 	T:. 1 1 '{ I E, ? 1 .).1';1"!1 :?c 

196() 	13;.rrsr.l,.)uriuu1 y nur•nerurt, :/,i;;c .at•citi ti í o-•t 1', ; _+r1ull t: ;_s  
Rrl,iou irt vi tro por fu::tón c^1,t1 .r• •lc.:..¥n 

1 )57 0Kada demos tr S 1 tu e 1 vi r i:; do '¥unti:sl i nsc lv sdu+ con 1 i 	al- 
1962 	travioluta 	,1l:i+s u;arae tiara f' j.3i o ti -.r e 1 l•,:1 ir, Vitro) ;-ara 

,;enorar tioe•se,rion;;:l. ;iorl.. il ! 	;hr inai, ;onLraati loa ro - 
.1:11 tal co de Har:3<1 y co1. 

1963 	+;ortlhun y :a:.c:n, cont•1r•:nan 1o.s renal tato:; de Rares¥ci y col. 

1')G4 	l,1tt1u:1olu, 1ntrotuc;e el u..o le :á1c11:.; .-1tinte1 ,; ro.iio jiu 
cut *.ivo tic ten tivo para 1.¥ uo;>ar¿ic:;ri de o+51u1.iU nírlt•l.iao. 

1965 	!!tirria y Watllrl:; e iniu;:+Jrl:it attttr.ente t.¿, Ka1a y M.1rayima, ;,^j-
aucun ul priur t:ut:roc:►ritin v:3o^í: 1,:o u:;sn.lo ul vtrurs de -
iundai in:cct.ivadu. ::phruts;;i y ',lciesu, pro l t:;on el prtr.,ur sin-
carl.Gn lntcroupoc;ít'tco por f'.19:3n ea ont ínuu. 

1)6ti 	Yerganiun y No! l, da r.o:s.r:,r ri , le el vir.r:s :le 	vnd'll pede - 
usarao ;,.tia pro.lualr hío: t_lon. ;;a+ss:;on, :.¡lrl rano m y Yanmotu, 
croando c61.11,.a do r+alano:aa y r. 1al;:u no ;ri ;,ontuius, le pos -
traron t.re un :rarcaJor funotí::ico de aiCctruncs:t.ciSn niatloti 
pica (pi,suon tan i3n) na ,lu :ter elimin.bo se lect►v;sa:c:nte en lo:: 
ti bri ,.ioo. 

1967 ';eisa y 'Jroen, :ieantiorieron 1 . o1 la:in :<.t in pruferct;cta1 do -
1ou cro::;oso:n:►n uamanoo en lo:; :.íbrldeo ra ti5n-.r lno y der.os-
traron l.se CO tu fenómeno ;+a:3J a r:;cirnu p,ra m;. r ::: ;ene o en - 
el numbt•o. ilatKir;o y Jalbecc:o e julo ;s ;n.iiont.:;''r.te, r;oprou-
ki y col, deooutraron 1•s 1moora::3n cie vira., clanlo par tí :.:-
lam artivua `iV43 cine r.;en de tInr•i ion i•lriva-o o de cáluloo - 
tranuformadao 	per:ninivua. 

1)69 	lí:lrr•is,iClein y aun eolo,i:s irlic.:iroli extses i,atsn .au joule doran 
traron iue 1:i mal iniitul no nc easrl:rc.t:;o i;j:;ln, en :sirca -
rioncu Lferiva:u:; de células nor^a1co y onwoónicao. 

1)70 Lucy y col . , iniciar•, :, los ex?erir:tontcu para inducir fusl6rl. 
con lectinas. ":ocKin_, ,/ col. nocteriorinen e Punionaron proto 
plaotou do planta.;. 

1971 	ii.1d113, 3olmer, :i11er,.7lni una! co, H000toma / col.. c., .o;zaron -
con el uso sintomático de la hib:•idacicín celular co••.o can sis 
teit+a expe rimen tal para el a:.>eo de uro:r000tl:1F3 11 &rc tto 3. 

1972 	Crsrllon,Jc.ith y liear•inr;, ;i otilj :on un ilíbri.io intere.:cSfi 
co 3e 1:1 fusión de pratopl:lutcc de plantan. 

l97 	K5h1er y t.11stein, deoart•o1laror: l,c t,Scrlica de rilbri.ío:r,a co-
mo una iuei;te de ütl'. 1 cae roa  !iU'7+O¥, LnCo.3 t;ozt a ;1V 1(f'ij mJr100$ 
Poe1:ica• 
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Después de la fusión se formen células multinucleadas denomi-

nadas beterooarionsa. Si estas células llevan a cabo la divisi6n,-

tusionan su núoleo y las células hijas poseen un s610 ndclso cont! 

nisndo cromosomas de cada o4lula progenitora y se denominan bfbri- 

dos. Mientras que algunos híbridos con estables, hay otro* en los 

que se manifis=;ta una tendenci& general para perder cromosomas y - 

en algunos casos los oromososas de un progenitor se pierden prete-

rencialaente (142). 

Aunque gran parte de la importancia histórica de los estudios 

de células somáticas híbridas estaba basada en la fusión celular - 

(PC) espontánea, aotualsente se conoce que la FC puede ser induci-

da por el uso de ciertos agentes, tales corro loo virus, las lecti-

aas y el polietilenglicol (PFA). 

I]t el caso de los virus, debido a la gran variedad de tipos - 

celulares susceptibles al virus de Sendal que pertenece el grupo de 

los parasisovirus, es el más utilizado como agente tusionante para 

generar hfbridoe celulares. El virus de Senda¡ se caracteriza por 

presentar afinidad por las gliooproteinas de la •esbrana celul+.r a 

las ouulss ataca ensimdticamente, posee una envoltura liptdica ro-

deada de "picos", tiene una ribonuoleoprotefes de elevado peso so-

lscular con estructura helicoidal y es una partícula pleom6rfica 

de 5000 1 de diiaetro. 
Sbeid y Cboppin (118) observaron que los virus de Senda¡ ore-

cidos en cultivos de células de riñón, presentaban una gliooprotsf 

na de 65 000 daltons y carsofan de dos funcionen: La bu.olitica y 

la fuaionantsl sin embargo, si Bata gliooproteina era digerida trí2 

ticamente y reducida a 5 3 000 daltons, presentaban las dos funcio-

nes, Por consiguiente existe cierta influencia del huésped para 4jt 



terminar si se presenta la gliooprotefna más grande e infectiva o 

la pequeña y potente durante el enasmblaje tel virus. 

in el virus se va modificada la c.tbi•:rta •.1 axlicionarselo a 

la envoltura los"picos", antes de que éste nora liberado por la cM 

lula huésped. Eetoa"pioos" son protusiones entre 80 y 100 1 y tun 

gen nono hemaglutininaa univalentes que en conjunto hacen del virus 

un agente• aglutinante nultivalente. Ademrts presentan actividad de 

neurasinidaea, cuya función es hidrolizar las tarminaoiones de los 

residuos de ácido siálico de los oligoaacdridou de las gliooprotei 

naa, dando por resultado el poner al descubierto loa sitios recep-

tores para el virus en la cólula .uE tib1:. 

La partícula viral actúa como ajonte fusionanto al fijarse a 

la superficie de do j células diferentes, poniéndolas en intimo con 

tacto para efectuar la fusión. Dicho mecanismo depende tanto de le 

multiplicidad del virus como de las oaracterístioas de las células 

huésped, presencia de iones, del pH y una fuente de energfa. 

Multiplicidad vital. Esta er, imortitnta pira cuca t'u :t3n l(iacua 

da ya que ciepenai mio de lao octt,iicionuus de ",+:zión varíe. la -

rel.tci(5n c,slulaa-viris. 

Características oelul°-t'n del huésped. Entre las mee relevan-

tes se encuentran: a) la presencia de receptores en la super-

ficie de la célula, que implica qua solo algunos virus renc -

cionarLn con una célula dada. b) especificidad, la utt:znptibi 

lisas de las células es variable, siendo las malignas más sus 
ceptibles que las no malignas, los cultivos primarios ale que 

los esoundarios y las jóvenes más que las viejas. o.) además - 

se presenta variación segán la etapa del ciclo celular en cal 

tivos sincronizados (85). 

Concentración de iones Cap+. Coso muchos otros fenómenos reía 

cionados con la interacción de superficies celulares, la fu - 



eibn inducida por virus es ve lnf1ueno1aIa por la presencia - 
de iones Ca*+ ti  no ael lu aglutinaci4n (124). 

pH del .edUA. Okuda en 1960 deoostrd luo la furoidn de oólulaa 
de aeoltis con virus de 5endyi era de;ondinnte ;ifr1 pH. Esto - 
puede ezplio.►rsa por el hecho de que a pti elevado loe snionen 
del runorti. ucdor, foofato y oarbonato precipitan loe iones -
Ca ' (86). 

Requerimiento de energfw. Lao c4lulae que outin llev>in.io a en 
bo lo tus 3n, al menos un al ¿un os Liporr col ulareu, pro sentan 
tanto la respira.?itin aerobia coco la anraeerobla (g1uc61ieie), 

por lo que, si la fusión se lleva a cabo es 40C, disminuye la 
actividad metabólica y por consiguiente la respiracibni sin - 
•.ebargo r  la activida,i se reutabloce si deuputo del periodo a 

0C es incuban a 370  4 	 anC (143). 

En 197.1 el P1X fue introducido como un agente aglutinante pry- 

ra protoplastos de vegetales, obnervdnduso un alto fndice de FC. 

Un año deapuds Nontecorvo (99) lo experimentó en un sistema de ci- 

lulas a im;iles, obteniendo los miunos resultados por lo que propi-

cid su utilización como atonte fusionante eatandar. 

El PI)) es un polfmaro de pe'o molecular elevado cuya eotructu 

ra química se expresa como sigue: 

HOH2C(C112OCH2)nCH 20H, 

además es un compuesto relativamente no tónico para laa células, - 

produce alta incidencia de FC, la cual va en relación a su concen- 

traoidn y el peso moldoular del Pi que se empleo, obteniendo •ejó 

res resultados cuando el PE.^. so usa a une concentración de 50 < y 

con un peso molecular entre 300 y 6 000 daltone. Esto rugiere que 

hay un peso molecular mfnirro (300) o un número mínimo de subunida- 

des repetitivas (alrededor de 5) debajo de lee cuales el PbX7 pier- 

de su actividad de fusóEeno. Existen otros factores que pueden 	- 
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afectar la eficiencia de fusión como el pf{ y la dunaidad celular(22). 

Para poder conocer algo uobre el nocanilamo do fuaidn tamo pa 

re el caso de inducción por virus tomo por aontes no virales se - 

conveniente revicar la arquitectura de la membrana plasmdtica. 

Le membrana plaomdtica vatd conatiLuida en un 58 e 76 Q de - 

proteínas, 20 a 36 '° de lípidos y 4 a 6 1 de carbohidratos. En los 

años cincuentas se postuló un modulo conocido como de Davaon-Dance 

11i-Robertson o Modulo de la Dicapa, que e=plica que la membrana 

esta constituida en su interior por 1ipilos, cuyou eitrarioa hidro- 

fflicos se encontraban orientaduu 	ia fuera, cubiertos ambos ea- 

truenos por protoln. Durante la década de loe sesenta& Bote mode-

lo perdió popularidad ya lu no daba a=plicación e fonómenoe como 

la fusión, por eu relativa ausencia de earbohidraton, su simetría 

bilateral rígida y uu compoaioión de proteinaa en confi;¥uraci6n 

(43). El modelo que se acepta mía amplia:.ente os el de le bicapa - 

de lípidos. Sin omberjo, en asta modela las proteínas do la meo - 

brana no setln ezelufdes de la bicapa de lípidos, y se encuentran 

en *atado fluido, permitiendo el movimiento eztur.sivo de las protet 

nao bajo muc!.00 estímulos. Ll modelo ha sido denominado Modelo tel 

mosaico flufdo o Modelo de Sino r (121). 	k 

Ademrtu de la estructura de la membrana existen una serio do - 

eventos -Zue conducen hacia la fueiín de células animales: 'gatos - 

eventos incluyen el acercamion.o de las cálulau hasta encontrarse 

en intimo contactos vrik,ru ellas ee tiene a la ae!atinaci6n, elimi-

nación de envolturas protectoras de las moléculas de lípidos de la 

membrana plaum!ltica, rearret;lo físico de las wolaculas de lípidos, 

el llevar a cabo la coaleaounci•r del cito planee y finalmente la e_ 

tabilización de las cólulau fueion:itac. 
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La aglutinación es llevada a cabo por aposición cercana de - 

lea membranas adyacentes, que interaetdun mediante uniones hidrofó 

bioas la cual es favorecida por agentes fusionantee como el P1 -

q ue causa aglutinación celular, aunque se desconoce como la lleva 

a cabo. La mol4ouls polimarica ha sido usada como una aglutinina -

dtil cuando su peso molecular se encuentra entre los ranL;os de 1500 

a 6000 daltone. Ya que el PI1 se encuentra ligeramente cargado ne-

gativamente en soluciones acuosas, ea necesario introducir el efes 

te adicional del Ca«*  para formar uniones electrostáticas entre c& 

lulaa y llevarse a cabo la aglutínaoi6n. Esto puede entenderse por 

el hecho de que iones divalentea pueden formar puentes entre el - 

PEII y la &superficie celular que presenta carbohidratos cargados no 

gativaeente (45). 

Existen otros agentes aglutinantes como loa anticuerpos y las 

lectinas de plantas, y se ha observado que después del tratamiento 

con ostus últimas se puedo llevar a cabo la fusión (122). 

