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Los p1nea1oc1tos son los que constttuyen la parte activa de

la gI&ndula.k Estas cé1u1as tienen conexiones vfa nervfosa con

fenen la‘pro ucc16n y/o a1macenamiento de c!ertas sustanc1as,_
"ﬁan sido puntos por- 1os cua\es se ha pensado en una especie de
o "reToJ"; que regu1a 1os cambios circﬁdicos en funci&n de la- 1nten-
"}*sidpd luminosa (wurtman ¥ Antén Tay, 19&9 AxeTrod. 1974 Klein.
w’:fﬂ1978) en e1 que 1a g15ndu1a p1nea1 tiene un papel 1mportante.‘

Sin embargo, recientemente algunos trabaJos han mostrado que .
’52;5aﬂn en animales como e1 armadi\]o en 1os cunles no 'se ha encontva-'

‘ 'do la g1&ndu]a p1nea1 diferenciada. se puaden observar variaciones




€ mo un transductor neuroendt‘icMnO (wurtman y Antén Tay, 1969“._,
Anton«Tay. 1971~ Axe1rod 1974 ‘Klein, 1978), que rec1be impu1sos‘v

i """“’s“ °°““‘°“d°5 d”ectamente por el nive'l ‘luminoso 461 medio




Wcas con funciones antag&nicas, de 1as cua1es una de ellas puede i

llamarse excitador 0 control positivo f?] 3otra 1nhibidor. sin o

nb&cido triptnfano circu]ante._ Una vez en e1 1nterinr de es-t

tas cé1u1as, el triptofano es hidrox11ado por 1a triptofanohidro-’

xilasa form&ndose el 5 hidroxitrtptofano (Figura 1) Este com— 'EQ

puesto es descarboxi1ado por Ia acd“Gn:de 1a descarbox11asa da

aminoacidos arumsticos de 1& serie 3 que forma la 5 hidroxi t;

?triptamina 0 serotonina.linﬂ’

Este e uno de los compuestos importantes con 1as cua1es se

regu\a la functﬁn de Ta glinduIa pinea1




.-5-0H trp B hidroxitriptofano.
RS serotonina 5t = seroton1na,
a riptofanohidroxﬂasa,

1dds-ra' miticos de 1a serie .
X mdolao-métﬂtransfe-

Mt mel

L '1-ADC & Dascarbox

o NAT = N-ncetﬂtransferasa. HIONT =
._r,as”;u.. Basado an K1e1n. 1978.




idroxiindol orto-meti]transferasa (ﬂIOMT),.:que orma,1a,2{5vmer,'L

os.de-los cua1es tienen'estrecha re]aciEn."a)lregd15516n'céluv{f,f

S 1ar, b) regulaci&n neura1 Y, cl regu]aciﬁn ejercida por el me-‘

}dio ambiente. Es 1nseparable el binomio de Ta regulacion neural-

ﬁf10é6t15.~ El princ1pa1 factor que aporta e1'medio ambienteves 

A :Ja 1ntenstdad 1uminosa (Pang, et ale, 19821 Lus trabajos de

uBrainardyco1aboradores (1982). han demostrado que 1a intensidaq

'rf mfnima que causa en 1a rata una disminucidn en 1a concentracf&n:;',:f

de Mt es de 0.5 uN/cm ( 1. 18 1ux 1. L o e

La regulaci&n a n1ve1 ce1u1ar comprende dos facetasz eT"ﬁf;
',fVel enzimétfco 'y e1 de 1os receptores de Ias substancias provenien-~

: tes de 1as neuronas, este 1t1mo es e1 que actﬁa como union entre

1a regu1ac16n enzimética y 1a ejercida por 1mpuisos nerviosos.




‘]radores (1982), demuestran quw_la actividad de e‘tos receptores;‘ 

:regu1a la actividad de una de las enzfmas que 1ntervienen en Iaf

La concentrac16n de esta fndo1amina es’ regu1ada por ;
-ﬁvla actividad de la enzima anab611ca denominada descarbox11asa de
i nu!ctdps de 1a serie i, yﬁpor 1a actividad de dos enzimas~':'nf;’

daé;y!a monoaminoxidasa J  KQ, NAT'4

'cédicas, aunque 1a enzima MAG no 1as muestre. Otra enzima 1m—,

'portante es Ta. HIOMT que regu1a dtrectamente 1os n1ve1es circu¢

, ,1antes de Mt que muestra edem&s en su produccidn, una Pérfodii'f*i"

'jhidad circ6d1ca similar a la de1 metoxf1ndol. '

La concentracién de Mt en el p1asma y lfquido céfa!nrraquf—“
‘deeo se ha visto'gue es sefs veces mayor en 1a noche que durante e173-
U dfa (Hed1und, et al., 1977), mientras que en el caso de e St

1as concentraciones reportadas durante el dfa son mayores ‘que las

,;encontradas durante Ta noche.




~;de”se‘n¥é§éﬁ£5*1é ehz%ma HIOMT ' mientras que*ﬁfnb§=auto s,han

';encontrado que varias enzimas invo1ucradas en-. 1a biosfntesis de‘

“r.os procesos‘ykestruc,uras entre 105 que sobresaien e1 siste-“

 ma nervioso centra] (Antén- ‘my. 1972, 1974 Glass y Linch 1982);\

‘i__ei hipoté]amo (Rfchardson et al., 1982 walker, et a1., 1982),1as,=ﬂv“"

A{la neuroqufmica (Ho]mes y Sugden, 1982)! 1a hipertensién (Kawa§ﬁfﬁ‘   -
Comay Nagakura. 1982) y Ta conducta (Golus y King, 1981)_ -

’ ;Los efectos de 1a Mt son muy var1ados ya que se ha visto -

__que en 1a rana causa un obscurecimfento natura1 de su piel pero;

‘jtambién tiene efectos terapeuticos en e1 humano como en el éaso__‘”

' fde 1a epi!epsia donde se hacen menos frecuentes 1as crisis y 1@  ,'

.-enfermedad de Parkinson en donde aumenta el contvol de1 movimien-

to (Ant6n- Tay, 1972). Adem&s ‘se ha ancontrado que su excresian




a cirace

' efectos fisiolégicos o bien utilizando anticuerpos marcados con
ZradioisGtopos 0 fluorucromos. Entre 1os primeros esté e1 obscu-'f

];.reci

;sfluorchéncia (IF) ya sea directa o 1nd1recta (Grota y Brown.
1974. Arendt. et a1., 1975 RolIag y Niswender, 1976).

