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·:>;'.<·.~;;f;i:; .... ;: ./E,~<qi:a~l;fe/~:s'l}1a·~T~.nd~i~'. ·P1•~ef1·~ $•é :~n·c·Ü~
0

~1i1·~r.:)?'.l:~ltzada/.~n ; 

'(S~?i 1~1~'~tm~:r:::::t::t,~t~::;:!!~~~ ~~~::::::::~~:~r :;:~:;;:,::::::::;/ 
.···;· 

!fisto16gic..amente 1:~ g1ándula está const1tu1da .por d.os tfpos celu·~ 
• 1~· .. 

. lares.;• ·ctilulas rietir.oectodé,rriífcu denonifnadas pj9~.Üocftos /~6" 
·····. .:'•Jur¿.s·;qu~ .. · ·P.Ú~d~·~f)to~nh<te,f:kr~~~~~··9lta; r~c~~ri,end·~.·.ª.·l~bo.~ .. t, Po.s:•··· , 

,,.,. '. ce11ila'res,, sé,en~~~·.,1:r.:~n:·'cÚulás, ~~s~ .. ~.qutmátps~~fqÜe ~~rist.ft~ye,n 
••.':-.el t~JtdÓ cortec:Úvo. ~e i a. cápsiil a :y 1 Ós Ú~{quef~que di.v.id~.n· al 

.. ;.<Cc:~er~~~:eri: lobu111lo~>: 1{H~~-; 1970), .... 

'Los pine~locftos. son los que con~tituyen la parté activa de 

gUndula• Estas cªlul~s tienen conextones vf• herviosa con 
1 . . .. -· 

c.Hülas' d~l s1stema s impHtco (Axel roi, l974h pero adem'~~ se re;; 

;laclónar~on éí' nerv1o 6ptfco a nivel del tracto.óptifco ·~ccesorio 
Tn.f~jri o'r (Wur~~ª"· Y; A,ntóÍP·T~.Y.* J~~9). La asoc:f~t:1 ón de· 19s pi -

ne~locÚos co·n:'.c~:i ul as f~~ofrééepto rqs y 1 os· eamtd os rHmfcos que 
.• . . ;·,. • j : . ' ',. . .. . ' ··::. • ., • 

Úenen'la p.róífucc1Qn, y/o,almaceiüunierito'de é1~ttas sustancias, 
,·· . .·, .. 

h'An S1do puntos por los cuales se ña pensado en una espe~1e de 

"reloj", que regula los cambios c1rc6dicos en func16,n de la ioten

. s11AAdlumJnosa (Wul"tman y·~ntón-Tay, 1909¡ A~eÚod¡ '1974' k1ein, 

'l971f) en el que .la glándula pi,neal tiene un pa'p,(!1 importante. 
. . 

l{n embargo, re~1enternente a1guno~ tra~ajos htn mostrado que 

aQn en ~nimales como el armadillo en los cuales no se hi encontra

do la glándula pineal 'diferencféida, se p1,rndén observar variaciones 
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ción :Y· fÍJhc·í.,fa 'há'n'. sf do. ''ap'róvecha'da:; u P,ara···que, se desal'rol len 
~'t\U 'fun,cf on~s/por'. l·a~~ ··~~al~s' h 'gl S~dula .. f\a s; do' corystdera~a ' -
cÓmo un transductor 'neuroehdócr1r10 (Wurtman y Ant6n-Tay. 1959; 

Aotón ... Tay. 1971¡ Axelrod, 1974'; Kle1n, 1978); que recibe impulsos 

~er~tosos controlados'dire~ta~ente por el nivel luminoso dál medio 
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. . -- ,. _, ·-'-·.--.··-' -. -_:,~ :· ~:. ·.· . ,/:·~ "·:!·L.: -;::_~>-., .. - ;·· ,~_· 

~\;,¡;;~~~~:~~~~~:~:;::r~Hi!~:: ¡~~~¿l~i~i f J~~;::<: ~:::·~~;:::,;~;~!:xi/,, 
):{;,~~.~;.prfnci'.p.~'.j:es ·ur( do~<enti da.des :q\íc( tfenen u.n · .. origen· q úfm19¡,;'. ·. 