No todos loe agentes aglutinantes son buenos fus6genos ya que 

no es afilo el acercamiento de las membranas lo que se requiere pe-

ra la fusá6n, sino que,-ie necesita de las interacciones con loa li 

pides. Debido a que reconocen los grupos carbohidratos (glicopro - 

taínas y glicolfpidos) que forman parte de la capa más **terna de 

la ■smbrans plaamética, pueden impedir el aeeroamiento de los lipi 

dos de las dos membranas y evitar así la fusión. 

Los carbohidratos se encuentran como azúcares neutros (galuo-

tosa, ■anona y fuco3a), acetilaminoazúcares o £cides milicos, gs-

neraluente se encuentran unidos covalentemente a lípidos y protei- 

nas y pueden tener un papel importante ene muchas funcionas bioló-

gicas (141). 

L 



Al encontrares los oarbohidrntoa en el exterior .fe la membra-

na plaesdtica eetbn implivaioe en la PC X  lo cual ea ve rafursado - 

por los siguientes hechost non roaponeiblee de la car?,a negativa - 

tfpica en las células a pH fisiold»ico, ann reaponeableu do la es- 

pecificidad antigénica (grupos aangufnooa), proveen loe aullos pa- 

ra el reconocimiento odlula-célula, determínun loa uitios receE'to- 

res para virus, bacterias, agentes aglutinantes e inductores in - 

eiooitosis, y son importantes en el control de la permeabilidad a 

fonos. 

A-in cuando se dispone de poca información acerca del mocanie-

no por al cual el P»3 induce FC, so sabe que su iniciación •s un - 

evento auy rápido después del tratamiento con el fu36eno. Dicho - 

evento, en un principio, se manifieota por aglutinación y por la - 

formación de contacto@ próximos entre las membranas do las células 

contiguas (48,100). Robinson y col., observaron jue la fusión de - 

membrana se manifiesta por una ordenación pentalaminar, una carao- 

terfstioa asociada con la fusión de sembrruise en otros sistemas - 

(57958,90,128). Se ha observado que, después pie la FC, hay un inter 

oavbio rápido de loo antígenos de la superficie celular. Este moví 

miento puede ser semejante al que se lleva a cabo con cationes di- 

valentes coso Ca', lectinas, anticuerpos o cationes multivalentes 

coso los virus efeotuentto un desplazamiento de receptores hacia un 

[rea y dejando libre otra, fenómeno conocido como "capping" en el 

caso de antieuerpoe y lectinam. Adetala las cargas negativas de las 

glicoprotefnae contribuyen a despojar la superficie celular y per-

siten el acercamiento de las dos membranas durante la fusión (115, 

130). 
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Despudda del trates miento con PDJ el efecto de ésto sobre la - 

membrana plasmética no uatd rostrin;ido u rugionon especializadas 

de la mia■a (2,45,70,108), sino que causa un efecto genoralizado - 

sobre la membrana haciendo que todas sus parten sean po!encialiuen- 

te auoeptiblea a la fusión. :ontrariflmente a lo observado por Pon-

tecorvo (1977),  quien basado en cinemicrograflas, eu,iere que la - 

fusión ocurre preferencialmento en los estrenos de las* protuberan-

cias celulares en fíbrobinotos¡ otro© estudios (43,74) indican ius 

la fusión ocurre inicialmente en poqueñhs áreas donde las membra - 

nue permanecen en ountaoto prósimo. 

Etaminando la morfología do la membrana so ha visto que nor - 

malmente las membranas celulares no pern inoceti prósimas más de 20 

nm, debido a la repulsión eloctro©t,►tica mutua y por el volumen de 

exclusión de las glicoprotefnus de membrana, aun;ue puede ocurrir 

la agrejacidn de partfcul:ic intramombrana (PIM) por desplazamiento 

electrostático directo (32). ln el caso de fusión de eritrooitoe 

as sabe 1U3 las PI► están asociadas con loa grupos asa fuertemente 

cargados de la saperficie colular (97), aunque son posibles otros 

■ecunismos (32977). La agregación de :1M parece jue no depende del 

tierpo de tratamiento con PE), ya que a diferer.:ee tiempos se pre- 

renta el mi aso grado ao agroaci6n (113). Lo jue tiene un efecto - 

claramente notable ea la temporatura. Cuando se exponen las célu - 

las a bajas temperaturas después del trutamianto y fusión a 37°C 

las células muestran un rearredlo de las PIMi. Este rearreglo no ea 

debido a la baja temperatura sino que las células sin PFM no mani- 

fiustan el mismo grado de aársCación de las PIM. Posteriormente es 

encontró que el grado de temperatura. que induce a t;re t;ición varia - 
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con el tiem¥:o; deopuóa del trat►miento con 1'P.U, t;o encontró un tiem 

po m4aimo, transcurrido ose tiempo ol nivel .10 .'rgreg,r►ción vuelva a 

eu nivel baual.Eetr► variac_6n en la agro„acido -le 1uu }'IM sut,iere 

una ;oaible relaci3n con la FC, ya qua puedo inforirne que hay una 

relación entre la fuoión y el 	rpo de trutamionto con ''EG que in 

duce alteraciones en la mesbrana como lo indica el hecho de que la 

fusión empieza poco ti.+mpo deapuáu (14,99) y no antes (56). 

Se ha suaorido que la fusión ocurre en área de contacto prósi 

neo y ose contacto parece oourrir solo en E:ecluerñau 3roau doaprovis- 

tan de PIM. Por otro lado, las ro¥ionea de lis membrana ?uo no están 

en contacto pr6iimo conuorvan una diotribuel6n azarosa de PIM (43). 

Parece que el P}l induce una are,;aci6n de 'W para facilitar el - 

contacto entro células adyacentes, aunque la fusión se efectúa en 

reoionea desprovistas de talen portfculan. La prauencia de ,au PIN 

so ha descrito en varios siutomau. La rnn,dor parte de eatud.00 tra-

tan con el patrón de distribución de las t'lW. en células corro una - 

función de La composición lipldica de la membrana (33,35,42). bote 

resrreglo se ha reprotado también para inducción de fusión con - 

otros agentes (135,136). 

Acerca del mecanismo por el cual ocurre la fusión de membra - 

nas, hay evidencia% que augior.n que ocurra vtr► interaeoión lfpido- 

lípido en regiones desprovistas de proteínas de las membranas orues 

tae (41,87,91) aunue es ha propuesto también un mecanieino de fu - 

Sión basado en la interacción de I)icara:3 desproviatns de ltuidoa - 

(1.48). Luoy (68) ha aujerido que un car.,bio en loa lfpilon de la - 

membrana que permite el paso de bimolecular a micelizál favorecizi - 

la fusión. 
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Dingle (25) con base en oetulion sobre termodinAuica de aupar 

ficie argyy que la fusi6n de dos mombranas iue ee ponen en contad 

te y que tienen alta tensión euporfieial es probable e menos de - 

que esintan en el medio factores estabilizadores como proteínas. - 

Aunque parece que ©1:'1►^^ 	.jetructural de loo lípidos no ea su- 

ficiente para la fusión, ya que existe un rango muy estrecno entre 

fusión y lisia en el caso de los virus#  probablemente se rey;uiere 

de un secanismo que estabilice las eembranae de tel forma que si 

preserve se estructura integral. Se bu ou&erido que dicha activi - 

dad requiere de energía que en las células proviene de su activi - 

dad de A.Pasar  ?la y X; y la asociada a Ca;*  y no de la proveniente 

de la mitoeondria. Aunque tawbiún se ha reportado que en presencie 

de ATi' y Ng*+ r  el Na y K-ATPaaa promueven un reordenamiento de las 

protefnus en eritrocitos huumanos. El reordenemiento de lee urotef- 

nao puedo implicar un cambio de configuración de alfa-hdllce o ale 

balar a una configuración 1 . Esto invalide la idea de Kavanau(44) 
de que le fusión de membranas requiero un agrupamiento de las pro-

teinas de membrana y que la estabilización de le fusión requiere - 

una reversión a la forma estundida(( ). 

Hay evidencies que aJoyan el movimiento .lo las gliooprotefnas 

de la superficie celular (54,55). En le inducción de fusión con vi 

rus, se sabe quo las glicoprotefnas pueden ser desplazalae de regio 

neo adyacentes por los enlaces de unión a los sitios vírale:, :aci 

litando la fuuibn en esos lugares no obstruidos. Esto demuestra no 

solo que las glicoprotefnxa pueden ser removidas de regiones espe-

cificas de la superficie celular sino también muestra que la -ii3 - 

tribución de las mismas depende de estructuras de la membrana como 

son los microtúbulos j loa uicrotilamentos. Estas estructurase  fr! 
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cuentoeento don ajontaa de motilidad. 1.1 movimiento de las ¿lico - 

proteinan de la superficie d.irante la fui:.6n o el "capping" pusten 

ser coneao¥i.►ncia de eu actividad, a'ini.ae ce ha a orido tamhi4ri -jus 

la cara negativa do las glicoprot.fnas está implicada en el movi-

miento de estas il timas durante la fui6n. Se ha 3u4,lerido, por otra 

parte, que en la induoci6n de fuei6n con PF;: no se requiere la rus 

tura de microtúbuloui o micro'.'ilaraan:oe durante lis alteraciones - 

que sufre la membrana (113), en contraste con lo propueuto en ostu 

dios d 	d e inducción e fusión por virus y Ca** (13`i). 

La formt►ción de una célula fusionada debo involucrar una re - 

distribución de la membrana y una ezpanui6n de las continuidades - 

oitopldemieaa. Algunos autores han propuesto que las células fuaio 

nadas provienen de oálulas conectadas por pequeños puentes citoplds 

micos (2,43,99). Knutton iniica que dichos puentes llegan e ezpan- 

dorso por un proceso de engrosamiento celular. En sucos casos es 

común ver en estadios tempranos de la fuai3n cómo las células se -

fisionan con tales continuiiadoa citoplismicaa parcialmente ezpan- 

digas (48). 
Por otra parte, se ha euJerido que la fusión requiere elimi - 

nar momentáneamente el Ca y el ATP de las membranas, de manera - 

que proporcionen una región de baja rigidez la cual sea saceptible 

de tusionarse¡ sin embargo, esto puede variar según el sistema y 

las condiciones de fusión, así como del tipo de fucógeno utilizado. 

Emaelot(5) muestra que las uniones estrechas de tejido de ra-

ta, donde las membranas de las células contiguas están estrechasen 

te opuestas es dond•3 se presenta alta permeabilidad de membrana. 

Conjuntamente ha cbeervado que dichas £raes están librea de ¿ido 
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uitlio. 

atulios biorlufmi(-o:; mue:itr+►n quo aurante la in,iucción de fr 

aión con í'EU hay cambio3 en la i'urmoaoilt.iud su 1 mumbrana (49). 

La póriida do uaimetrfu cutiónica, como uu cabe, tiune lu.;ar en !c► 

inducción de fuui6n non viran de 3frnaui (102) put.:do entonces reaul 

tur en la entrada de u ;ua y la c:5lula targirae. El orii;rrn de este 

cambio un la porma,►bi1idad de la mumbrana es Jc.3ronocido erg el ctrr• 

3o de trateuuiunto con :C 	puro ci cu poc ble aner;urur que el PEO 

debe perturbar drríaticamente 1r► laut.ructuru de la :uembrana, al;{unus 

vecen de maiiera irrovuraiblu y, frecuent<oa.;nte, resultar en la ,¡o— 

gregr►ción de l ípicioe,. in mucnou caiou el tratamiento con `' G y la 

incubación uub:cecuente a 37°C tienen el efecto de inducir se;;rega— 

ción do las re¥ionos lisau de la mambrana:;, a.a iecir, un la n regio 

nea desprovistas de "IM aparece la formación de gotitas identifica 

das como lipidos (48), que frucuentomente producen burbujas en la 

superficie celular. Talas perturb:acionua de la membrana pueden ti— 

rigir los cambios .le permeabilidad ya iue co ha mostrado que algu—

nas condiciones comprimen la bicapa de lípido:z (27). 

La entrada de Cu++ puedo ser una posible causa de lau burbu — 

jas de lipiuos, sin embargo, cazro_os en la perseabili.iad de la sea 

brama cualquiera que sea cu origen, conducen a la tur,,encia celular 

y deben proporcionar la fuerza que expanda loe célulaº conectadas 

por pequeños puenteo citoplásnicos, d.indo la forma esférica a las 

células fusionade. 

Consecucntomento,doopuós de .3.ie rnícroiilamentos parecidos a 

la actina y a la miasma que nubtienaen la membrana plasrad:ica de 

las células son bu aa¥:ntuu reuponuubloo de efectuar la unión cito 
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plriamica y los ontobiliraiorv:) del f)i ]toma de f'uuidn. La Yenura - 

ción de enerjIa involucrada en la fuci6n en empleada princiu lmen-

te en la actividad (le osan fibrau. Las condiciones ambientales que 

favorecen nu operación incrementan la fusión. Puedo decirse que al 

tan concentraciones de Cap` y el pH, quo ayudan también a la coa - 

lencencia de la membrana , condicen al crecimiento celular. As$, - 

cuando las cdlulan son reincoporadan al medio de cultivo ideal se 

restituyen las actividades normales do la membrana y la superficie 

de la misma se restablece a untados en los cuales promueven el oro 

cimiento celular y evita una fusión posterior. 

El hecho de que las chulas vuelvan a condiciones en las au~-

les pueden continuar con sus actividades celulares normales, ya co 

•o un hibridoaa, implica que debe efectuarme una sincronía de acti 

vidad ya que la funidn de células, que evidentemente es encuentran 

en diferentes fases de crecimiento, deben necesariamente sincroni-

zar sus funciones. 