Como es hien conocido. 1os anticuerpos son producidos por

«’células esPecializadas deI sistema inmune, del cual se han pro-' '

'}es e1 propuesto por Ralph (1981) en gl cua1 1as céIulas totipoten- =

1a1es estarfan presentes en Ia médu]a Gsea. Posteriormente a

fa‘1as primeras divisones m1t6t1cas, Ias cé]uIas 1nmaduras pasarfan




La respuesta 1nmune puede idxvidirse en" humora] y ce]ular,

, o den. reconocerse diversas po-7 
‘}blaciones con funciones especfficas. Este reconocimiento se hace

wprincipalmente con base en antfgenosfespecfficas presentes en la  ‘*

. tes poblaciones de 1ifoc1tos T' se han caracterizado son losilfn- fv'

-“focitos T supresores (T ), cooperadores (Th) y citotﬁxicas (Tc;;f

'

: 'Cuando a'las-céIUIas 8 “ega un estfmulo antigénico como. bac-
‘ftérias.‘1ect¥nas, ete. es captado pnr 1TH receptores de memhrana,, o

‘ﬁgenera]mente protefnas de1 tipo de las’ Ig u otros, e1 Iifocito B

th/que se encuentra fuera del ciclo ce1u1ar en 1a fase Gﬁ ;sufre una

;Etransformacién blastoide que hace quo este se active. entrando a1
'“ciclo celular en la fase"Gl, para seguir a la fase- S y continuar

con su ciclo hasta 1legar a la mitosis (Lérnerry:Dixon. 1973).
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7;_5Ja teorTa de Burnett y Thlmage (NossaT, 1978)

DeacueMo a- la teoria de 1a se!eccién c!ona1, el nﬁmero de
"cé1u1as que forman antiruerpos y que requiere un organiSmo duran- ;f
:fﬁte su vida varia entre 1 y 10 m11lones (Rose. 1982) 51n embargo;' 
k&esta cifra debe ser una: subestfmacfén dado que el organismo no ff’ o
 ”“sabe" a qu& tipos de antfgenos estar& expuesto ni: el medio ambien--*'
ifte en el que se desenvuelve.es homogéneo. por 10 que el numero de~?f

’be ser chho mayor.




:mknaHAS”peSédés ) ry a las otras se les 11ama ligeras ), a

secuencia de anﬂnn&cidos de 1as cadenas H  es difergqteéde*fé;qqg :

f1vqriacion de’1os restduossque determinan asf;una region COnstantvk
'77en donde 1a variacién es minima mientras que existe otra cuya va-

"riaciﬁn es - a?ta ¥y se denomina regiﬁn variable,

Dentvo de esta ﬁltima hay zonas en 1as cuales la, variacién

1es todavfa mayor, esas regiones e conocan coma hipervariables.,‘4vv.,ﬁb

}No todos 1os tipos de, 19 presentan como estructura bésica el

“]dfmero H Lz » sino que ‘hay algunas que presentan m&s da un'dime-’
o ro, cOma es el caso: de 1a IgA que tieng dos’ dfmeros y 1&  ffM’7'vV
. con cinco dfmeros (winkeihake. 1978] ' '







| 4 i ”Jﬁ” pfoliferacién de los Tinfocitns Bf
.e rat&n (S1eckmann, et a1., 1982), 1a IgE promueve 1a 11bera-~"

’ciﬁn de histamina de las células cebadas.‘] IgM activa efecti-f;f'

‘y°muéhcs miles para eI caso de raton. aunque tambien existen a]—';

gunas lfneas Tinfoides ‘de otros mamfferos y aVes (Ralph, 1981)

En ratones existen entre 103 y 104 1Tneas de mie1omas incluyen-‘~r :

do aque11as que no han sido adaptadas a condiciones de cu\tivo

in vitro (Ralph 981), de 1&5 cuaTes la mayorfa pertenecen a tu-. ‘

‘ 'mqres indUcidos en T8 cepa Baib/c (Raschke. 1980) En st eJ‘»

G mieioma ¢s un tumor de c61u1as que secretan Ig 1nespéciffca§

que se manifiesta en 1os estadios terminales de la- maduraciﬁn ‘de




e

 .. 1961) Originalmente. el trahd‘& con do

'530 morfa?ogfa y nﬁmero cromosﬁmico. En un cu1t1vo se: pusieron 3

5f'crecer células de ambos tipos y al cabo de tres meses se obtuvie-vi‘?w~'

' ron. células que eran diferentes a las parentales. caracterizadas :
' por tener un nﬁmero cromosomico modal. casi 1gua1 a 1a suma de am~~5

»’bos tipos ce\uIares parentates. que presentaron esenciaimente ca~

751 ‘todos los cromosomas marcadores de. 1as dos !fneas progenitoras‘
E(Barsk1 Y. Curnefert, 1962) ' S LT '




fqufmico que promueve 1a fusiﬁn sino que también hay otros quese»uﬁ

llizan ‘como materia prima para Ia fabricaci&n de cosméticos (Klebe

'.. 1931)

| ajfusisn c&lular nd

 st£7restr1ngida a !as célu\as anima1es

[ q0e también se ha hecha ﬁtilizando células vagetales (Robert ‘
'Cf71981. x1anghui, et al.. 1982), tanto en estudios de fitomedoramie 57f{
to Como de binqufmica. fisfologfa y embriogéuesis.' Al igual que f -

: ﬂ;en células animales. en vegeta!es no es necesar1o utilizar 1&5 zo-

 fnas”mer1stemsticas para efectuaﬁ la fusi&n, pero se prefieren es~.':””

ﬂzonas por su. gran capacidad de pro!iferar. El problema obvio»

' ‘que‘se presenta ar trabajar con cé1u1as vegetales. es 1a presencia

T 7fde la pared celuiar, 1a cual puede seér retirada 51 s hece una di-f;f

"“gestiﬁn enzimitica de el]a ut1lizando celulasa y pectinasa para

C
H

"} 1981) y campns eléctricos (memerman, 1981. 1982 Richter, 1~ff




ﬁ;eccidn de mo1écuias por medxo dev,nticuerpos. Este tipo de :
 fjreactivos ha 1nvad1do varios campos: de 1nvestigacion tanto a nive]

‘lbssico como aplicado(Yeiton y Scharff, 1980 Dav1d, et a1..1981

'-.‘Q,;Pawma.' et al.; 1981, Sev1er. et a1., 1981. Reichardt ¥ Matthe
"'“.;1982) o g e |

Las ventadas que ofrecen los anticuerpos monoclonales son

vw;esencialmente su alta especificidad debida 2 su capacidad de deteiQw’F

tar un sblo doterminante antigénico)'debida a que prov1enen de una




congelarse:durante Varias vece ’ haciendo casi 1nf1n1ta y perpetua

‘la producci&n de este;tipo de anticuerpOs.,evita al zmismo tiempo o

con 1a ﬁnica restriccian de que el organ1smo al cual se 1e

‘Q-1ntroduzcan, sea capaz de. producir un anticuerpo contra ese deter-;,7

.z;minanta en: particulavl4 AT poder obtener varios anticuerpos mono-.f'

'1:fc1onuves contra ﬁife ntes determinantes de un solo untfgeno 38

'Tpodrfan combinar y hacev un antfsuero tota!mente sintético que pue“‘

"f;“da detectar al anttgeno en un 100% 'y en muy. baJas concentraciones.57

- Trahajos de este tipo se han realizado recientemente (Ehrlich. et

l.. 1982).