~·:j~~~~~·~:~··••-bif :~;.·;g~;y·~· .. fJ~'8·~16~F~$ •. • a·n·~·~.~~Xi·~~·y·.··e:~~·P·~:.e.~en t~ r ~ ~ : ~:4.·:·~·~~~d·~ .. • .. ··. 
fJri'i:~~ ($~)·.~~ .1a 'mel~:~·ónt'~a .(MtJ (s.e{k, e.t al. t i9s2}. .i . 

.'·:··'·'· ;:º,'· -·.' . ,··;·' .. -.-. ·_._,, 

'. l¡i me.dléta de los niveles de ambos ,111et.oxitr1doles respecto. a· .. 

· ·.· •. 1··ª ... l.Ó~ten.s:! .. d~)~·.}umi·n·o·~-.;::····º.·. ~f:e_n .. _.ª:· .. ·.l .. ~••:.~Ü,J'ªici6n ···.~-~.·•1.•·c~f C·l.~. d_t a.~.n().~·ry~·\ •. : ... · 
· P.~rlil_{ten J¡f asodecton ·entre la gJándula plneáFy el fo·t~p~rt~d~" ·. 

<::.,~~~-t ¿omo l;ós~[,~j~~o~ c;t'r-C.•~·tcos.-' ·.·· · .... · . . . •.··. 

·· .. ,.i"',,}" ~•t,•i'.~~·~'~, •• i~~.!)t ~ 1'.~~h~ . d0 que 1i eél u\ a tta~~~a ' 
. \'e~.~ .pequeftos .cam~fos; de ·c~ncentra~J6n de .un p}r'.de e~tida~e!i iuf'.. .··· 

. ,·,"' 

n{tcas confundones antag6nicas, d~ las cuales una de ellas puede 

,llamarse exctt~dor () control positivo. y la.otra inhibl~or, s~n 

'· .. ,,;~u,e ~sto flllpltque el hecho.'de ser forzosamente 'entldades ppo;e1 
;: ·- . -, - _-::~.:;, 

<cás" · · •. · ,. · 
'{·-:·· 

' ' ' . 

La b{oÜ1ttests cíe·· los 0,1etoxt1n401es· se·-inida' 

'.'¿n .las cflu~as parenqui~~to~·ás. de l'a glfo'dµl a pÚleaT, que· tcnnan .. ef 
; ._ •• ... • .. ' 1 ' •• - ,, .. .,.•¡ 

. a#J.fn.oUtdo tr1ptofano c~rculante. Una vez en e1 interior de es

hs células,. el triptofano'es hidrox1lad~ por la triptofanohidro· 

Kihsa formápdose el · S~hidro~i.trtptofano (Figura 1). Este com"'. 
'"'.t'_~«;I -~ -··--,)- .·.·.:»::-•,·:; - ~ _·,'" ~- .. •· ' '·;·; 

puesto es destarboxi1ado por 1a acci6n de 1a desqarboxilasa de · 

a1111nohidos' arÓmSticos ·de 1a serie ,j , que formá 1a 
·-e 

' ' . . ' ' 

~~lptamina o serotrintna, 

5-111 dri:>X1,"! 

Este es uno de .los· compuestas importantes. con 1os cuales se 
r~gula la funct6n de la g16ndula ptn~a1. 
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FIGURA.l. 
.,- !·.::•'.·., 

. &!OS 1 ~TES IS DE tA ME!. A l>NI NA. : . 5-0 H t.r~. « 5 h1dr°'1 triptoflno, · '. ·. 
trp u,; .. tr1ptofanoí ~.:.AQSt l"'.N acetP seroton1na, St "" seroton1na·, 
Mt •'me1,atonina1'· EN~lMAS: trpOl:lasa =k.triptofanoMdrox11asa, .··· ··. 
l·ADC "' Oescarboit1laSa .. de aminolc1d6s arj)111fit1éos de la;seJieJ ¡ . 
NAT •• M-ac:ettl tr••$Jem•; HIOH T • H1 dtl>lttndo l,Q-uiét11 tr•~· fe' 
rása. t\asa~o en l{)e1 n, 1978. ·. · · · · '.· ··, · · · 

' . . . ·. ~-' .. 