La fusión es un evento raro, aun cuando se utilice PEO o vi - 

rus de Sendai. Por lo tanto, si las células de mieloma se fusionan 

con células normalen, en el cultivo sobrepasarán en número las cé-

lulas tumoraleu y ea necesario asegurar que solo los híbridos cree 

can. La estrato¿ia general es la desarrollada por Littlefielá (66) 

quien seleccionó dos lineas tumoralesi una de ellas que caricia de 

la enzima hipozantina-guanina-foeforribosi1tranoferasa (HOPAT) y 

la otra oarecfa de la enzima timidina kinasa (TK). Ya que aunque 

la droga aminopterina bloquea la ruta principal de purinas y piri- 

■idinas y por lo tanto en su presencia las células que poseen las 

enzimas TK y HOPRT cancelan el efecto tóxico de esta droga, si el 
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medio 1e cultivo contiene timidina u hipoxan.ina. r 	o Slti•ros pue 

den ser metabolizado3 directamente por la.3 ona.; a nucle6tidoe - 

(ruta silveotro). Sin emb.iro l:is cblulsu T! y H(;i'R'P carecen de 

seta ruta y por ende la síntesis do ADN cona y la cólula muere. Si 

estas cólulca deficientes se fuoionasi con células nornalee,loc ní- 

bridou res.il tan toe, al cid  iris las enzimas de la célula normal, - 

pueden crecer en el medio selectivo que contiene hipos.¥ntina, ami- 

noptorina y timidina (medio HAT). 

1.3 Utilización de los hibridomass. Loa anticuerpos puelen utilizar 

se para el análisis y purificiicidn de moléculas contenidas en mez- 

clan antinicas comple jai. Sin embar?¥o, hay l.ic tener en cuenta 

auo convienen anticuerpos con diferentes eapecificidades y jue son 

hoteroeneos. Loe antiaueros convencionclea no obtienen de dos 	- 

fuenteot los noteroantieuero:e que so producen por inmunización en-

tre eajeeioo animales y los aloantisueros que son el producto de - 

la inmunización intraespecífica. Algunas de las características - 

por las cuales se ha restrin;ido su empleo soni a) es imposible re 

producir precisamente un lote do anticuerpos¡ b) cada antisuero es 

muy hoterogeneo en cuanto a especificidad, afinidad y actividad - 

bioldgic.,; ya que contiene anticuerpos que pertenecen a iiierantes 

clases de inmunoglobulinas y estíui airigidos contra muchos determi 

nantes anti_;énicos; e) se producen en especies diferentes a las - 

que van a ser utilizadou,por lo que mi non usados ni vivo pueden 

originar problemas de hi •-ereen3íbilidad; d) hay .iiferencian en las 

respuestas individuales dentro de la misma eapecio¡ e) es díficil 

obtener 	en grandes cantidades anti„enos puros necesarias para 

L- 
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separar a loa anticuerpo de un untisu. ro dad. 

Los tnticuur¡pos ronoc;lonslclu puns¥;n e¥njle.irsu como cur reacti- 

vo uímiuo bien duf inido, loe prblHmas inaica.ioa para un antinuu-

ro convencional pueden uupurairse c:.)n 3.i atilisac.3n. lcier..iu loc 

Aclk pueden producirse inciuf'ini.famento. 

A diferencia de los antiaueroi conv,ncion.iles, los anticuerpos 

producídou por la técnica de hibridora se c:cracturian por ser ho- 

nogéneos en cuanto a la claou le inmuno ;lobul ira que se proYc:ce, 

afinidad y enpocifieidid, lo cal les cunfiere vent:ajau para uu - 

uso en muchos campou biológicos. 

Por otra parto, pueden p pararse AcM contra componuntes sin-

guiares de cualaaior mezcla compleja; así mia:uo, pueden prodacirso 

cantisadeo ilimitadu3 dio los distintia anticurpoo, lo cual perri-

te descomponer tina mezcla de sustancias en sus partes integrantes. 

Esto es posible inmunizando animales con la mezcla por analizar; 

se obtienen clonas híbridas y los anticuerpos derivados do cada - 

clona sirven para separar los componentes do la mezcla en forma me 

cuencial. 

La técnica de hibridación celular ha sido utilizada en ostu - 

dios inmunológicou, en particular para la producción do AcM contra 

una gran variedad de antígenos como son antí¥,enos de la superficie 

celular (61,123,139), antísonos de hiutoconpstibilidad (29,92), am 

tígenos tumorales (126) y en estudios de diversidad de anticuarpoe 

(110). Otras líneas de investigación uoun la hibridación celular - 

como una aproximación tu l entendimiento del mecanismo que controla 

la expresión de inrsunoglobulinas (49,50,62,73). 3e ha tenido un - 

progreso rápido eii la producción do AcM contra antíganoc; de célu - 
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las tinfoides de humano. ye han reportado AcM par+i determinantes 

1.1 loci HLA (20,97,92,93), 0 -2-sicroglobulins (10,131), un anti-

geno asociado con leucenia linfoblLatica aguda (112), sonocitos (9), 

tiraooitos (63,66,108) y varios poblaciones d• linfocito• T (37,108, 

109,129), 3e han hecho también hibridosas contra receptores (133), 

hormonas (40), haptenon (28,29,110,120), protefnas (83,88,114), -

nsuronas (26), virus (83,88,114), parásito@ (16,93994,145) y otros 

• icroorganissos. Loo hibridoaas celulares han sido la empleados •n 

el sapso dwososásico d• ratón y en el hombre (60,132). Así siseo, 

se ha enoontrsdo que la habilidad para hacer y aislrar híbridos ha 

abierto nuevas rutas sn ol análisis d• la regulación g nics sn c4- 

lulau •ucariontss. Tomando como marcado••eo las propiedu:ion de las 

células progenitora@ y analizando la esprenión de dichas propie:ia- 

don en el híbrido, so puede :finalizar la regulación de nu ex ;>reuión. 

T.:ntos w3tur.iio:z aju,iarrin un d.Ga a entender loa mecanismos iue go-

biernan ol crecimiento celular, la •liforeniación durante el dona- 

rrollo embriol6i;i-o normal, la cicatrisac:i6n ;r la formación le tu-

oorea. 

Se tienen grandes perspectivas 	de aplicación en el futuro, 

ya jue los AdM promueven la posibilidad do identificar y purificar 

una gran cantidad de moléculas desconocidas. Se ,>iernna _fue en esto 

campo se tendrá un fuerte it;; cacto. Los hibriloman serin muy im.>ory- 

tantee en neurobiolojía y ombrioloía .loma loa :)rocoao.3 de recono 

cimiento cálula-célula y morfogónosis deben depender de macromoló- 

culas de la superficie celular t.>davía reo dofirnid:i:>. Pambión en el 

campo de la farmacología y en el oatuilio ilu los roceptoreo de hor- 

monas y neurOCI"1rlsmisoroJ. 
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Una do luti clplic,.,cionkt:r u;í:; u¡t;t,utiv;.:; un la 1rrven ti `lclbtl en 

la biología tio non branao col ulr.1ro:.. `ice pro non ta mu^ha dit'ieiit:ti 

un al a lar 1uu pro te Loan jo meobr 	de Ii irlo a 1 o • o unc.LOOn triin - 

canti.ladou pa 11l Cl r1 ij y mochar; voceo no uctivi,lud biológica no o.; 

f•tici loen tu mud.iblu, o ó t:4o no dontrujen al cictcinLegr,r la nrumbra- 

nu :'ara no und1isirl. Loa hibriiorraa norún invr►lor,+blo:3 en la claui 

ri Cae 1ón Jo la :o culr.tla.a. Url•, 11unt.it'i cae; ón mí: rruoino .le 1:.a c-

1 alan tum)raloc podrán ayurl,ir en al iiagaóaticoy :r: tanionto .iol 

cdncer.Otro de los au,)octau en loo c:lulun un pr)3i110 utilizar loo 

hibridomas en on terapia tumoral. .'o:irían pro.iucirce anticuerpo, - 

anti-tumor do un tiro do inmuno t;lobulina adecuad; do manera lue fue 

ran efectivos en llevar a cabo la 1La n tunoral •ediante los ceoa- 

nismon del complemento, por medio de células K o por macrót'a;;os. 

Se pionma utili4ar loa AcM etl inmunización pasiva. Dada la la 

pureza de loo anticuerpo% convencionales, la inmunización pasiva 

no ea un método generalizado do trrstaaiento, aun,{ue se confía en 

ea eficacia cuando 9e puede administrar un anticuerpo puriYicado y 

adeuda de la misma especie. 3e tienen también grunciuu probabilida-

dea de aplicación de loa hiuridomas en traneplantos de órganos pa-

re una mejor tipificación de antf unos de histocompatibilided. 

Para la aplicación en terapeútica, es deseable 'ue los anti - 

cuerpos procedan de linfocitos humanos y no de ratón o ratas  pero 

oontrariamento a lo que se esperaba, la utilizavión de linfocito% 

humanos ha resultado dificil. El problema reside en que cuando se 

fusionan células humanas con células animales hay una pérdida pre-

ferencial de loa cromosomas humanos on l..a células hfbrí.lua (142), 

y aun no se ha tenido izito en la búsqueda de una linda tumoral hu 
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mana adoca:scla para el cul tivo y lit r'aulór q.ifi per::iita obtoner un 

híbrida intr&eopec!ieo. 

Debido a laa prouiolocic.: ,lo i.):z anticuerou monolon.►1a3, -

3nunoiadu3 an.oriormonte, el objo tivo de e.¡t,) trabajo en lu obten 

ción de un Hnticu,rr. o nomorrúnoo con :&ctivid•v1 rtonoea ucífica íiri 

;ida contra el hapteno 2,4-aini tro:• ;rol, me ti:nte el empleo .te la 

técnica de hibrid ici3ri de cituL:a  

La hipdtecLu del tr•sb::,,o o.ita.¥lsc( 	ti tun,J: cól.JI:La com- 

procotid:i3 contra 2,4-¥in::ro:enol y t'aaton::rl:ra con cillay lo - 

mieloma, als;unus do laa c.luiau níbr:i:r reHui t:inta.i tenar1n acti 

vidad c,-irt .ra el )!P 



C A 1' I T U L 0 II 
MATER I AL Y M E T ú D 0 S  

2.1 Animaleo. En loa uxi>erímentoa realiza,iou uu utilizaron ratonen 

maehoc de la cepa TiALA/o con edaduu entro 6 y 8 uomanac los cuales 

ea mantuvieron en el bioterio en cajas do acrílico con tapa de re- 

jille metitlíca, a una temperatura do 16 a 20 °C, alimentándose con 

tabletas de purina (Purina de M6xico, S.A. de C.V.) y agua aci libi- 

tum. 

2.2 Preparación del inmun6•seno 2i4-dinitrofenol-hemocianina. Para 

la inmunización do los ratonen se disolvieron 100 mg do carbonato 

de potaoio (K2CO3) en 5 m1 de agua, a esta solución no agregaron - 

100 mg tie hemocianina (Koyhole limpet humocyanin, Calbiochem.)(KL9) 

Por otro ladlo, no disolvieron 200 mg de ácido-2,4-dinitrobencónico 

aulfónico (Eantmun Kodak 1) en 5  ml do agua destilada tibia, ce - 

añadieron a la mezcla anterior con agitación constante durante 15 

h en la obscuridad y a temperatura ambiente. Duspude se dializó - 

contra agua destilada con un poco de K2CO3  hasta obtener un pli do 

7.0 a 7.4. La concentración de proteína se determinó por el método 

de Lowry y col. (67) y la concentración de DNP por lectura de la - 

densidad óptica (DO) a 363 nm en un espectrofotómetro (llelger and 

Vatte). 

2.3 Inmunleaeidn de loa  ratones con DNP-<LH. La inmunización de loa 
ratones se efectuó mediante tres dosis. La primera con una concen-

tración de 500 µg do DNP-KL}i en 0.2 ml do una mezcla do solución ea 
lina iaotdnica (SS¡) y adyuvanto compl•:to de Freund v/v (Oibco, - 

Grand Island Biological, N.Y.), por vía intra,,ori toneul (i. p. ). 



28 

Treinta días deupu4c se les dio una segunda dos¡* con una concentra 

ción de 500 pg de DNNP-K1.Fi en 0.2 al do una rne,cla de 33I y adyuvan 

te incompleto de b'reund (3ibco) por vía i.p. A loa siguientes trein 

ta días ce dio una ltima don¡u insunizanto por vía intravenoua(i. 

v.) con una concentración de 100 µs de DNN-KLH cc 0.2 ■1 de 53I es 

tóril. Doapu¥fs de 4 días de la última docie ce probó •Zue las c1lu- 

lua de bazo de loa animales inmuni ado:¥tuvieran C?A mediante la • 

técnica do hom6lisis localizada en ge1 (Jurne, 1963). Estas c4lu - 

las adom.is fueron utilizadas p-.ira la formación de hibridomus 	por 

el matoJo de KSb1or y Nilstoin (50), codificado por Jefter y col. 

(31). 

2.4 Células tumoraloo. !'ara la hibridación se utilizó la línea tu- 

moral Si'2/0-Ag14 desarrollada por Schulman y col (120). Esta línea 

no sintetiza cadenas de inmunoglobuline, es reuistente a 20 PC/al 

de 8-aza y suero en medio ouplemuntado con IlAT. Las células se con 

servaron e -70°C y 15 días previos a su uso se denconnelaron en ba 

io maría a 37°C, cc reauapendieron en ACC y ce mantuvieron durante 

10 sin a temparatura am'aiente. Pooteriorcente se lavaron por con - 

trifu,aci6n e 250 ig durante 5 sin y Be resuispendieron en XCC con 

8-aza verific4ndose su viabilidad con azul tripano al 0.41, (Gibco) 

(8). La distribución de las células se realizó en alícuotae de 5 al 

en botellas de plástico estériles de 30 ml (i'alcon Division, OXNARD 

USA) y se incubaron a 37°C en atmósfera hrunoda y 5t de CO2. Cada 2 

días se subcultivaron a una concentración de 5 X 104 células/ml en 

5 m1 y 48 h antes de la fusión so tornó 1.0 m1 de la concentración 

anterior y se aju:;t6 a 10 A1. 
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2.5 Obtención de linfocitos de rat3n llora la formación del híbrido. 