. ” ;”ﬂéiiédj;x” :50 mg de H en huffer
&e'fbifitOS"Q;OS’H -pH 7}8 'éh 3.4m1  de volumen final. Se~

1.67 mg de Bt et11.3-(3 dtmetiiaminopropil) carbodiisf};'fﬁ'

Sé'id{¢}onir0n

ftgréyardn

'1contra agua desi‘nizada, hacien»ffg
da 12 hs ..1.<“ ' g

, Ii. l nm un 1z a c i 6 n- dte 10s fr~a t ones ..

Este procedimiento se hizp en ratones de 4 ‘2 6 semanas dev

'edad, de Ta cepa Balb/c. obtenidos del Bioterio del 6entro Hédicow A;‘gg
,_uacfona1. xnss. ' | S
‘ Por cada animal se tomaron 100 ‘ug. ?déi’conjugédb Ht TGH
:hsvenﬁidos en 250 ul de squcidn salina balanceada de Hanks

(HBSS, Microlab, México) 'y emulsionados con 250 ul de adyuvan-




queycontenfa Bnrdetel1é g_;tussf 1nact1vada.

: La emulsian se 1nuculo en .una dosis vfa 1ntraper1toneal (IP)
en un lote de 3 ratones que recibieron cada uno de-ellos 500 ul
v*del inGeulo, A las cuatro semanas se aplic6 una segunda inmun1za-'
g fciﬁn uti]fzandu la mtsma via con 100 ug del conJugado Mt TGH.

~i_suspendidos‘en '500hu1,‘ e HBSS por cada animal inmunizado.

IIIg M a nten in ien t o d e 1as cé&lula s“dég :

Lm 1 e 1 cma

Las c¢é&lulas parentales con la caractefisﬁica de creﬁer,indeQ
finidamente en cultivo in vitro que se utilizaron en este estudio
fueron de 1a 1{nea de o1asmac1toma de ratén P3X63A98. Esta lfnea'
celular es resistente a la B;azaguanina | 107 3w ’ pues son. defi-,

i’;cientes ‘en- 1a enzima Hipqxghtin-duanin-fosforrfﬁoqil-transfe;asa S
V(HGPRT),‘ se;reta Igélk ( vy k) pero no setréfa cadenas 11§e-
ras o pesqdas aislada (Kohler y Milstein, 1975). ‘

Las células de mieloma se mantuvieron en crecimiento como cul~
tivo contfnuo a 37°C con 7% de CO, en aire himedo. Se ut1l1zd
“medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, MicroIab,:México)”adi-

cionado con: suero fetal de ternera (lote 8557 ‘ _
dr. Scientific, Corp, U.S.AV)* . ivviveanenn. 10 ml,

glutamina (Micro)ab. MExico) .vvvennveae 2 X IO'GM.
gentamicina (Scheramex, México) ......... 0.1 mg/ml.
2-mercaptoetanol {J.T.Baker, U.S.A)} .... § X 107%n.

*Inactivado a 56°C por 30 min y filtrado en membrana Mi111-
pore de 0.45 um, :




f ron 2 112 Xg durante 10 min en una centrffuga Sorvall

S da,de un pist&n de vidrio recogfendo 1as células en HBSS 'én'dné”jirﬁl

a;de petri. deq,e]5procedimiento.se‘hizq a .3 7°C en. condi-- :

,«;-,un tubn de centrffuga estérn de 15 m'l .(zcastar) y se ce”" ‘

Se 1es retiru el sobrenadante, se resuspend16 en HBSS ¥y centri-
ugﬁ una vez m&s a 112 XQ por 10 nin . Se Tes ret1r6 el sobre-:«.

adante, se resuspendieron en 5 m! HBSS

: Como céiu?as acompaﬁantes se uti!izaron tfmocitos que acond1

cionaron el medio en el cua1 crecferon 1os hibridomas sin teﬁef

T efectos colaterales que 1nterftrferan con su desarro?To (Namba, et;‘aj
"a1.. 1982) Estas céTu}as acompaﬁantes. 58 obtuvieron disectando fi"
vet timo’de ur ratén narmal de 3 a 4 semanas de edad. Al igua! que

( flbs bazos. 1os timos e disgregaron sobre el cedazo metslico

La suspensién de timocitos se coloc6 en un ‘tubo de centrifuga

Viestérfl de 15 ml oy se centrifugc a 112 Xg durante 10 min

. tirdndoles ¢1 sobrenadante al terminar defcantrjfugarse. El paque~

te ce]dlaf iefresuspéngiélen»el medio-HAT que’éontenfa:‘~




'wlvfa de salvamento»o a?&erna*ne»

s~ 1a timidina quinasa y Ta HGPRT A

cestta do dos enztns

Debidora que 1as cé1u1as de1 mieloma carec&n de la;,HGP,Tf,‘L

"nu puaden utilizar 1a vfa alterna de sxntesis de n0c1e6tidos,;1

Ats,ﬁnicas células que. pueden pro11ferar en cultive durante tiempos ‘
*ffVlargos son- los hibridomas, de. acuerdo a\ sistema de Littlefie)d i;{gl
”'5(1954) modif1cado por Ephrussi (1972) | S

Se contaron por separado 1as cé1u1as de mieIoma Y los espte-;[;ff“
' »\nocitos en c&mara de Heubauer, con ayuda de la prueba de. exc1u316n';ff
‘de1 azu1 trtpano para viabi1idad ce1u1ar.- En un - tubo de centrifu— vf:

ga estéri] de ;50 ml (COStar) s 58 . co1ect6 el vo1&men necesario




h i b r i d o m as p;fvogd,gﬂéft:b-f "'

 .{¥toras de anticuerpos contra Mt SEThTE54ﬁéﬁ§éntégaﬁ£'ﬁdafffédeij{
‘:,cion 3 la técnfca del ensayo inmunoadsorbente con. enzima acopla-;j hiﬂ
| da (ELISA) propuesta por EngvalT y Perlmann (1972). que eonsfs--f;if}i
t "5 ug de1 condugado en _50 ut de agua des1oni- ¥1125

e en co1ocar‘

ffzaﬁa;vdentro de cada uno de Tos pozos de unatplaca de 96 (Lin-¢, f

 ,;bro Flow Labs ), 1ncub8ndose a 37°c hast *desecacion.{ Se 1avo

f1a p1aca con PBS O'GI M pH 7;2 y se. coTocaron Eo,ux‘;delg§p~ f»~'




conjugadaAcon anticuerpos_de cabra Shff—

H ¥ L de ratdn (Cappe!”‘

y 100 ul de1 substrata prephrado ¢t n 'S‘ﬁT- &eﬁﬁcf1 g'"
fdo cftrico (Baker México) 0. 05 M, pH a0, 25 4 de Halp

2 2'-azino di (3eet11benzo*:l:”