Para la formación del híbrido no uaoril'icaron por diolocacidn 

cervical dos ratones inmunizados con DNr-KLH. Loa baos no obtuvio 

ron asépticamente y nc colocaron en una caja de retri estéril de - 

60 X 15 mm (Falcon) que contonla aproxrnadamento 10 mi de MCI y no 

diugre„aron con agujas de 25 X 16 mm, las cdlulaa so transfirieron 

a un tubo do plc:stico estéril de 12 ;nl (halcon) y no mantuvieron a 

4°C durante 10 mis. Posteriormente el uobronadanto co pasó a un ta 

bo nuevo con el fin de eliminar lea partes gruesas del macoralo.La 

suspensión celular so lava por caritrifu.ación a 175 =g a 5°C duran 

te 8 mis. Las células co reuuupendieron en 5 ml de amortig uador - 

TRIS con eioruro.de amonio y no mantuvieron a 4°C durante 10 mis - 

con la finalidad de eliminar los eritrocitos presentes en la sus - 

pensión. En seguida ou lavaron con MCI frío a 175 zg durante 8 mis 

y finalmente no resuspendieron en MCC para determinar el número de 

células viables. 

2.6 Fusión. Para la fusión de las células tumoralua con linfocitos 

de ratón ae mezclaron 107  células tuaoralos con 108calulaa do bazo, 

ce centrifuaron a 175 sg durante 10 sin y so lavaron una vez con 

MCC en las mismas condiciones. Al p.►tuote celular resultante se le 

adicionó 0.2 ml de PEO al 50 A, la mezcla se agitó suavemente 6 mis 

y podtoriormento so centrifugó a 125 zg durante 3 mis a temperatu, 

ra ambiente. Se dejó reposar 5 mis y ce resuupondio el paquete ce- 

lular en 	mi de MCI y se con :ri fugó nuevacente a 175 xg durante 8 

Caín. Las eólulun se re2uspundieron os MCC para tenor una concentra 
r 

ción de 4 X 19 célul:i3/ml. Las cólulaa se diotribuyoron en placas 
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do microcul tivo (11icroteat II, Falcon) con una pipeta de 5 mi ('r'al 

con) colocnn¥lo cio3 gotas en cad;l ;rozo y tlrl incubaron a 37 °C, con 

ata6, 1'era hduedu y 5>, de CO2. A las 24 tr de cultivo ce nKadi6 una 

gota de MCC con HAT 2X. Posteri,)rmente no agre,.;6 una jota de ILAT 

1X cada 48 h duran tu una uen¥ana y a la ui;uientu semana las oólu - 

las se alimentaron con una gota de MCC. Tres días después Be exami 

naron los cultivos en un microscopio invertido para determinar la 

existencia de híbridoo. Los híbridos oxieetunten ce alimentaron cada 

72 h con MCC y a los nobronadantos i+o los determinó actividad anti-

DNP. 

2.7 donación. La clonación su realizó por dos rn$todou: Clonación 

en altar-blando y clonación bajo condiciones de dilución licitante. 

Para la clonación en aar blindo no preparó agar (Baoto agur, 

Difco) al 2.51 en amortiguador salino de fosfatos (ASF') 3.15 X, el 

agar es esterilizó en autoclave durante 15 sin a 15 libras do pre-

sión y se mantuvo sin delificar en baño Baría a 44°C. Por otra par 

te los híbridos es colectaron por centrifugación y se prepararon 

dos suspensiones de células viables, 2.5 X 103 y 1.5 X 103 por ml 

con MCC y Be mantuvieron a 4°C. Se cc,ezelaron volúmenes iguales de 

agar y MCC adicionado con 4015 de SFB y se equilibraron en baño ma- 

ria a 44°C. De esta mezcla ce distribuyó 1 m1 en cada pozo de una 

caja de cultivo de 24 pozos (Micro well, Palcon) y se dejó gelifi- 

car durante 10 mis. Durante ente tiempo se mezclaron 0.5 el de ca-

da una de las sus penaíonu:s celulares con 1.0 ml de altar-NCC 40t y 

se adicionó 0.6 ml a cada pozo. Las cajas se incubaron a 37°C, con 

atmósfera húmeda y 5rA de CO). 



Después de 8 a 15 días de incubucidn, lic clonau fueron cepa-

radas lol agur por medio de una pipeta Puntear, se colocaron en ca 

jas de cultivo de 24 pozos y co incubaron con 1u condicioneu unte 

riores. Los cultivos se observaron en un microscopio invertido des 

pude de 4 a 8 días para ver si había crecimiento celular. En los . 

pozos donde hubo crecimiento aparento, se probó lit actividad anti- 

D1Jt' de loca sobrenadan tos mediante hemuti1utinaoi6n pasiva (HP) y las 

elonas positivas fueron conhroladas a -700C. Para esto, so lavaron 

una vez por centrifugación a 175 zg durante 8 min ruauspundibndose 

el paquete celular en 1.0 ml de MCC y se colocaron en viales esté- 

riles de 2 ml (PRO-VIAL cooke, Dynatoeh Lab. Inc.) en volúmoneo de 

0.5 ml de células con 0.5 ml de medio criopreuervador (81). 

el caco de la clonación por diluoión limitante, ce preparó 

un soporte de m:;or6fagos. Para ello 3 días antes do la clonación 

se inocularon 5 ratones de la misma cepa con 3 ml de aceite mineral 

(Nujol,Plough de México) por vía i.p. El día de la olonaci6n so ex 

sanguinaron con el objeto de disminuir la contaminación del exuda-

do con eritrocitos. Inmeliatumente después loe animales se fijaron 

en una placa de oorcho por las cuatro ostromidacios y el obdomen se 

desinfectó con alcohol etílico al 70%. Se inocularon 3 m1 de solu-

ción salina balanceada (SSB) (30) con 10 U/el de heparina (Signa 

de M iico,S.A.) en la cavidad peritonoal y se aplicó masaje con - 

unas pinzas por la parte dorsal durante 2 mine  la piel del abdomen 

es separó y se practicó una pequeiia incisión para *atraer con una 

pipeta Paeteur la mezcla de SSB y aceite. El proceso se repitió 2 

veces consecutivas con SSB y la suapensi6n obtenida se centrifugó 

a 400 ag durante 10 sin. El cobrenadante se decantó y el paquete - 
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celular as lavó 3 veces con S3H. Les células se resuupendioron con 

NCC, es determinó el número de células via les y la suspenaión as 

ajustó e 2 X 105  o4lulau/al. Lisa ollas ue diatribujeron en calas 

de cultivo de 24 pozos en alícuota% de 1.0 el en cada pozo y el in 

oubaron 43 b e 37°C, con ataóufera hada y 5;t de CO2. 

Las células híbridas se ajustaron e una densidad de 10 cílu - 

les/el.de minera seriada a partir de una densidad de 1 X 104  célu-

las/al. De le suspensión de 10 cúlulas ce tomó 0.1 el y se colocó 

en cada pozo de la caja e le cual es adherieron loa maorófagos. Se 

incubaron a 37°C, con atmóatere bdsoda y 5'4 de CO2. Después de 4 e 

8 días se verificó que las clonas tuvieran actividad anti-DIIP es - 

diente HP y de las clonue positivas se eligió una para le expansión 

y el resto se congeló a -700C . 

?.8 6spansidn.  La expansión de la clona se efectuó de dos a.inerast 

in Vitro !..in vivo. l'ara la expansión in  vitro  se cultivaron 100.1 
de cilulus e una densidad inicial de 3 x 105  células/al e  en bote - 

llas de 30 ml a 37°C,  con atmósfera húmeda y 5( de CO2. 1 los 8 

días de incubación, las células se colectaron por centritugaci6n a 

250 sg durante 10 sin, su subcultivaron de igual lanera y el sobra 

nadarte se conservó e -20°C para la ulterior purificación de ¡OS 

entiouorpos. 

Le expansión in vivo si hizo en ratón y para ello si inocule-

ron 10 ratones con 0.5 al de priatdn (2,6,10,14-hstiloctadeceno,Al 

drich, Milraukse, W.I. U3A) por vía i.p. Después de 23 días se los 

inocularon 3 X 104  células y a los 18 días se uanIpraron para cos - 

probar la presencia de anticuerpos en circulación aeiiante HP. Des 



- 33 - 

Pude de 7 días desarrollaron liquido de ascitis, el cual no extrajo 

por drenado de la cavidad peritoneal, se mantuvo a 4°C durante 30 

sin y es csntrtfug6 e 400 sg durante 10 sin. El sobrenruients se co_ 

•etv6 e -20°C para le purificación posterior d• loa anticuerpo@. 

2.9 Purificación de loo  anticuerpoB. Se utilizaron diferentes técni 
ces para la puriticaoión do los anticuerpos, las cuales es enuncian 

a continuación* 

A) Precipitación de inmunoglobulinaa con solución saturada de nulfa 

to de amonio(SSSA) tanto de loa sobrenadan ten do los cultivos así 

como del líquido de ascitis. Para la precipitación de las inmunogl_ 

bulinas se mezclaron voldmenoo iguales de cala muestra con SSSA con 

pH 6.5, so incubaron con agitación constante durante 60 sin a 4°C. 

Las mezclas se centrifugaron a 5 900sg durante 10 mis . Los preci-

pitados se resuspendieron 1:20 con respecto al volumen original en 

agua destilada y so dializaron durante 3 h contra agua destilada; 

después contra SSF 0.01 M pH 7.2 durante 24 h y por último con SSI 

basta que los precipitados estuvieran libres de sulfato, lo cual ce 

corroboró mediante la adición de cloruro de bario al 101 a una alt 

cuota de la 391 en didlicis. Finalmente ce determinó la concentra-

ción de proteína por lectura de DO a 280 nm. 

B) Separación de inmunoglobulina Ig'J por cromatografia en columna 

con dietilaminootil-celulosa (DEAi3-celulosa). La D AE-celulosa(Si 

ma) previamente activada por el mótodo de Curtir y Chase (19) se - 

empacó en una columna de 1.7 X 46 cm y se lavó con amortiguador de 

fosfatos (AP) 0.01 M p11 8 hasta tener en el eluído el pH del amor-

tiguador. Despuós se pasó la muestra y se eluyó con el mismo amor- 
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tiguador separando alícuotas de 3 ml en un colector cío fracciones 

(LDB 7000 IJLTRORA C). La concentración de proteína do las alícuotas 

se determinó mediante lectura de DO a 230 nm, aquellas que contenían 

proteína se mezclaron, detorminandono luego la concentración de pro 

teína en la mezcla. Así mismo, se probó la actividad an ;i-DI(s' median 

te doblo inmunodifusión(DID)(17) Y HP. 

C) Absorción do loa anticuerpos con actividad anti-D'IP con sefarosa 

acoplada a DNP-lisina. Unicamento se procedió a la absorción de loa 

anticuerpos presentes en la muestra procedente do líluido de asci-

tia por ser la que so obtuvo en mayor cantidad. Para ello a la seta 

rosa (Sepharosa 4D, Farmacia) previamente activada y acoplada con 

DHP-lisina (71,101) se le adicionó la muestra y se incubó en obscu- 

ridad durante 15 a 18 h, a temperatura ambiento y con agitación cono 

tanta. Transcurrido el tiempo do incubación Be filtró la sefarosa 

en un embudo büchner "C" y el filtrado no recuperó para corroborar 

la inexistencia de anticuerpos con actividad anti-DNP mediante DID 

y HP. Posteriormente la sefarosa-anticuerpou se lavó con ASF 0.01 M 

pH 7.2 hasta eliminar la proteína no absorbida a la nefarosa, com-

probándose ósto modianto la lectora do DO cercana o igual a cero a 

280 nm. 

La separación del conjugado so hico eluyendo la sefarosa con 

una solución de DhP 10 2M. Para ello se incubaron la sefarosa-anti 

cuerpos con 50 ml de solución de DI1: 10 2  M durante 60 sin a tempo 

ratera ambiente, con agitación constante y en la obscuridad. En se 

guida se filtró en el embudo bilchner y se lavó con 50 ml de la mis 

ma solución. El filtrado so concentró 10 veces por ultrafiltración 

por amicón (hiernbrane DTA IC 	100 000 Hd A+.ICOI1 Corp.Lexinton !4ass 

'JA) y se determinó la concentrac.ón de proteína mediante el mót.o- 
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do de Lorry y col. 

D) Separación de los anticuerpos del DNP mediante cromato,;rafía en 

columna con DOWFX I. Para la soparacidn de los anticuerpos del hay 

tono se utilizó una columna de 1.7 X 30 cm en la cual se empacó DO 

¿EX I (IX8 400 Chloride forro Sigma) previamente hidratado y activa 

do. La muestra se pasó por la columna y se oluy6 con ASF 0.01 M pi{ 

7.2, colectándose fracciones de 3 ml. Por ultimo la concentración 

de proteína y DNP presenten en las freccionoo so determinaron me - 

diante lectura de DO a 280 y 363 mm respectivamente. 

Las alfouotas conteniendo a los anticuerpos se mezclaron y - 

concentraron por ultrafiltraoidn con amicón. Posteriormente se de-

terminó la concentración de protefna por el método de Lowry y col. 

y la actividad anti-DNP por DID y HP. 

2.10  Caracterización  do los  anticuerpos. Después de la separación 

del hapteno DNP de los anticuerpos, se analizaron datos diltimos me 

diente electroforesis reductora con 2-mercaptoetanol en gel de po-

liacrilamila (140). Por otra parte para determinar el tipo de inmu 

noglobulina producida por la clona expandida, se empleó la técnica 

de DID que no aplicó con sueros liofilizados anta-inmunoglobulinae 

de ratón (diles Laboratoires Inc. USA) producidos en conejo contra 

las clases IgM, IgA e Igv y las subclases de Ig!I corresnondientes 

a IgO1, Ig02a, Ig02b  e IgO3. Finalmente, mediante la técnica de - 

isoelectroenfoque (53,84) se analizaron los anticuerpos obtenidos 

con el fin de comprobar la naturaleza homojénoa de los mismos. 



C A P I PULO 	III 
R E S U 1. T P D 0 3 

3.1 Cinética  de reo paoata  a DNP de los  ratones inmunizados con 

DNP KLN. Para determinar la presencia del mayor ncmero de 

CFA producidas contra DNP por los ratones inmunizados con - 

DNP-KU y definir por esto medio el día m&e propicio para 11_ 

var a cabo la FC#  ne realizó una cinética de respuesta a DNP 

los días 3,5 Y 8 posterioraa a la inmunización. Para oakla te-

terminación se emplearon trua ratones insunizados son las do-

sis indicadas en la parte de material j  métodos y tres rato - 

nea normales, a los oualeo se les determinó el número de CFA 

por el método de bemólisis localizada en gel. Coso puede vea'-

os •n la Tabla IV y en la Figura 1#  entre los dtas 3 y 5 se - 

presentó una mayor proporción de CFA, por consiguiente se eli 

gi6 el día 4 despuóa de la dltima dosis inmunizante para lle-

var s cabo la PC. 

3.2 Fusión. La fusión es llevó a cabo con las células cosecha 

das el cuarto día a partir de la dltiaa dosis inmunizante, pa 

re esto es utilizaron loe bazos de los ratones inmunizados -

que mostraron CFA en sus bazos, en cantidades óptisas. Por •1 

contrario, los ratones control no presentaron respuesta a DN?. 

Por otra parte#  se oolectaron las células tusorales y se 

procedió a la fusión cultivándose las oilulae a una concentra 

oión de 4 X 105/.1 durante 24 b. Por otro lado se cultivaron 

5 X 107  células de bazo provenientes de ratones inmunizados - 

en 5 voldesnss de MCC y en presencia de 100 Ng/s1 de lipopoli 

sao6rido de 1.  cola durante 24 h (125). Al transcurrir esto 



TA RLA IY 

CI$krICA DE RE9PUE$ A DNP DE LOS RATON3 INKUJI'.ADOS5  

Días 	Ratonesb  C►A/106  C6lu1as d• baso t 

postinauni zso i 6n 	(JRC 	ORC-111P0  

Normales 	2.0 = 0.76 	1.2 ± 0.6 
3 

Inaunizados 	3.2 - 1.48 	400.0 - 0.0 

Normales 	0,0 	0.0 
5 

Insunizados 	0.0 	679.0 - 32.9 

Noraslos 	0.0 	10.8 - 1.8 
8 

Inmunizado• 	0.0 	7.6 - 3.5 

a Los ratone• •s Inmunizaron por •ia i.p. oon trae dosis de 

DNP-KLR oomo •e indioa •n la parte d• •sterial r métodos. 

b Se reportan los valore• proNdio d• OPA det•rsinadas en 

tres ratones Inmunizado• y tres ratone• normales. 

o 	Los globulos rojos d• carnero si sao piaron oon TNP *oso s 

describa •n •1 apsndioi Co 
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Cinética de reopuesta a DNP determinada mediante 

la técnica de hemdliois localizada en gel, en 3 

ratone© normales y 3 ratones inmunizados con 	3 

dosis do DNP-Klii. 3e representan CFA promedio de 

terminadas con ORC acoplados a TNP menos CP'A de-

terminadas con ORC normales. 
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tiempo no funionaron con lan c{1a1au turr:or.i1ii. 3o utilizó ul 

1ipopolinacdrido :ufi eu un raitóvono te có1ul t:; 1 (65) con o1 

fin de aumentar la frocu.lonci¿t .lo t'u.;ión. lo obu,irvó ju.,en - 

erecto, hay un incronúnto un la :ruc•aJncia de Vuoi n en la:; 

cólulan tratadaa. 

')eupUda Jo 15 día:; de la inducción .1e t'usi3n con ?E(1, .se 

hizo aparen tu la preuuncia no colonias de tiíbri tos, lan cualeo 

a):irocieron un 70 de loa 10') cultiiou, lo :inc e•luivale a un - 

65 '.'• a n cal tino::; con colonias do hfbridon. Los uobrenadan ten 

Jo 	tofos los pozos con crectr::ionta viuibla do Iiíbri los Bu en- 

uayaron para detectar la presencia de activida►1 anti-)fl:' me - 

diantu H. La frecu.rtcia ie dotocción de ::i b: i.ronas positivos 

t'uo de 33 3uu correJ,>onie a un ' ?. 7 

3.3 Clonacidn. Una vez que se detectaron los hibrido:r:.►s poni- 

tivos se dotoroint5 la viabilidad 3o l..s ctlula3 de una Bola 

colonia positiva (No.26) y la cual so eligió al azar. .'n esta 

colonia ce obtuvo una densidad do 3.7 X lO5cdlul:aB/ml, a par-

tir de la cual no efectuó una dilución aemilimitante. Para lla 

var a cabo ósta, se cultivaron 3.7 X 102  c&lul..:s en 0.1 m1 en 

cajas do cultivo a ls cuales ;,reviumento se hnoía adherido - 

una :nonocapa do célula► peritoneales obtenidas de ratón. Los 

sooron,t,1:unts de 50 cultivou ostro días deupuds sc ensayaron - 

por :ir y de ellos 36 fueron positivos en su re :puesta a >?. 

Al probarse un on  sinnoa por inhibición de la :;e:n.:lutin:cidn 

con 	')'; -fi col 1, 11 ren ul taran f':.inc tm,_a: , :>os: r.tvos a ')i: . ne 

en tun 11 .:u...ivo:;, 7 $;e clon;t:oa ,:or 1 	ca .:e 	.r- olando 

( Pabla y). 



TA BL?. V 

CULTIVOS t'03i'f'IVOS !?N SU RE: St Uz 3TA A DNP WS C1.l.nt..S SE CLONARON 

POR LAS 'r CN 1 cA1 n AGAR-I31.AND() Y n IAIC IOtf LI .I T NT 

Mis. de células vi~ células para ola clones po- 
cultivo bles/.1(X105) nar/s1 (X103) sativas 

Dilución 	26 	3.7 	3.7 	j6a 
3esiliuitunt• 

31 2.5 6.0 - 
33 2.3 6.0 3 

34 1.8 9.0 - 
Agar-blando 	35 1.0 5.0 - 

37 4.1 8.0 7 

38 5.9 9.0 8 

39 2,1 7.0 - 
Dilucibn 	32 14.9 o 17.29,364  
lisitant• 

a De los 36 cultivos que resultaron positivos 7 es clonaron por 
la técnica de altar-blando y 1 por dilución licitante. 81 res-

to de loo cultivos se congelaron. 

b Las clones 3,7 y 8 •s •zpandieron in  vitro  y loo cultivos que 

resultaron positivos •s congelaron. 

o Se efectuaron diluciones seriadas a partir de 1 X 104  células 

por ■1 basta tener una densidad d• 10 células por •l 

d La olona 36 s• expandió in vivo • in vitro. Las clones 17 y 29 

se congelaron 
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Por otra parto, no toreó la colonia n:inwro 32 de loa 36 

cul tivou -j.:c fueron inicialmí:n te po:;t tt ros :, se clond por la 

tticnlea do dilución lirnitante. :;n esta colonia uo tuvo una 

denuidad reo c¥51ulao viables do 14.9 X 105 por mi, la cual se 

ajustó a una donuidad do 1 X 10'1 cólulao¡r♦1 que so diluyó de 

una .n►nera seriada hscta toser una concentración de 10 cdlu- 

luan/mi. De esta última dilución se o.il tivaron 50 pozos con - 

una sola célula. Al probar la actividad ante-A 	do los sobre 

nadantes de loa 50 cultivos, 3 de ellos proaent.aron respues-

ta poni tiva en Hi', por lo que ie eligió la clona número 36 pa 

ra hacer la elt.annión (Tabla Y). 

3.4 Mspanaión. La Gloria solocciona.ta uo expandió in vitro hin 

ta obtener una densidad do 3 X 105 cdlul_*ss/ml un 100 ml. Se - 

obtuvieron las cólalaa y el nobrenadanto. Este rlltimo mostró 

actividad anti DNz' (rabia V1) por lo que se conservó para la 

purit'icación posterior de loa anticuerpos. Las cólulau se sub 

cultivaron para la ozpunuión in vivo. 

Cuando se inocularon las c51u1as i:ibriias a ratones pro-

viamente inoculados con pristdn, los híbridos crecieron co-

mo un tumor en el 80 ¥'. de los animales. Esto 3o determinó - 

mediante la detección de anticuerpos circulantes cuando se - 

probó el osero de los ratones en Hi'. Dichos hibridornas con-

tinuaron secretando grandes cantidades de anticuerpos a tra 

veis del líquido do asci tia en el 62 	de los ratones, lo cual 

pudo ser corroborado por H' (Tabla Vr). 



T A A L A 7I 

' 	'!¥ I; ,1 )' 	''. i r.. J:. 	iJ:3 ... , _ . ' . . i 	 y 
OE LIgUIDO SE ASCITIS AN'E5 DL' PR^I'IT?.R !0N SSA 

C°C acoplados más anti-1NP 	• 164 

CRC normales mía anti-TNP 	- 

ORC aoopludoa sólon 	 - 

CRC normales solos 	 - 

(IRC acoplados m n s'oro normal 	 - 
CRC normales más suero normal 	- 

ORC acopla,lon mde medio de cultivo 	- 
r,RC nore¥ale9 • más medio do cultivo 	- 
ORC acoplados ude nobrenadante (-) 	- 

GRC noruutles mío eobronadante (-) 	- 

ORC acoplados ende sobrenadante I+ 	 + 1 s 128 
CRC normales mete sobrenadan te I+ 	 - 

ORC acoplados ado eobronatiante I1+ 	• 164 

..RC normales mía sobrensdant• II+ 	- 

CRC acoplados máa liquido de ascitis I 	+ 1:4096 

ORC normales mis liquido de ascitie I 	- 

CRC acoplados más liquido de aeoitis 1I 	+ 1,4096 

CRC normales ata liquido de aecitis II 	-

ORC acoplados mía liquido de ancitis normal -

ORC normales más liquido de sscitia normal - 

1+ y I1+ correaponden a la primera y segunda etpaneión 

in vitro 

I y II me regieren a la primera y segunda expansión 

in vivo 

(-) 	aobrenadante de un cultivo anterior que no dio res 

puesta a IlIP 
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Para seguir expandiendo la clona,a uno de los ratones se 

l• *atrajo el tumor que creció en torna agregada, ss disgregó 

y •s cultivó in vitro, tanto en presencia de 8-asa como ds HA?; 

después de ser expandido in vitro y probada su actividad por 

HP la cual resultd ser positiva (Tabla VI), nuevamente es el 

pandid in v!. De este modo se obtuvo el crecimiento de hibri 

domas esaretores ds antiousrpos en el líquido de ascitis del 

100 t de los anisales, lo que se comprobé mediante la detersi-

nacien de actividad anta-DTP del mismo por HP (Tabla VI). 

3.5 Purrifioaoión  as loe anticuerpos. La precipitación de inmu-

noglobulinas del líquido de ascitis y de los sobrenadsntes de 

los cultivos celulares se reulizd con 333A y aportó 168 ag/al 

y 5.2 sg/ml de inmunoglobalinas respectivamente, después de - 

probar su actividad anti-DNP (Tabla VI2)ue separó la IgG por 

oroaatografia en columna con DA.&-oeluloea. La l0 se colectó 

ds la fracción 23 a la 45 en el caso de liquido de ascitis y 

de la 30 a la 36 en el de sobrenadantss ds cultivo (Figura 2). 

Las fracoiones se analizaron en inaunosleotroforesis y mostra-

ron una sola ban4a que se identificó como Ig<i (b"igura 3). 

Por otra parte, al probara• ambas tracciones por HP preso 

taron actividad anta-DL' con títulos d• 1x128 (Tabla VIII); - 

iagualasnte, la actividad anta-DNP se corroboró al probaras en 

DID con DNP acopla.:o a heiuooianina. Con estos antecedentes se 

pudo proceder a la absorción de los anticuerpos con actividad 

anti-DNP mediante sefarosa acoplada a DNP-lisina, lo cual se 

hizo evidente cuando despuda ,te incubar la muestra con la cofa 



TA HI.A VII 

IHFMAQI.UT.It1ACI0t!• PASIVA DE c)013REMAT)PJtrL,.9 DE CULTIVO 

Y LIQUIDO DE A:3CITIS PRECIPITADOS CON SSSA 

ORC ooplados más anti-TNP 	+ 1t128 

ORC normales mis unti-TNIP 	- 

GRC acoplados Bolos 	 - 

ORC normales solos 	 - 

QRC acoplados más nuero normal 	- 

ORC normales móa suero normal 	- 

ORC acoplados más sobrenad anton 	+ 11512 

ORC normales más sobronalantos 	- 

QRC acoplados más liquido de ascitin 	# ltl024 

QRC normales más líquido de aecitis 	- 



FIGURA  2 

Perfil orosatogrlfioo en columna con DRAI-celulosa 

de les inmunoglobulinas precipitadas con solución 

saturada de oulfuto de aaonio. 

A Curve de •lucida de las insunoglobulinas obtsni-

des de lfiuido de escitia. 