{un‘tiempu aproxumadamente de 30 min

, 91;' Clomacién  y,“e cpansien dAe' cEluias
s htbrtdas, | ;e | |

Para obtener timocftos y usar1os coma células acompaﬁantes,

.fse sacrificé un ratﬁn de 4 semanas por cada pTaca de clonaci&ni

TSe dvsactﬁ asépticamente el timo oy se proceso como se mencfonﬁ

'Qqntes.v Al final del tratamiento se resuspendieron Ias células en
CDMEM con el 15% FCS adiclonado de hipoxantina  10-mH y t1m1din
na 160 mM' (DMEM-HT) . . o




pos: se. contaron en cémara de Neubauer, tomando zjﬁqq  células .
que: se suspendieron en 10 m1 ide‘ DMEMwﬁT. adtctonado. de tfmodiAmj

tos. De esta suspension se. co1ocaron 100 ﬁl en cada ‘uno de

10; pozas de una p1aca de 96f y%se 1ncu5aron como antes. quedan-"

do 25 hibridomas por pozo. Una semana después se 1es agregé

0 1 ml ‘de DMEM HT Iibre He timocftos a cada pozo de clonacién S
iy a'los 12 dfas sen rea1126 e] ensayo de anticherpos. El pruce~}?1;5
Sb dé clonacién se repiti& tres veces mas. ;~7 B ;; “*;1,1#vv :

Para la produccién masiva del anticuerpo. las cé1u1as de Tos

Pozos positivos de 1a cuarta cTonaci&n se: expandaeron a pozos de

. mayor superf1cie. F@valmente, las cé1u1as de estos pozos se pasa--

rpn a botellas Falcon T-25. (CDrntng. COStar). hastu que las cé-=;‘

lulas se tuvieron ‘en un volumen de 10-m1. aproxfmadamente}“

-‘1;5

A ratones Bu1b/c; de 4 semunas se 1es inoculs 0.5 m1 :de,
pristan (2,610, 14 tetrametilpentadecano, ‘Aldrich Chemtcal)porvfa
I.P. 3y 10 dfas anth de que se les inyectaran 3 X 106 célu-
Tas vivas resuspendidas en 500.ul de. DMEM por vfa uIiP: "para
: producir el tumor. Entre los: dfas 13 y 15 se les extrajo el 1f¥
quido ascftico 1ntroduc1endo 5 ml de HBSS y éxirayenﬂé tanto
1fqu1do como fue p051b1e. E1 11qu1do ascft1co se centrifu96 por
10 min a 112 X g y el sobrenadante se precipité a1 50% de 5a-
turacifn con (NH4)2 4 s611do -(Lab. QUfmicos Monterrey, México)
a 25°% con agitaci6n constante durante 40 min . Se centrifuqf

a 32,000 xig‘ durante 60 min en centrffug@ preparutivaYBeékman



prectpitado se someti6 2 diSlisis contra_*4a0 volmenes
e PBS 0,015 H . H s 2 a 4°c . durante - 72 hs con cambfos

' ‘ai>minuto 40 - de 1n1ciada ]a dlalisis Yy posteriormqnte cada o B ‘;
24 ks . Al dializado se le nidi6 1a absorhancia A zso nm ;gﬁfu7i” g

"i?espectrofotdmetro Zeiss mod. PM‘S ; La evidencia de 1a pureza de”

'ff}Ias protefnas que se suponfa eran Ig;;ﬁ se hizb por medio de

"fffeiectroforesis en gel de poliacrilamida en. eon$ichnes reductoras

,if}de acuerdo al método de Studier (1973) E] ge1 &eparador se pre- 3
,paro con: So1. de acrilamida 30% (Bio-Rad, Labs ) .?;._.'..10 0 ml
Sol. de bisacriTamida 1% (Bio-Rad,Labs) ...ve.onn 39 M1 o

f lAmortiguador Tris 1.5M, pH 8.7 (Sigma "~ & .
- Chemical CO.)v...............‘...................‘8 1 ml

NS
’

' lSo1p de SDS 20% ....................ﬂ.....f...... 0.15m1
';;:}‘f} ‘ﬁEf Agua bidestilada ...;.....,;.‘.}.,....{..f:.i..;. 7! 1
"Se desgasificﬁ Ta solucién durante 10 min y se agregd O 03% . de ;'

jtetrametiletilendiamina (TEMED, ‘Bio-rad, Labs.), 0. 33% de’ per5u1

fato de amonio (APS, Sigma'Chem. bo.) y se colocé en el-mo]de de;=:

un aparato de electroforesis en placa Bio- Rad, dejando gelificar .

durante 30 min a temperatura ambiente

Una vez po11merizado e1 gel separador se preparé e1 ge1 con~‘ »;.f€
'CGntrador cont So1. de acrilamida 30% ............;...;...‘ 1. 67ml
| ©Sol. de bisacrilamida 1% .ie..viiiiee.ais. 2.6 0
Amortiguador Tris 1 M, pH 6.8 +..vevvvsese. 1.26ml
Sol. de 5DS 20% ....iiieieeniinnininonan. 0.06m

Agua bidesti1ady_ '""""""4""?"':“;'4‘4fm1” ~‘%



" 2% y 3 3 m! de 59“0 desti]adg) calentindose a ebulii-ilv’
mi) ’ ' '”.O‘u3 For carri! | Después de B ;

;él separador y posteriormente 2 40 wmA B sé‘déjéhcofrévvﬁasti"qaé

stuvo. a 1 mm del extremo inferfor del ge1 después

"después‘de 1as cuales se pasé a solucidn de desteﬂfd 4(etano1*_\
acético. agus 45: 1 45) cambiando 1a solucfén hasta tener un fondo

;fmis‘o:menos clara y que se pudieran ver las bandus de protefnas.

.\,‘ .

fi*q s a n t f ¢ u e P p o s.: J- e

: Para confirmar el gvudo de renctividad de las Ig contra lu

%ﬁiv as{ como Sy capacfdnd de discernir entre el haptenn ¥ Ia pb6#7'77'v

.  tefna acarreadora. se hizo un an&\isis de anticuerpos. por med#o







A(N°°d]a"d °“~ u. S A, ), que: permitia-e-z réc

9célu1as de mieloma por pozo sin cé1u1as acompaﬂantes. 

*_gﬁ_nocitoé y mieToma.: De todas estas pos{bilidades Ia ﬁnica 1mportan-

  te es 1a Gltima ya que las otras se e!iminan de1 cu1t1vo por su

{Tjsensib111dad 2 1a aminopterina como en el caso de célu1as de mie-;

”’i} omafy Ias fusiones entre elias. o bien por su poca capacidad de

'"vivirvy proliferar en. condiciones 1n vitro. como sucede con 1as

b.fcé1u1ns de bazo y 1os hfbridos antre ellas.

an embargo. no tados 105 hfbridos entre esplenoc1tos y cé1u-
'las de mieioma producen el anticuerpo especffico. a1 hacer e1 ensa~

‘f~yo de anticuerpos se. selecc1onaron ﬁnicamente aquellos pozos que




7 prs{bilidad de que e1 producto de J ;cé1u1as de mie]oma aﬁn'sin‘¥ x2v
‘*;f;fus{onnr tuviera reaccidn cruzada con el antfgeno. haciendo difi-'

“]c11 1a 1oca1tzac16n de colonias productoras deT anticuerpo.. Para l

"f,fevitar esta posibi!(dad se. hizo un an61fsis de antlcuerpos en el

'fcual se prob6 el sobrenadante de Ias célu1as de mieIoma y cuyo re5 f

ﬁsultudo fpe negativo._‘

De los dos pozos con colonias pnoductoras de anticuerpos se

'htzo 1a prtmera clonacidn en 288 microcultivos. de estos en. 195;_ .