D Curva de slución de las inmunoglobulinas obteni-
das de sobrenadantes de cultivo. 
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PIUURA 3 

Inounoelectrotoreeia de las inmunoglobulinas obtenidas 

d• liquido de acciti• de ratón y de sobrenadunt.s de - 

cultivo. 

1 IRmunoglobulin• de liquido de anciti• 

2 In.unoglobulina de •obrenadanto de medio de cultivo 

3 Anti-IgO de ratón 

s 	y 	,811. 'o ✓̂ ^cn »¥ 	rni*........r..,K 	_ 	 .,.},,.¥„¥'`, 

2 



TA B L A VIII 

II AOLUTINACION PASIVA DE LAS INMUNOOLO*ILINAS SEPA 
RADAS POR CROMIATOQRARIA EN DEAE.ICELUL09A DE LOS 90- 

,, 	 BRENADANTO3 Dá CULTIVO Y DE LTSUIDO DE ASCITIS. 

ORC acoplados mAs enti-TItP 	 + 1.4 
ORC normales veía snti-TNP 	-

ORC acoplados solos  

ORC normales solos 	- 

ORC acoplados más sobrinedantes 	+ 1.128 

ORC normales más sobronsAentos 	- 

QRC acoplados ala liquido de •scitis 	+ 1x128 

ORC normales mas liquido de ascitis 	- 



rosal ea encontró que en el filtraio ao poroiet[a actividad an.. 

ti-DNP, indicando que loa unticuerpoo hablan aiio aboorbidov a 

la nefarooa. Ponteriormonte co ofoctud la ueparacl6n Jo1 conju-

gado IN7r'-anticuerpo do la oefaroau y oo aiu16 do éote el anti - 

cuerpo. lato último cae concretó ul pooar el conjuaio ')NP-anti- 

cuerpo por una colwnna do cromato ;rufia con flore. T.1 anticuerpo 

ee colectó de la frnocibn 4 a la 7. La curva le eluei6n ce mueu 

tra en 1u (?'1:;.:ru •1). 

Ya osparador loa anticueroo nol hapteno, los pririeroo eo 

concentraron y ensayaron para doterminar la proconcia de activa 

dad anta-Dt1P rnodl:.nto inhibici6n de la hemu.;lutin¥ci6n con DNP- 

ficoll (Tabla iX), H (Tabla X) y DID con Df1P acoplado a Bife - 

rentes acarreadores (Figura 5). Así miomo se probó la actividad 

del anticuerpo utilizando diferentes .,iluciones del mismo tren- 

a DliP acoplado a bomocianina (Figura 6). 

3.6 Caracterizaci6n de los anticuerpos. Se analizaron loo anti- 

cuerpo3 mediante electroforooia reductora en gel de 	oliacrila 

mida (Figura 7) oncontrdn,ioue que el producto secretado por la 

clona expandida presentó en todos loa cucas el patrón caracte - 

rfatico de una inmunoglobulina, la cual presentó una ;purteza con 

fiable, lo cual puede raer corroborado por el empleo de técnicas 

más finas, colmo lo es el icoelectroenfoque. 

Por otra parte, mediante el empleo do antiaueroa contra - 

las diferentes clases de inaunoglobulin.,a (te ratón ee reveló en 

DID (Figura 8) que el anticuerpo obtenido de Ifzuido de uecitie 

pertenece a una inmuno¡;lobulinu de le. eubcl:►ae Ig13. Finalmente 



PIURA 4 

Perfil oronatogr[fico •n columna con DO4V-I del 

conjugado DIIP-anticuwrpo obtenido ds líquido de 

•soi ti s. 



TABLA IX 

I filIAICIOPi DE LA HIAAr,T.UT1flkCTO!i ' ON DflP-FICOI,L 

DL'1, ANTICITERPO !'tURTPI C'.DO DF. LIQUIDO DE k ¥^.T' t$ 

GRC acoplados m+4a DNP-ficoll mRu anticuerpo normal  

GRC normales más DNP-ficoll más anticuerpo normal 	- 

(RC aoopladon más DNP-ficoll mío anticuerpo de l.a. 	. 11128 

)RC normaleo cn&u DNP-ficoll mte anticuerpo do 1.a. 	-

GRC acoplados más DNP-ficoll  

(TRC normales mea DI1P-ticoll 	 - 

ORC acoplaJon mAn anticuerpo de l fquido do anci tia 	s 1t 512 

,IRC normale9 mAn nnticu©r;o do liquido do ascitia 	- 

!IRC acopla.ioi mAn anticuerpo norral 	 - 

GRC normales mAn anticuerpo normal 	 - 

1.a. liquido de aacitia 



TA B1,A X 

HEMACILUTINACION PASIVA DEI, ANTICUERPO PURIFICADO DE 

LIQUIDO D! ASCITIS SN VARIAS COUJ?FJIAS DE DONER 

ORC acoplados más anti-TNP ♦ 1s64 

ORC normales mía anti-TNP - 
ORC acoplados dolos - 
ORC normales solos - 
GRC acoplados más suero normal - 
GRC normales mán suero normal - 
ORC acoplados más anticuerpo I + 11512 

(IRC normales más anticuerpo I - 
ORC acoplados más anticuerpo I' + 1t128 

ORC normales más anticuerpo I' - 
ORC acoplados más anticuerpo I'' ♦ lel024 

ORC normales mío anticuerpo 1" - 



FI GURA 5 

Dobleinmunodifusión del anticuerpo purificado de 

liquido de ancitin de ratón (pozo central) fren-

te a varias diluciones (1,concentra!io;2,lt2, 3, 

1.4; 4,128; 5,1.16; 6,1.32) de diferentes acarrea 
dores acoplados a Dl!? ( pozos perifóricoa) loa que 

ee prepararon como ee indica •n el Capit.ilo II. 

A) DAP-albdmina hurana (fracción '1) 

H) DNP-albdaina de conejo (fracción V) 

C) DNP-gamma globulina humana (fracción II) 

D) DNP-albúmina bovina (fracción Y) 

E) DNP-hemocianina (KLi) 

F) Acarreadores sin DNP (a,b,c,d y e) 

Se observa que en la mayoría de las diluciones aparecen 

bandas de precipitación, excepto cuando se uso cual.quie 

ra de loa acarreadores sin DNP. 
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Dobloinaunodituaidn del anticuerpo purificado da 

liquido d• saoiti* do retén (poso o•atral) tras 

ta a varia• diluoionaa (& # conoantrado# ?,1441 39  
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Ilsotrotoresis reduotora en gel de poliaortlaEda 

coa 2-seroaptoatanol y D53 al 10 % 

♦ Patrda 

1 110 d• osrdo 

C £ettouarpo sonoclonal oostrol 

D, D' y D" Vtlowrpo obtenido de liquido de 

asottt• purificado en varias oo - 

luanaa da DOY 1 

a Cadomas posadas 

Cad•aw ligeras 
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FIGURA 8 

Dobl•inaunodituai6n del antiouerpo purificado de 11 

quido d• aacitis d• ratón tr•nt• a anticuwros de ra 

tdn producidos contra las diferente• clamas da ina_ 

noglobulinaa del mismo. 

1963 
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•e anoontró por iaoelootroenfoqu• que la muestra analizada oon• 

tiene %ntiouerpos del mismo punto tooalíotrioo (?idura 9). 

37  Cuantifioaoidn  d• los  anticuerpo_.  La obtención de los anta 
cuerpo• se roalizd •ediunta la purifioaoión si alfouotse de una 
parte del liquido de a.oitiel a cada una d• estas aliouota* N 
determinó la oonoentraoídn da proteína mediante el método da -

Lorry y col. en cada una de la• •tapa• tel proosmo d• purifioa-

oi6n. Se obtuvo una oonoantracidn final de 11 •g/sl de proteína 

y un total d• 20 al. 
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Ieoolectroonfoiao del anticuerpo purifica10 de 11 

quido de accitis de ratón, en condiciones reducto 

rus. 

A Corrimiento en anfolínas de pli 3 a 10 

B Electroforo3iu reductora en gel de poliacrila-

anida con 2-mercuptoot: nol y DSS al 10 ú 

a Cadenas pesadas 

b Cadenas ligorae 
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En este trabajo so utilizó la tócnica do hibridación de ciSlu- 

las somáticas desarrollada por Kbhlor y Milutein para la producción 

de un anticuerpo monoclonal (AcM) específico do la clase I 	con 

actividad anti-dinitrofenol. 

Se ha demostrado la cooporatividad entro anticuerpos (95), sin 

embargo es conveniente emplear AcM para corroborar este mecanismo. 

Por lo tanto, el presente trabajo tiene por objetivo preparar un 

AcM contra DNP. 

Al hacer los andlisiu de los trazos de Scatchard de reaccio - 

neo antígeno-anticuerpo utilizando inmunoglobulinas obtenidas de 

animales inmunizauos, so ha observado que presentan un brazo aseen 

dente que podría ser explicado por la presencia de interacciones 

cooperativas entro las moléculas do anticuerpo. Sin embargo, debi-

do a la heterogeneidad que se presenta en los sueros hiporinmunos 

seria interesante probar y analizar estas reacciones con anticuer-

pos homogréneou:y con una sola afinidad. flor lo que el anticuerpo 

obtenido en el presente trabajo se probará para dicho fin. 

Se sabe que las características de la respuesta inmune pueden 

depender tanto del esquema de inmunización como do la naturaleza 

del antígeno; sin embargo, diferentes determinantes sobre la misma 

molécula antigeínica pueden variar en inmunogenicidad y su habili - 

dad para inducir la aparición secuencial de diferentes tipos de an 

ticuerpos (111). Durante la respuesta inmune primaria la mayoría 

de los ait1 enos inducen inicialmente la formación de anticuerpos 

do la clase IgM, seguidos de la producción do la clase 	y poste 
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riormente de la clase IgA. Mientras que en respuesta inmune secun-

daria no producen proferencialmente anticuerpos de la clac© Ig(3 (13, 

47). En base a lo anterior se utilizó un protocolo de inmunización 

consistente en dosis ropetitivaa con el fin de incrementar la fre-

cuencia de CFA do la clase IgO (t39), así como el nálsero do estas - 

células en el bazo con reupecto a la IgM, lo cual puede obsorvarno 

por el n4moro do híbridos obtonidoa detect:ulo;3 por HP. 

Se ha encontrado que, con pocas eicepcionen, las célula© pías 

máticas secretando inmunoglobulinan no eutón restringidas a la aín 

tooiu de una sola especie do molteula do inmunoglobulina (6,14,21) 

y que estas células plaemdtioaa que secretan IgO o IgA son derivar. 

dan de precursores que sintetizan IgM (46,59). Se sabe también que 

la aaduración de una respuesta inmunitaria va a menudo acompañada 

por un cambio en la clase do anticuerpo que está siendo producido, 

dende IgM hasta IgO y que la especificidad del anticuerpo ce san - 

tiene a través de este cambio (137). Durante el periodo de transi-

ción se encuentran ciertos inmunocitos quo sintetizan tanto molécs 

las de IgN como mol3c¿laa do IgO. Esto podría explicar la presen - 

cia simultánea de varias claa.¥a de inmunodlobulinas sobre algunas 

células B (96, 144). Por otra parte, no todas las c4lulas inmune - 

competentes se diferencian a células plasmtticas productoras de an 

ticuorpos, sino que una parte de la población celular aensibiliza- 

da a determinado antígeno persisto como célula do memoria (146). 

Se ha sugerido que las poblaciones heterogeneas de anticuor - 

pos producidos en .reu)uesta a la estimulación por un determinante 

antlénico, representa el producto de numerosas clonan celulares - 

que producen anticuerpo:© homogéneos (3,7). Así siseo, la respuesta 
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insuno huooral a la estiaulaci6n untif;énica con conjugados hapteno- 

proteína está caraoteri•rada-por la producción de una población hete 

roCenea y altamente eopocífica de moléculsu de anticuerpo. Se ha be 

cho un anllisio sobre boto y so ha encontrado qua la progeaia do - 

nal de un solo precursor de CFA (célula B) produce una población res 

tringida do •oléculas de anticuerpo (107). 

En la Teoría de la Selección Clonal que es la miu aceptada bao 

ta la actualidad, ce implica que el sistema inmune responde al anta 

geno por seloccibn, activación y expansión de algunas clones de lin 

focitoa, los cuales están precoepromoti:los con un antígeno particu-

lar (12) y que por lo tanto la respuesta humoral a un anti.Seno dado 

es el resultado d• la suma tel producto de muchas elonas individua- 

lee. 

En la respuesta inmune normal, la CFA su probablemente una ci 

lulo en "estado final", os decir, ec una célula incapaz de diferen- 

ciaoibn posterior. Se cree que las CFA tienen una vida media de so-

lo pocos días; sin embargo, una CFA puede, bajo transformación ma - 

1 igna, producir grandes oaetilades de insunoglobulinas homogáneae, 

como es el caso del mielova ad1tiple, donde aun cuando no se ha po-

dido demostrar la actividad de anticuerpo para la mayoría de protei 

nas procedentes de 61, una eitensiva selección ha demostrado la ao-

tividad de anticuerpo para algunas protoinan de miolosa (106). 

Bajo ciertas condiciones las células pueden fusionares para 

generar un híbri.io, en el cual una célula aporta la especificidad y 

la otra la inmortalidad por su capacidad para dividirse constante - 

•ente. De esta manera se ori:;ine una clone que secreta una inmune - 

globulina específica contra el antígeno (50). 



En este trabajo so fuuionuron células plaa:ndLic3u con céluiaa 

de mieloma. Se produjeron varios hfbridomaa, el que se caracterizó 

necretb una inmunoglobullnu do la subclase Ig03  con actividad anta 

DNP, debido a que lao o lulau quo se fusionaron fueron células de 

baso eecretoras de Igü con células de •ielosa de ratón SP2/0-Ag14 

no secretoras de inmunolobulina (120). Estas últimas son variantes 

de lindas celulares de mieloma do ratón y tienen la propiedad de 

no secretar inmunoglobalinas. Estas lindas celulares han sido am -

plismento reportadas y sus efectos estutiados (52# 116). Con el es 
pleo de dichas cóluluu se impide la formación de moléculas nuevas 

de insunoglobulinas (15i  117), Por lo sismo queda esolufaa la po-

sibilidad de asociación entre cadenas ligeras y puyadas de las lt- 

neas progenitoras, como ocurre con las células híbridas provenien-

tes de mielomas secretores de inmunoglobulinas (50). Se desconoce 

el mecanismo por el cual se regula la síntesis de anticuerpos en - 

las células hfbridas, aunque se ha sugerido que la pérdida de pro-

ducción de un anticuerpo por una clona probablemente es cohseouen 

ola de la pérdida del cromosoma o cromosovas portadores ds los ge-

nio responsables de la producción de insunoglobulinas (52). 

Wn el presente trabajo se empleó el PW coso agente inductor 

de PC X  ya que con él se superan algunas limitaciones que as presen 

tan con el uso de agentes como los virus (24,38) y las lectinae - 

(11), tales como la frecuencia de hibridación#  la dificultad de - 

preparación y la falta de roproducibilided de un lote a otro. En - 

el caso de los virus, ademcls, se tiene quo la actividad fusionants 

ea variable y etpusata a decaer, y no puede excluirse la posibili-

dad de introducir fragmentos de la información virsl a las células 

v 
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trmtadas (100). Otra diferencia ea que el númoro de cólulas multi- 

nucleadan después del trutumionto con virus de Sendai, so ve fuer- 

temonte influenciado por pequeños cambios en el p11 (17,124). Aun 

cuando el PF.1 so ha caracterizado como un aento ml turnen te activo 

en inducir fuaión debido a su constante activid_►d fusionan te do lo 

te a lote y a ou fácil uso, además es igualmente efectivo en un am 

plio rango de pH (22, 134) hay lirnitacionus respecto a su uso; por 

ejemplo, quo dificulta la FC en suspensión debido a su alta vinconi 

dad (22,23,34) y que la concentración dol PEO y el tie:npo de expo- 

eición sean cruciales para obtener un mínimo entre toxicidad y m4-

uno de frecuencia de fusión (22,34). 

Para la clonación so eligió la colonia al atar porque para - 

el trabajo se requería obtener una colonia que presentara activi-

dad anti-DNP indopendientemente del número de células viables que 

tuviera la misma. Aunque esto 1ltimo es un aspecto importante para 

los fines del trabajo no se requería de la evaluación.de todas las 

colonias. En la clonación por la técnica de asar-blando se presen-

tó el inconveniente de la contaminación, ya que es un medio nutri-

tivo muy rico además de loe híbridos llegan a crecer otros organia 

mes. Por otra parte, el tiempo de incubación para la obtención de 

la clona es un poco mayor en comparación con el necesario para la 

elonación por dilución limitante. Sin embargo los cultivos efectua 

dos mediante esta última son también muy uuceptiblee de contaminar 

se. 

Con respecto a la clonación por dilución limitante se plantea 

lm interrogante de que si se cultivó una a6la célula. La pregunta 

es dificil do contestar. Sin embargo, aunque no se corroboró por 
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sicrosoopía, loo resultados obtenidos como la reacción siolusiva - 

de la inmunoglobulina obtenida con el antiauero dirigido contra 

Ig03  y la siistoncia de un solo punto isoelsotrioo, sugieren que 

en efecto se olonó una sola célula. 

Después de analisar loa anticuerpos por electroforesis rsduo-

Lora se observó que junto con las cadenas de las insunoglobulinas 

aparecen otras bandas, debido a la composición del liquido de aso¡ 

tia, as cree que estas bandas non contaminantes que se precipita - 

ron junto con las inmunoglobulinao y que no pudieron ser elimina - 

das durante la purificación de los anticuerpos. Por otro lado, pro 

bablemente este contaminación hubiera sido menor si ol antiruorpo 

se hubieran purificado da sobrenadante do cultivos. Aunque la des-

ventaja ds este ultimo es que para obtener cantidades suficientes 

de anticuerpo se necesitan cantidades muy grandes de medio, lo cual 

seria muy costoso por la composición del mismo. 

Por otra parte, se decidió purificar solamente el anticuerpo 

obtenido de líquido de ascitia, ya que la concentración de inauno- 

globulinas fue mayor que la obtenida de sobrenadantea de cultivo. 

Independientemente, el interés del trabajo no contemplaba la procs 

ciencia del anticuerpo. 

Considerando la presencia de DNP en las muestras purificadas 

(Figura 4) es observó una concentración casi nula de DNP, lo que - 

sugiere que el anticuerpo tiene una pureza confiable. Así sismo, 

el hecho de que la muestra analizada. reaccione solamente con el sg 

tisuero dirigido contra Ig(j  y que adsals tengan un solo punto 

eléctrico sugiere fuertemente que se trata de un anticuerpo •onoclo 

mal. 
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Finalmente, el rendimiento obtenido por ratón que fue de 1 eg 

puede considerara* como un rendimiento apropiado, tomando en cuen-

ta que so pierde una canti.tad importante durante el prooeeo d• pu-

rificación y que además+ la inmunoglobulin• obtenida pertenece a - 

una eubolaee que •s encuentra en pequeña cantidad en el suero de -

los ratone• normaleo. 



CONCLUS IONES 

1) La fuei6n entro célulau tumoralee con célu 

las do bazo compromotidao a D1IP, produjo un porcen 

taje razonable de hfbri:iou que secretan anticuar - 

pos anti-DNP. 2) El anticuerpo obtenido os una in-

aunoglobulina de la subclase IgO 3  lo cual se espe-

raba por el esquema de inmunización que ea empleó, 

3) Este anticuerpo en homogéneo y monoespecifico. 



A P É N D I C E A 

Medios de  cultivo.  Para loa irxperimontos no utilizaron medios de - 

cultivo preparados de varias forman a partir del medio Eak;1e modi-

ficado por Dulbocco (MEMD) con L,-glutamina y glucosa en una coticen 

tración do 4.5 g/lt (Gibco). 

Medio de cultivo incompleto (MCI). El MEMD fue uupleeentado con bi 

carbonLto do nodio y 11-2-hidrosietil pi,:oracina ácido N-2-etanouul 

fónico (112PE$) para obtener una concentración final de 0.24 M y 

0.09 14 respectivamente. El pH no ajuotó a 7.0 con hldrozido de uo- 

dio (NaOH) o ácido clorhidrico (11C1) 0.1 N y so oastorilízó por fil 

tración con membranas Milliporo cíe 0.22 `un oonoorvdndoue ri 4°C pa- 

ra su uso posterior. 

Medio de cultivo completo (MCC). Cada 100 mi del medio de cultivo 

anterior fueron adicionados previamente a su uso con: 

1 m1 de piruvato do sodio 100 mM (Gibco 100X) 

1 el de L-glutamina 200 mM (Gibeo 100X) 

1 m1 de amindcidoo no esenciales 10 mM (100X) 

1 ml de una mezcla de penicilina (10001/ml) y estreptomicina 100 

"/Ml 

15 ml do suero fetal bovino (SFI3) (Oibco) previamente ineativado e 

56°C duran t• 30 min. 

50 pl d• una solución de 2-morcaptoetanol 5 X 105  M 

Medio de cultivo con hipozantina, aminopterina y timidina (HAT). Al 

medio de cultivo completo se añadió una mezcla de hipozantina-timí 

dina (HP) y aminopterina 1 X que se elaboraron de la siguiente ma-

neras La hipoxantina (hidroxipurina, Siga) a una concentración de 

10 x 10 2  M se disolvió con Na01i 1 N y la timidina (Sigma) a una 

concentración do 1.6 X 10 3  M. Cien ml de cada quia de las so1ncio- 

neo so combinaron y aforaron a 300 m1. El pH se ajustó a 9.5 y s6 
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esterilizó por filtr:ción con mombranas milliporo de 0.45 	cansar 

vándouo a -20°C. 

La aminoptorina (ácido fólico-4-amino, :ícido i lutdr.ico-4-ami- 

noptorol)(Si¿na) se preparó a una concentración do 4 X l0 7 k y es 

disolvió con NaOH 1 N, el pB se ajuutó a 7.5 6 7.8 con ácido acóti 

co lN y no esterilizó por filtración con membranas millipore do0.4 5 

µm conservándose a -20°C protegida de la luz. La aminopterina se - 

adicionó al medio HP poco antou do añadir el HA'!' a las cólulas. 

Preparación do la solución de 8-azaguanina. La solución de 8-szagua 

nina (8-aza)(2-c►mino-6-oii-8ar.apurina)(sigma) nc preparó a una con 

contración final de 10-4 K¥ no disolvió en baño maría a 37°C adi - 

cionando NaOH 1N. El p!i se ajustó con ácido acético 1 N. La eutori 

lización se hizo por filtración con membranas milliuore de 0.22 µa 

y se conservó a -20°C. 

Preparación del polietilenglicol. 10 g de PJC con un peso molecular 

de 1000 daltona (Si,ima) se fundió y esterilizó en autoclave duran-

te 30 sin a 15 libras de presión. Se mantuvo liquido en baño saris 

a 50°C y no mezcló con un volumen de 10 ml de MCI, se conservó a 

-20°C. 

Medio criopreservador. Se preparó con SFB al 50, dimetiloulf6xido 

(DMSO) al 209 y MCC al 30 '£. 

Lipopolisaodrido do E. cola. 20 ug de lipopoli©acárido (Lipopolyas 

cebando W E. cola Difoo)se disolvieron en 5 el de SSI y se ssteri 

liad 30 sin con luz ultravioleta. Después se mezclaron con 15 al de 

9SI estéril y se ooncervó a - 8°C. 



A P E n D I 0 E 9 

Soluciones amortiguadoras 

Amortijuador do boratos (AB) 

Solución 1 

ácido bórico 	12.40 g 

cloruro do sodio 	5.84 g 

se aforó a 1000 ml con agua destilada 

Solución II 

hidr6zido do sodio 8.0 g 

so aforó a 1000 m1 con a¥uu doutilacia 

Solución de tr'sbajo: A 250 m1 do la solución I so adicionó 50.9 

m1 do la solución 1I9 se mezclaron con a.¥,uu destilada y se ajuat6 

el p!{ con la solución 11 antes do aforar a 1000 ml. 

Amortiguador barbital modificado (ABM) 

ácido 5,5-dietilbarbitúrico 	2.875 g 

5,5-dictilbarbitarato de sodio 	1.375 g 

cloruro de calcio anhidro 	0.875 g 

cloruro de magnesio anhidro 	0.238 g 

cloruro de sodio 	42.501 g 

Los reactivos que contienen barbital se disolvieron en 500 ml 

de a ua destilada en baño maría a 90°C, a continuación se disolvie 

ron los reactivos restantes. La solución se dejó enfriar y se ato-

ró a 1000 ml con agua dostilala. La solución se conservó a 4°C. 

Solución de trabajos io hizo una dilución 115 con a,cua desti-

lada# el pH normalmente se obtiene de 7.3 a 7.4, en caso necesario 

se ajusta con Na01i o Ud 1 0.1 N. Se esterilizó por filtración con 

membranas millipore y se conservó a 4°C. 

Amortiguador do cucodilaton 

Solución I 

ácido dimetil-arsónico (ácido cristalino) 	2.864 g/1000 ml 
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Solución II 

ácido disetil-araénioo (sal d• sodio cristalina ) 	4,48 g/100s1 

Soluoibn ds trabajos Se tomaron 50 si ds la solucidn I y ss 

ajustó •1 pH a 6.9 con la aolución 1I. 

LIorti,uador ds equilibrio 

2-serosptoetanol 	5 
glicerol 	 10 ¢ 

DSS 	 2 

TRIZNA-8C1 pH 6,9 	0,06 0 

Amortiguador de estracoidn 

amortiguador de lavado 	59.0 si 

Nondet P-40 	1.0 si 

gliosrol 	 10.0 al 

Lsortiguador de lavado 

cloruro ds sodio 	137.00 sM 

TRIS (bidrosilasinoso fano) 	20.00 sN 

cloruro di calcio 	0.92 sM 

cloruro di magnesio 	0.99 sM 

Amortiguador ds Beis 

amortiguador do sstracoidn 	0.10 si 

glicerol 	 0.02 si 

Amortiguador ds fosfatos (AY) 0.01 N 

Solución I 

fosfato de sodio oonoblsioo aonobidratado 	1.38 g/1000 si 

Solución II 

fosfato do sodio dibdsico anhidro 	1.42 «/1000 si 

Solución do trabajos A la soluoidn II se añadió la solución 1 

con agitación constante y en el potenoiósstro, baste obtener el pN 

requerido. 
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Amortiguador salino de foufatos (ASF) 0.01 M 

A cada una do las soluciones anteriores de fosfatos se adicio 

nó 8.5 g de cloruro de uodio y ua aforaron a 1000 al. La solución 

de trabajo es preparó de la misas 4onera. 

Amortiguador salino d• fosfatos (ASI') 0.15 M 

Solución 1 

Cloruro de sodio 	 /1000 sl 

Solución II 

fosfato de potasio sonob*sioo anbidro 20.410 g/1000 ■i 

Solución III 

fosfato de sodio dibdeico anhidro 	21.290 	g/l000 ml 

Solución de trabajos Re sezclaron la solución I con 240 al de 

la solución II y 760 al de la solución III. Bl pH se ajustó a 7.2 

con la solución II si estaba alcalina y con lu solución III si es-

taba ácida. 