A




. CLONAEVONE 5 -
PORCEKTAJE DE. POZOS con- COLONIAS ne HuaaloonAs; ,~,

©TABLA 1. RESULTADOS OBTENIDOS RESPECTO AL CRECIMIENTO

"DE COLONI AS HIBRIDAS EN MICROCULTIVOS iNDE"
PENOIENTES s
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CLOWACY

S TABLA 2. RESULTADOS OBTEN1005 AL HACER EL ANAL)SIS oz fJ’
S | ANTICUERPOS CONTRA M.




re’suitahier en‘"1a‘f-pﬁni‘éra"él"oné’ci"&h , ¥ de ellos

tuvieron ‘¢ 1on1as siendo e1 86% de ellos posftfvos:a

5 pozos baJo Ios mismos

;‘uarta clonacién, se e1igleron

Una vez hechas Tas clonacvon;s“se se!ecc1onaron 6 11ne

ra.ser expandidas como paso prevfo a la producciﬁn masiva. Déj;

.

i7n‘estas fﬁ 1Tneas, 5610 dos de ellas Ia 61 Yy 1a c3 mostraron g

un cvecimiento vigoroso v fuero _1as que se 1ntroduderon enfrato- o

nes sensib111zados previamente con acette m{neral En e! caso de'

1a 11nea c1 se 1nyectaron 3 6 x 106 ﬁibrtdomas v1vos, mientrasvl

- que en- e1 caso de la ITnea ca se 1ntrodu3eron 3 x 10 1?ansaﬁ '

curridos diez dtas de la 1nocu1ac16n de los hiBeromas. se not6

el tumor asciti;o en Tos ratongs<y ya antes de’ 1as tres semangs‘

i




p?bfefna purifis

La absorbancia a 280 nm observada para la

: Ig (mg/ml) = (Absorbancia a Zab?ﬂm?)f(blé)fgf
ide acuerdo a la cua1 de la Ifnea c1 fse budo’nbtenef"ﬁféd ng’ M
| *_(3 27 mg/m LVf 2

1"6 504 mg de Ig (z sz mg/nﬂ .Vf-2m1)

. ) presumiblemente monoclona1 y 3}7

‘A1

 1erv6,que el purificado de 1a lfnea 01 muestra (ngura 6) 1as,;

correr 1a e}ectrofores1s en ge1 de po1iacr11am1da se. ob-

'v:fbandas caricterfsticas de una. IQG , con’ “tres °°“tam*"a“tes en

“fcdnt1dades pequeﬂas. ET patr&n e1ectroforét1co de’ 1a 1fnea csf '

muestra‘

“kmbtén las bandas caracterfsticas de 1a banda ‘rge Y.






én este caso nQ se observan contaminantes Lthurq 7L

En e1 1nmunoensayo comparativo para conocer si los anticuer

lfpos eran dirtgtdos contra al hapteno Cﬁt[ o bken contra Ia prou

;@efna acarreadora CTGH) 1% observo que el proveniente de la
:1jtnea CI present@ reacciﬁn positiva,cqando.sg‘ut?1126 como an- ,
rtfgeno adherido a la fasé 5611da VTGH‘ nO'conJugada. fue ihcluso ‘
;im&s 1ntensa que cuando se uti!izﬁ como antfgeno adherido ala fa-'i:’

fisa sdlida Ht pura,

La raaccicn de Yos: anticuer?os provenfentes de 1a 1nea €3

37fue totalmente diferente, ya que cuando se utiifzé vsn como'an- "
?}t?geno adherido a la fase salida. esta fue tan débil que se consi-
Tderé como negativa mientras que cuando se utiliz6 Mt adherida a
~la placa, la reaccidn fue muy intensa, lo que puso en evidencia . ; ';‘;fﬁ

.Ia afinidad de este anticuerpo para el hapteno.,;‘k‘;




 FIGURA 7.

Patrdn electroforético de las protefnas piﬁ%en}éh}i';
tes del 1fquido ascftico purificado al 50% de satu-
racidn con (NH,),S0, para la 1fnea 3. En este
gel, se observan (Gnicamente las bandas correspon-
dientes a las Ig una vez que se rompieron los en-
taces disulfuro : Hy L .
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H.;D I 5 C U S 1 0 “

En tvabajos como el presente. es necesario conocer el rendin_v.

f?ya que por ejemplo. en’ este estudio se uti]izﬁ un conjugado que

k tenfa de 5 a 7 mol§culas de Mt por molécula de TGH . Este ’
t1p0‘de cohjubados es suficiente para desencadenar una Euena reac-
'ﬁ :ci6n inmune en conejos (Forray, com. pers. | pero que quiz& sea ,t

‘ poco 1nmunogénica en el ratén.

El método de inmunizacidn es 1mportante ¥, debe mostrar la

 ;forma mis f&cil de obtener tftu1os altos ~de anticuerpos, subm todO(‘

1ento que se obtiene con la metodo1ogfa para hacer e1 conjugado.‘ﬁ §7

1porq0e esto 1mp1ica que se tiene un Buen ndmero de c8lulas p1asm5-~.,’f

ticas que secretan el anticuerpo especffico, aunque esto no siem-'

pre tiene currelacién (Sciebinsky, com. pers.,). De cualquier for-

fi:ﬂma‘ st se tiene una buena cantidad ‘de células plasmaticas que se-

creten el anticuerpo. 1as posibilidades de ‘poder “1nmortalizar1as"
A,';es alto.

iExistﬁn;défﬂdos de 1nmuhi1$ti6h tanto in vitro (Hengartﬁer;
et al., 1978; Borrebaeck, 1983) coro in vivo , como el utiliza-
do en el presente estudio. La ventaja que ofrecen los sistemas
1u yivo es asegurar la esterilidad en la que se desarrollan las
'télulas. sacrificando la exposicion directa al antfgeno que “tie-
nen las células en un sistemq in vitro. En ambos casos, el tftu-
1o que se obtiene és alto (Borrebaeck, 1983) y en nuesfrojcaﬁo,:
' aﬁnky‘cuﬁndo no se tituls el suero due se obtuvo de los ratones

‘utiiiiados. 1a solucifn de trabajd de este antisuero.dié reaccibn
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'. 1,1000 en e]fsistemalde"ELISA

- La necesidad de tener un buen suero parajutiiizarlo comoE‘
:piemento del medfo de cu!txvo se debe prlncipa1mente a que en esw:
te tipo de trahajos, se utilizan densidades celulares muy bajas‘
alin y_;hﬁndo se ufflicen*cé]u]as_acompaﬁantés ' En nuestras manos,
rvei}SUé?o ﬁ5s‘éffciédte fue el FCS» iote ‘8557 de Jdr Scientffic

: *Cdrp}- permftiendo el crec1m1ento de 25 células de mieloma s1n

"‘céldlas acompaﬂantes.‘ Para algunos autares, este suero serTa conw

siderado como ineficiente Y quer en nuestno raso se estar?an traba-
jando con cantidades extremadamente altas de céIulas. por o quev,'
nunca podrfa tenerse una colonia en un pozo con 1o que las “"clona-
ciones" que,ée-h1cief§n con este suero no tendrfan validez. Sin
ehbafgé,-camo se aiscytiré més ampliamente en-pérrafOSjposteriOres
e5:03e5-5610'un‘puﬁto;de vista, | - -

CER los 1n1cios de la h1bridaci6n celular era 1mportante que
las células a fusionar tuvieran receptores para. el fusbgeno que
era el virus de Sendai. ast pues esta: 11nea; presenta receptores‘

para la protefna hemoaglutinante del virus. Esto puede ser impor-

. tante sobre todo actualmente cuando algunos investigadores estén

utilizando protefnas virales aisladas (Kruse, et al., 1981) £1
utilizar estas podrfa traer ciertas ventajas ya que al emplear fu~
sdgenas quimicos inespecfficos y comparar sus resultados con fusé-
genos de clerta especificidad, es posib1e que aymente el porcenta-
je de fustén debido también a una disminucién en la toxicidad.

Por otro lado, se ha reportado que los fifbridomas producen ademds

~de-anticuerpos monoclonales partfculas virales completas, del tipo




c (Heiss, 19821, aunque no se ha ﬁbstrado’que;sgan activos..

Respecto a] PEG cﬁmd'fuségeno.'fnfluye'desde Ta marca hésta 7 ’

N el 1ote. Existen reportes (Mercer y Baserga, 1982) en los- que se.

o uestra que algunas marcas comerciales espec?ficas brindan mejores;] L

,'re5u1tados que otras. de ta1 manera que o primero que ‘se. debe ha-f;‘:'

cer en trabajos como el presente es probar diferentes marcas y e~

- tes de PEG

Otro aspecto importante es el peso molecuTar de este fusﬁge«'.
‘no. Mercer y Baserga (1982). seﬂalan que mientras mayor sea el pe-vf
“.so mo!ecu]ar promedio del -PEG. sus efectos son m&s tdxicos En'\
._ cambio, Ta Effciencia de la fusién es inversamente proporc1ona1 al
peso molecular del PEG . Existen métodos con los que se trata de.
1ncrémentar 1& eficiencia de fusifn como es variar ¢1 pH de la

solucidn, eliminar los cationes divalentes del medio (Mercer y Ba~ -

sérga, 1982), emplear ademds dimetil- sulféxidb (Norwood y Ziegler; ‘

 1982). 1ect1nas (Szoka, et al.. 1981}, inductores de la dlferencia B
c16n y cr1oprotertores (K1ebe y Mancuso, 1982; Westerwodt, et a1
12831 entre los principales En _nuestro caso. el usa del  PEG
1540'de J. T. Baker lote 730355 di6 buenos resultados, ya que se
obtuvo al menos una colonia de células hfbridas en cada uno de los

pozos de las placas de fusidn,

La 1fnea celular que se utilizé fue la P3X63Ag8 derivada
de la MOPC-21 (Kohler y Milstein, 1975) dentro de una serfe de

plasnacitomas similares como el N515A9471 (Kohler, et al., 1976),
$P2/0-Agl4 (Schulman, et al., 1978), P3X63Ag8.6.5.3 (Kearney,
et al., 1979), FO (Fazekas de St Groth y Scheidegger, 1980) 6




oA

' 1a 1{nea del plasmacjtoma:de rata . FOX-NY (Taggart y Sémloff,
Ji19831.‘~Excéptc 1a>01t1m§, todas las demis se obtuvieron a pbrtir :
v dé Ia'lfﬁea MOPC-21 asf, pues, las 1fneas P3X63A98 y NSI- Ag4/1
:i fueron las. prvmeras Variantes, las P3X63A98 6 5.3 y FO vson nw:’7
ﬂ;fderivadas no secretoras de Ig de ia P3X63Ag& y lav SP2[0~A914 ?*

-es un hibridoma entre cé]ulas normales de- ratén ‘Balv/c -y y

PSX63A98- ‘que - tampocorsecrexa Ig .

| Se ut‘mzﬁ Ta Ttnea P3X63Ag8 en este estudto debido a que
;mostr& una ve1oc1dad de pro11feracion mayor que la SPZ/O Agl4 :
'Q‘en 1as condiciones que aquf se reportan.~ Aan V] cuando las célu1asi
;idel m1e1oma secretan IgG1 (vl,n, Kohler v Milstein. 1975), edv_
";un estudio prevxo en donde se probé la capacidad de tener reaccioﬁ:
1'cruzada. ya sea con 1a proteina o contra Ta Mt , en e] sobrenadag
te de los cultivos de mieloma el resultado fue negativo, por 10
“queé al efectuar el inmunoensayo, Tos pozos que mostraron el cambio
de color ponfan en evidéncia'1as cqlonias~pfoduct0ras del anti =

v,cuerpo contra el conaugado.i'

“Par error, se ut11126 el conjugado Mt TGH 'c0mo,antfgenof e
adher1do a la fase 5611da en la ELISA - para detectar el antiéﬂeré‘
po especifico a lo 1argo del proceso de seleccidn para 1a poéte-'
rior clbnacién de las cé&lulas, cuando debid haberse utilizado otro
tfpo de protefna acarreadora como la albimina u otra o bien utili-
.zar Mt pura. Cdando‘Se utilizé Mt adherida, al colocar»e1_so;
brenadante de 1los bdzos en que crecfan los hibridomas y donde su-
‘puestamente se tenfa‘e]xani{Cuerpo.bibs resultadbs fueron negafi-

vos. Existfan dos puntos de vista para la interpretaci6n de este.




rééaltgdo. El: mé& evidente era que no habfa anticuerpus especif1-~’
1cos contra e] conjugado 0 también que 1a cantidad de] anticuerpovufﬂ”:
» ?ra muy Baja que, aunado a 1a baja af1n1dad de este ns pudfera re;_;
,Zconocer al conjugado. La segunda opc16n pudiera ser 1aAH;:Q m 

7ya que se ha visto que la produccion de ant1cuerpos monoclona\es
en ststemas in vftro es’ baja ¥ requiere dejar que e1 cu1t1vo B
kmuera por sobrepoblacton para tener una cantidad minima de anti-

;cuerpo moncespecfffco.

En términos generales, 1a metodo1ogfa uti]izada tiene ciertas
lventajas ya que ademas de 1as cé]u]as acompaﬁantes que se. co?ocan,
con Ias célu1as hfbridas. la manipu1ac16n que se- hace de e11as es
?menor -con respecto ala técn:ca original, con lo que se reduce, v”

drésticamente la posibilldad de contaminacidn.

Una metodologfa alternativa que evitaria }gualmenfe la‘mani-
pulaciﬁn excesiva. de los cultivos, consistir?a esenc1almente en‘~i;\3
tener a 1as ce1ulas thridas en volumenes grandes, para que al mo~l fxf5
ﬂmento de que fueran sembradas, tuvieran un aporte de nutrientes |
.Quficiente como para poder soportar sSu crncimiento en tlempos re- l¥;va
1ativamente Iargos de aproximadamente ﬁete dfas. Sin embargo,
podrfa presentarse el problema de tener tan pocas célﬁlas que mo-
rirfan por no poder acondlcionar el medio de tal manera que se

'perm1tiera su crecimiento.