Amortiguador TRIS-Basa 2 N 

TRISMA- Bass (Sigas) 	24.22 g/100 al 

Se agregó HC1 basta ajustar el pH a 8.8 

Asortiguador TRIS-cloruro de aeonio 

Solución I 

cloruro de asonio 
	4.15 g/500 •1 

Solución II 

TRIS 	 2.05 g/100 ■l 

el pH si ajustó a 7.65 con NSOH o HC1 0.1 M 
Solución de trabajo* Se mezclaron 450  al de la solución I con 

50 el de la solución II y el pN se ajustó s 7.6 son NaOH o XCl 0.1 d 

Amortiguador TRIS-glicina 

TRIZMA-Base 	 12.0 g 

Glicina-glicoaola-acido ssino acético 57.6 g 

se aforó a 1000 •l con agua deoionizada 
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Solución de trubujot 200 sl de rmortiyuador TRIS-glicina, 

el de DSS (10 sd/nl) ue oesclsron y aforaron u 1000 •l con agua 

esionizsds. 

Amortiguador TRIS-HC1 2 N 

TRIZNA-HCL (i vi) 	)7.6 g/100 el 

;e sgragó Na01f hu;tu ajurtar •l pH u 6.8 



A i'r; 11 0 I C ?: 	C 

Resinas 

DI:AE- celulosa. 15 1; do D:,1};-cel.u1oau (:,i;ar.i) sc hi trataron en 603 

m1 de tia0}1 0.5 N y NaC1 0.5 M. La resina un mantuvo con nivitaci6n 

hasta dos•,asificar y ¡►e du„ó seciimontar durante 30 mis, el nobrona 

danta Be decantó y rae runuspondi6 en (i00 ml do }1C1 1 N. Nuevam:nte 

se dejó uodimentar r, su dec►ntó y su filtró en un enburio büchner lo 

dos pioaan y no lavó con }P L 1 i7. Postoriorrssnte se rc.juupendió en 

600 ml do !¡Cl 1 N, so filtró y se lava con uu 	l:.1a hust:►que 

el a,.sua de luva,io aican .6 pU de 7 al>roximci.lumente. Finalmente la 

resina se ajustó a pU 3 melianto 3 panes do resuupensión y decc:nta 

oión en 603 m1 do una solución concentrada do A' p11 8. Deopudo se 

lavó una voz con AF pH 8 0.01 M, se resuspendió en 403 ml del mii►- 

mo arhorti,;uudor y se conservó a 4°C. 

Sefarosa. 200 g de sefaroua se hidrataron con 200 ml ue a,;ua denti 

lada con agitación constante, se adicionaron 400 ml de bicarbonato 

de sodio 0.1 M pU 9.5 y 10 m1 de solución de bromuro de cianót;eno 

en ecetonitrilo (2g/ml) y se taantuvo en agitación constante duran-

te 5 mis. So filtró la resina en un embudo blichnor "C” y se lavó 

con 250 ml de bicarbonato de sodio, 3 it de a:;ua destilada y 3 lt 

de AS? 0.01 M pil 7.0. Los grumos formados s a1imin-iron agitando 

fuertemente el paquete en 800 m1 del mismo amortii;uador. Se filtró 

nuevamente, su reeuspendi6 en AB pH 8.76 y Be adicionó 6.5 mg de 

ANP-lisinm (Sigma) disuelta en AB a una concentración de lmr;/m1.3e 

agitó durante 5 h a 4°C, su filtró y so lavó con 1 lt de AB. Final 

mente so resuependi6 en 200 ml de glicina 1 D: (`tima) y se mantuvo 

con aSitación constante durante toda una noche. 3e lavó con ASP 



y ue reeuripendi6 en el minoro aiaortiguador conservándome % 4°C. 

Aoves. 30 g de dores ae hidrataron con trae volísenea de agua des 

tilada, •e dejó sedimentar y eo dsoantó. Posteriormente se lnvd con 

agua destilada mediante pases de reauapenai6n y decsntocidn hasta 

eliminar loo residuos finos del aobrenadante. 

La reuina se empacó en la columna y se lavó con 250 el de aca 

tato de sodio al 10 1, y en seguida con agua destilada adicionada 

con asida de sodio hasta tener en el eluído el pH de la misma. An- 

tea •ie pasar la nuestra se lavó con ASF 0.01 M pH 7.2 gasta tener 

en el eluído el pH del soorti.;usdor. 



A P Z N DICE D 

'r4cnieas do detección de anticuerpos. 

Las técnicas util i nadan para leterminar la aotividal anti-Dyf' 

de loe unticuerpo3 obtunidoa fueron dobloinrainodifusidn (.)ID), he- 

•aglutinación puciva o inhibición de la beeaglutinacidn con Dlic'-fi 

coll. 

Dobloinmunodifcsi6n. Se pro pararon por tuobjotos barnizudoa con agá 

rosa al 0.1 `y, en ASF 0.15 N p11 7.2 Sobre cada uno le loa portaobje 

tos se colocaron 4 ml de azarosa al 0.6 i, dinuolta al punto de ebu 

lllción en el mismo amortiguador y adicionada con azida de sodio. 

Después de colocar las muestras re:;pectivae ce incubaron a toa 

peratura ambiente durante 24 ti aprozimadamente en cámara hdmeda. 

Cuando aparecieron las bandas de precipitación, no lavaron las pla 

cae con solución salina al 0.85 f, durante 7 fías . :'osteriormente 

las placas se secaron, se tiñoron con amido negro al 0.1 	lurante 

10 mis y se lavaron con ácido acético al 10 í, hasta eliminar los - 

residuos de colorante. 

Hemaglutinacidn. Para la hemaglutinación tanto pasiva como la inhi 

bición de la misma con DNP-ficoll se acoplaron 316bulou rojos de 

carnero (GRC) a trinitro 'enol (TI¡?). 

Para el acoplamiento del T11P a los GRC se empleo el siguiente 

protocolo& Los (INC se obtuvieron asépticamente 3  días antes de ser 

aooplaíios y se conservaron en solución estéril de Altsover a 4°C. 

Los GRC se lavaron por con tri rugación a 400 ag durante 10 min tres 

veces con ARM. Del paquete de (INC se tornó 1 m1 y se colocó en 7 el 

de arnorti,;uador de cacodilatos 0.28 M pH 6.9 (106) en el ;ue pro - 
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vismente se disolvieron 25 mg de íoido 2,4,6-trinitrobencénicosul- 

fónico (¿autman) y se mantuvieron con atación constante en la obu 

curidad durante 10 min. Posteriormente no lavaron en 35 ml de ABN 

frio,por centrifugación a 400 xg durante 10 min. Se dio una segun-

da lavada en las mineas condiciones pero con ADM previseente adi - 

cionado con 22 sg de glicil-glicina (Sigsa)(69). Finalsente se la- 

varon a 400 zg durante 10 min hasta obtener el AAM transparente.El 

acoplamiento de los GRC al TNt se probó con un antinuero anti-TNP 

obtenido en borrego previamento absorbido con 0IW a 4°C durante 60 

sin y descosplementado durante 30 min a 56°C. 

N.meglutinLtción pasiva. kn placas de bcaaglutinacidn (Dynateci,-la 

boratoires) se agregaron 0.025 ml de cada muestra, 0.025 m1 de CRC 

acoplados y se incubaron a 37°C durante 6'a min. donpuófn se lavaron 

3 vocee por centrifugación a 50 zg durante 3 min con ABM y se tigre 

garon 0.025 ml de suero anti-inmunoglobulina de ratón diluido 1s6, 

previamente inactivado y absorbido. Las placas no incubaron a tem.. 

peratura ambiente durante 15 h. 

Inhibición de la homaglutinación con DNP-Ficoll. Se emplearon solu 

cioneo de DNP-Ficoll a concentraciones de 1000, 5U0, 250, 125, 62.59  

35.25, 15,12  y 7.56  mg/ml; de las cuales se colocaron 0.05 ml en 
una placa de hemaglutinación. A la vez, se anaaieron 0.05 el de ;RC 

acoplados. Las placas se incubaron a 370C durante 60 sin y después 

se agregó 0.05 el de suero anti-inaunoglob:linas de ratón diluido 

1s6; previauente inactivado y absorbido. Finalmente se incubaron a 

temperatura ambiente durante 15 h. 

Las tWonioas utilizadas para determinar la clase de anticuar— 
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pos obtenidos fueron innunoeleetroforecis, elactroforaain reducto- 

ra e iuoelectroenfoque. 

Inmunoelectroforesis. Loa tolea ue preperaro- colocanlo los portaob 

jetos sobre inmunonarcos y Bollando las uniones con agarena al 0.81 

prepasrads con AB (Electro 131 Buffer, helena, Lab. IIS;e) y adiciona-

do con anida de sodio. Se colocaron 24 nil de agurosa en la miama - 

concentración por insuno:riarco y ce dejó golificar. Lau muestras es 

colocaron y para nu separación se pusieron en un campo eléctrico - 

con un potencial de 2 niliampores por laminilla durante 60 min. )ee 

puse se colocó el antiauero y se incuuaron 24 h a temperatura am - 

biente en cámara húneds. Cuando aparecieron las, bandas de precipi-

tación so lavaron y tiñeron con la motodoloaia empleada en la DID. 

Electroforeaio reductora. Para la olectroforosia se prepararon dos 

geles. El gel inferior se preparó con 11 m1 de acrilamida 30 	y - 

bisacrilamida 0.8 t, 6 ml de VRIS-baso, 0.3 ml .io DSS sl 10 g, 0.5 

el de peraulfato de amonio (10g/ml) y 11.25 m1 de agua destilada. 

Se des aaific6 con a, itación dur:inte 2 min y se ooidionó 30 rl de 
te trame tilatilen.iiamina (Ti:MED) volviendoso a deugaaificar de la - 

misma manera. Se dejó políserizar durante 2 h. El gel superior se 

preparó con3.5 ml de acrilamida y biaacrilaaida en las mismas con-

centraciones que en el gel inferior, 0.65 ml de TFIS-HCl, 0.1 al de 

DSS (long/el) y 11.5 ml de agua destilada. Se dosi;tasific6 y se adi 

cionó 10 N1 de TJb:r:D, deagueificándoue nuevamente. Se dejó polime-

rizar 60 min. Se colocaron loo geles ;i ue dejaron reposar durante 

4 h. 

Para correr las muestras se preparó una :solución con 0.1 g de 
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D33, 0.0074 g d• •tilendissinotstrsaostato (RDTA), 1 el de glios - 

rol, 0.1 si de 2-seroaptostanol (104) y TRIS-HC1 hasta 10 ■l. Coso 

ssroador se adicionó azul d• bromofenolsn una oonosntrsoida final 

tel 10!. D. seta solución se tomaron entro 5 y 20l y SS mezcla - 

ron oon 100 »l de ostia muestra con una ooncsntraoidn d• 50 N,g, la 

mezcla es oalentd a 100°C durante 2 sin. 

En la odsara mayor so oolooaron 1000 sl ds amortiguador TRIS-

Olioins y sobra •1 gel superior as colocó un poco del sieso asortL 

guador sn seguida us adicionaron las sus trae. La ofaara menor •s 

cubrid con 500 sl del asortigusdor anterior y para la separaoidn - 

de las muestras •s pusieron era un oan po eléctrico con 15 silisspe-
rss por pisos. Cuando el frente d• iones pasó del gel superior al 

inferior el voltaje se ausentó al doble hasta que •1 frente ds lo-

nos llagó al final del gol. 

La tinoión del gel se hizo con una mezcla de azul de 000sszis 

al 0,06t, sstanol al 30% y ácido acético al 1015. Cuando aparecieron 

las bandas se lavó toda la noche en ¿cito acético al lot. 

Isosleotrosnfoqus. Para si isoslsotrosntoque es efectuaron - 

dos •lsotrotoresis. Fan la primera se separaron los oomponentss del 

anticuerpo de acuerdo a su punto isooldotrioo y sn la segunda por 

peso solsoular.(sleotro:orssis reductora). 

S1 ¿si para la primera sicotroforesis se preparó ooa 2.5 ■l - 

Le aorilsaids al 18% y bissorilasida al 0.654 ea Aras 8.5 M, 0.2 

■1 de Moniet P-409  0.25 •1 d• anfolinrs pR39  0.25 si de sntolinas 

pñ 10, 7 si de urea 10 M. La mezcla se d.egasitioó al vacío duran- 

te 2 sin# se adicionaron 20 ul de persultato d• asunto para nueva, 

mente dssgasificar durante 0.5 sin. Finalmente se agregó 10 pl de 
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El gel s• colocó •n un tubo de vidrio ds 0.3 c• do di4N tro 

hasta cubrir una distancia de 10 os y se dejó polisorisar durante 

2 b. Para correr la muestra so preparé una solución do la composi-

ci6n sigulsatss 20 rl de muestra en 10 og do urea, 1 pal de DSS el 
10 % y 1 rl d• 2-soroaptostsnol. S• calenté a 1000C durante 2 sis. 

Después do enfriaras se colocó sobre el gel y a bro la solución si 

adicionaron 27 pal do amortiguador do liois con 1 µl do asul de bro 

sotenol como siuroador. 

Paro la separación de la muestra es colocó lo parto Inferior 

del tubo en 1.00 0.02 0 y la superior en ácido fosfórico 0.01 M. 

So aplicó un potencial •loctrico con un rango d• 400 a 1200 volt• 

en 3 b. Después do •atraer el gel del tubo se mantuvo en 50 ■1 do 

amortiguador ds equilibrio durante 2 b. 

Para la segunda electroforesic, el primer gel es sobrepuso al 

gel superior do la electroforesiu reductora y s• procedió a la so-

paracidn como se indica •n la parto correspondiente. 
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