La metodo1ogfa aquy reportada brinda Ta ventaja de asegurar7
la formacibn de célu]as hfbridas, sin embargo. trae ‘consigo otro.

tipo de prob]emas que tienen que ver con el rastreg de 1as clonas

productoras del anticuerpo especff1co.' Si.en un s6lo -pozo se pue-
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*‘ {de'tener un gran nﬁmero de co]onias y 5610 unas cuantas son las

{*:jproductoras del anticuerpo., ¢Camo poder identificarlas ¥ poste-"

rjprmente aislartas para poder asegurar 1a homOQeneidad de1 aitim 3
A 3cuerpo? &Cémo distinguir s1 la co1onfa que presenta una mayor ve~ ff
' 19c1dqd de crecimfento es_la que estd produciendo e? ant1cuerpo '

,.eépecffico? En relacién a la identificacibn y afs)amiento.de'las-
;:colonias. el nﬁmero promedio por cada pozo de fusi&n fue de cinco.jt?

.”fcon To cuaI la posibi]idad de encontrar a la colonia productora '

'V ;de1 anticuerpo era del 20% en cada mtcrocultivo.'

.Jde los Cuarenta y ocho pozos inictales eran 1os que tenfan céIulas»
productoras del anticuerpo especi?fico, 1o cual qBrié ta posibilidad
de aumentar el nimero de placas y por consigutente el de microcu1~:g
tivos que se podrfan hacer de estos cu?tivos or1gina1es. En 15

técnica alternatfva el alto nﬁmero de coionias disminuye conside-~

Al hacer el anﬁ!isfs de. anticuerpos se encontrﬁ que s6lo- dos %*J;”':

:rablemente~debido a que al ‘momento. de 1a fusién se estd haciendo~"'“"

simulténeamente Una clonaciﬁn de las- célu]as recien b(hrldizadas.

lo cual facilita la detecci&n de las colonias de 1nterés.

Para tratar de contestar a la pregunta que se refiere a la
velocidad de proliferacibn de las téiu1as produchrasjde)'anti-'
cuerpo especffico, hay autores como Fazekas de St Groth (1980)

y De Blas y colaboradores (1981), que proponen que las colonias
con menor velocidad de proliferqciﬁn son las mejores productora; -
dé? anticuerpo. Sin eﬁbargo, es posible que'estés colonias dada

su baja celularidad, se pierdan por competencia con otras que ten-

gan una velocidad de proliferacibn mayor. Esta competencia puede
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' niyel de nutrientes como de espacio ya que ]a colo-57i

“darse tanto'a

cupar& un espacio menor en el mismn tiempu cuando se ff '

“ftompira con 1a coionia “r&pida“:frf

Ahora bten. cuando s€- atienda a su metabolfsmo Y especffica- i
‘ménte 2 la sfntesis de 1Ig , supongamos como sugferen Fazekas de
fSt Groth (1980) Y de 8las, et at., (1981] que las colontas lentas

& son “buenas' productoras de Ig y Tas colonias répidas,son “regu-'

3 ;1qrgs“ c;"malas" producturas de estas protefras. En el mismoliih-""J

'3so‘una‘mnla productora de Ig° producirs una cantidad de protafna

* figua1 2l de una buena productora nl ser mayor e1 numero de célu1as

' "que Ta estdn produciendo. Por otro 1ado. a una coIonia Ienta ten-
ndri que dirsele un txempo mayor para que pueda estabilizarse-cromo-

»f‘samtcamente,‘ya que en cada divisiﬁn celular tenderé a- perder cro-

VV“mosomas., Debida 2 que esta pérdida es. completamente aleatoria

'5(Ephrussi. 1972). entre m85 tiempo tarde una linea celular en esta«

;bllizar;e..aumentaré Ia probabf}idad de que pierda cromosomas im-

;jport;ntes,‘cdmo §érfa‘e1 caso del cromosoma X en el cual se encuen- :

tra el gene de 1a énzima con la‘qué se hace la complementacidn me-.
tapblica del hibridoma o bien, aquellos que e dan capacidad de

- secretar y,produpir Ig como los cromosomas 2, 12 y 16 (Tagpart

y Samioff,llgasl. Debido 2 estas razones. en este. estudio se eli-:
3915 uﬁ; cclonia coﬁ alta velocidad de crecimiénto.sobre‘aque11as

en las qhe esta velocfdad era baja,

€1 nomero de clonaciones que se¢ hicieran parece exager&do‘ya‘

que en 1a técaica original (01 y Herzenberg, 1981) se da como ni-

mero ideal dos clonaciones, sunque hay reportes en los cuales se




[

'“fde tener a estas cé]ulas., 1a prtmerq consistfa en aumentar e1

‘f‘microculfivos para que 3810 e1 20% de ellos en condiciones 6pti»ﬂV>
' mas contuviera células productoras stn estar estabilfzadas cromo—~‘

~samfcamente aOn, con To cual d1sminu1rfa el nﬁmer9~de.pozos con -
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j'3c41u1as productoras del anticuerpo especffico. Esta‘opciéh‘sé féa{w

\hazo "';gsu e1evado costo debido a 1a cantidad de- microcult1v05{ 

: {y e%;ttempo que se requerirfa para 1a prictxca del inmunoensayo,i j;c

La segunda opctdn resu1t6 mas atractiva detifdo a que reqUe~ s

'_rfa aumentar unfcamente el numero de ‘clonaciones. Asf pues, se
Jﬁvcolocaron 25 cé1u1as hfﬁrmdas en cada uno. de. los pozos de una,'
]ifﬁplaca ‘de - 96 vy al menos ctnco de ellas provendrtan de 1a c1ona

Productora de] anticuerpu espechlco con lo cual se aumenta 1a po4ﬁ

) La[eftqtancta‘delesueno-determlna el tipo de'c1og§;16n QUqw¥
‘“ dé§e'fea1{zarse.'ya‘due 1a vartacién entre un lote y 6trb'és'muyb
a1ta. Existen sueros que permiten una Eaja densidad celular para
que prosperen estos cultlvos, pero tamﬁlen se txenen lotes que sb-
o permiten que pr05peren los cultivos can densidades celulares ;
'muy a1tas. En el presenteestudio s el suero ut111zado no fue mu}i’

”*eficiente, permitié el crecimiento de 25 células de mieloma ‘como f‘

j"]“V:‘.ihiﬁdad de que 1a lfnea pudtera estan1izarse cromosomxcamente.'ﬁj“*if

tnimo. Si se hubxera hecho una clonacion por dilucidn 11m1tante B

en la que el nﬂmerc promedio de células por pozo va desde 0, 5
hasta 10 resulta evidente que no hubieran sobrevivido por tra-
tarsg'de‘hibridomas que son m;; fri&giles que las células de mie-
ldma; Cabe aclarar qué se proharon diferentes-marcas. idtes y |

tipos de Suero antes de decidtrse a utitizar e] que se reporfa.'

AGin en 1a metodologfa original para la clonacién, es pocow

_probable poder colocar una sdla c61u1a en cada uno de 1os pozos

debido principalmente a la atraccibén electrostdtica entre ellas,
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; En nuestras manos, a pesar de que se coloraban .25 cé}u!as vivai‘

cada uno de'los pozos de 1as placas de clonacién

 te fa el crecimiento de cinco c910n1a5 como m&xrmo.,rbé’¢u§1e;» o

 quter forma. siempre se eligieron para clonac1dn los~ pozos con
manor namero de colonias, generalmente en nlmero de tres, y que
provenfan de los pozps mids positivos, siendo por To. tanto equiva—;.; '
-Iante nuestra metodologfa,»con aqualla que se trata de manejar en

'otros 1aboratorios.

E1 sistema de Tnmunoensayn que se uttltzé puede ﬁacerse cuan-*

“[.titativo 0 cualitatTvo, de- cualquier forma es una medfda “de la can-
'centractsn del anticuerpo (Engva11 Yy Per1mann. 1972). aunque no

tiene corm1ac16n cuando se trata de anticuerpos con afinidades me--
nores a 6, 3 X 104'M"1 (Lehtonen ¥ Eerola, 1982), puede decirse

que también es - una medida de” la facilidad con que el antfcuerpo
reconoce “al antfgeno. mientras que el radioinmunoensayo (RIA) ‘
es unavmeq1da,de 1a fuerza dejlamyn16nr¢e} anticuerpo,con el antf-'nii v
gena. Por otro lado el método de 12 d4id1isis al equilibrio da va-
lores~absqut05'& 1a concentractdn del éntfcuerpo y valores prome-

dio- a 1a'af1nid§d (Léhtonen y Eerola, 1982). Debido a tas carac-
ter{sticas de ELISA y a su sens;bilidad. pudiehdo detectar desde

0.1 a - 1mg/1 en algunos casos (Greener, 1983), se‘e11gi6 co-

mo métqdo de rastreo de colonias productoras'de1 anticuerpo.
Adéh&ﬁ@‘duhndo~e1 anilisis de anticuerpo se hizo mediante la téc-

nica del RIA Jlos resultados fueron negatfvos (Forray, com. pefs{l.

Con el método de ELISA , de las placas de la primera clona~

cién el 1,1% de los pozos analizados fueron posttives 1o cual. po-
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' me1u1a e ya que‘en Tos 1nmuhoensayos de \as clonaciones posterio~_ﬁ5f
',res e1 porcentaje se e]eva considerablemente siendo 851 para~1;.- ' g
segunda clonqcion, - 95.8% para 12 tercera y 85.4% para la'cuar€r
f;féyu1n : - : ' : L
La disminucian en la cant1dad de pozos pusitfvos que se o§~a':
“sﬁrva entre Ia tercera y cuarta cIonaciones podria 1nd1car una :
.‘~§érd1da de las célu1as capaces de secretar Ig ' Sin embargo. ih
if?variactcn podrfa sey exp\icada por. 1a d?ferencia en el nﬁmero de ;" 
pozos analizados durante los ensayos de ant1cuerpos respectivos
(Tabla 2}. Esta afirmacidn podrta interpretarse comg- pérdida de
;;li cupacfdad de proliferacién de los microcultivos. En este ca-
»?so, 1a epricacidn que se tienen es 1a pérdida por manipulaci&n f
vfde los microcultivos ya que durante esta etapa hubo vartas conta-
'minnciones siendo 1as m&5 fmeCuentes por hongos filamentosos ¥ le— '

| vaduras que son Ios principales contaminantesen cu!tivos a 1argo- ‘

,p1nzo como Ios que se reportan aquf.,

_ Una vez que se Yogrd la cuarta clonacibn, habia dos opciones

para Ta produccién masfva del anticuerpo, siendo una de ellas el

'éultivo_ig,xlggg (Herbst y Braun, 1981), y la otra, introducir a
“los hibridomas en un ratén (01 y Herzenberg, 1981; Milstein, 1981;
Parham, et al., 1982), Amba#sopciones son dependientes de la pro-
V4feracibn celular y st se tomara una 1fnes celular lenta, é] pro-
ceSo de readaptacidn de las células podrfa ser tan lento que mata-

r{a 31105 hibridomas, mientras que el tener una 11nea celular ri-




TH;bann. et a1., 1981, Farrands. et al.. 1982 Seeger et al.,v1982)}‘
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;;;b{da;a'*L’fil'bb jjf”;,este proceso de tal manera que el r
Mol _[,Afii*se”
' *Testa

;ltima para evitar el riesso de'contaminatibn del cul fvp v

"fpoder obtener un tftulo alto de- estos anticuerpos.

Extsten diferentes metodoIogfas para Ja purificacidn dél‘an-
ttcuerpo monoclonal sTendo Ias més. utillzadas 1a precipitaciﬁn
j; con (Nﬁ41250“ que puede 1r seguida por una columna de. afinfdad
(Oi y Herzenﬁerg. 1&81). pasar el Ifquido ascfttco a través de e

una co!umna de Protetna A~ Sepharosa (erré et al., 1981, EScPi* 

| ;cqumna de intercambio idnico (Hunter. et al., 1982; Parham, et aL,v'f
1982) . Aunque, existen estudios en los que se- utiliza el lfﬁuido
, ascitico libre de células sin purificarlo (Le Bten y Kershey,,l

-1980 Dayen et al.. 1981; Nowinski, et a1., 1981, Lindgren ;g ;L.

1982 Abraham et a1.,_1983 Naz, et aI., 1983 Sola. et al..
1983)

Ambos métodos. presentan ventajas. 'Asf*#uéé, a]"pufff¥éaf el i
anticuerpo se estdn eIiminando gran cantidad de proteasas ‘que pue-r
den restar actividad al anticuerpo por pérdida protefnas. Sin em-
~bargo, .durante el proéeso de purificaciﬁn puede a1terafsé Ia es ~
tructura de las Ig dando por resultado la pSrdida de 1a activi-

~ dad alin cuando estén presentes 153 protefnas_

En el presedte estudio. se purificaron 1os anticuerpos con
(NH4I 504 s8lido 10 que brindé buenos resultados ya que al cam-

biar directamente la saturacibn, el grado de pureza es alto como




~ se muestra-en

residuos




kaquf. pueden ser utt\tzados para pu,t?tcar e1 metoxTTndol en co-

’_1umnas de afintdad ya que es posibl v'etirar la Mt por elucién

kS ‘da la co1umna cambfando ﬁnicamente la fuerza tdnfca. ‘!‘gu,a],mente_.‘i;







'SeaApara'1a puriffcacidn 0 1a detecctdn ¥ cuantificac 6n de1

,frrxiindoW La purfficacidn se puede Tacer .en co1umnas de afinidad

deﬁecciﬁn*c cuantfffcacfﬁn se puedE'hacer-en e! sfstema de :
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