!·" ."- .. ,:·. 
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:,,-·, '··:.· - ··:· 

;;,:.,>; .oeÚ11de _de d er:tª~ ~!)nd1 cTon~.s,<~·om1>. 
:;J>6}1ijs fní'~u:~'.i~i nerv1.qsó~l.Y la· pré~e_nJ·j~ ..•. 

\J<. ~- 1 ,'i, ' . ' 

::; .. :'';i.~~~~;)1 ~ • \ H <~ su ira. -~n.li ''·F~t frac ló.R\:en"é 
· .. cih1 có' po~ acd6n de u.· ~N~aceti l~trans fe rasa 

·:''· 

· N.;acetil trfptarntna que a su vez actaa como substrato de 

·.. H.i drox1indo1 o rto ... met i ltrans fe ras·a (HI OM T}, que ;~fJ>rma la 
._ . . . ';",~"-. ' 

acetfl ¡¡m_frra o Melatonfna· • 

;. laF.dff~rent~s vfa~ qye utHt;i:a el·. orgapfsr!i<J .)', ~n 
pfrtea'.tocHÓs para regµÍ;u' la canÜd~d de ,;,{. ~tr.cuhkte·.'~i,ra 

·<,,·v.·~d~t~ne~ :;su·. ntVe l ba'$a l ... pu~d~n c~1 ·ocarse' ·.en •. fr~s/gré'n.das · .·gr'uP,·o•,•. · 
... ·x~·óf de 1~s cu-·a1es tienen. estrec1ta relaci6n: .al ;reg~1ac.16n ce~~ ... -· 

lar,b) regulación neural y, el regulación ejercida por el me-

dio ambiente, Es inseparable el binomio de la. regul11ción neural"'. 

'c~l~la debido a que se encuentran en e1 ·mfsmo Clrgan1smo pero a·c·~. ·.' 
', I' >• • • .,:- '. ,•, • ,· .,· t· • '( • ; 

tuanclo a\ dos niveles. S1n embargo• no debemos olvidar que el ~e .. 

: df~f en el .c~al se désehv:~elve el 'or.ga~fsmo t'am!Úthrtéjerce· cfert:~ 
", .. 1nflu1mcf~ •.. El. prin,~lpal, factor -~ue aport~ ~l medio am'r)ie~te, es 

,-'.·· ' . .·' ., . ., . ,- .. 

-: la 1ntenstdad lufuinosa {Pang·,. il il·, 19821. los trabajos .de 

.flrainard y colaboradores (19821, han demostrado que la intensidad 

mfnima- que causa en la rata una dtsmfnuci6n en la concentract6n 

de Mt es de Q,5 lJW/cm2 (l.18 luJ< }. · 

La regulaci6n a ,nivel celular comprende dos facetas,¡ el nf .... 

vél enzimátfco y el de los receptores de las sub.sHncfas prov~nfen- · 

tes de las neuronas. este último es el que actú~ como unión entre 

ll regulaci6n enz1mft1ca y la ejercida por impulsos nerviosos. 
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". 

Mt.• 

·. : ?o~nt.tp d.el. n.1 vel enz1m6tfco ci~ regulaéf ón~ t,en~mos collio. Pr i ''. 

· ~~~.'i.~p:ecto · 1·~ .. dÚ~.onfbtl i dad clel>~ut>str~to •· Ef/1Hvel>)~ Mt . ·.•c;t.c ... 
·· .. 

~~JjnJ11 .• ~\l~i~M su· punto·c·~Uc·~af) n.1vel dé a.mi,09ác:1do iffspon11il~~; ,· 

n~·ri'{: 1 k..'kant"ida d del 'colllpue'sf~ trite;med~o c'on aci1vt'da:d 1)1'ol6'g'i¡. •\' ·:x .. ·~~ 
e:~: . \a s't .. La coné~ntrac:16n de.· esta tndola~·1ria es r~~ulad~· p~r .,. 

la activtdad de. la enzima anab61ic.a de~ominada desc:arboxilasa de 

>~1111J\ó4c.1do,i,; d!! la serie 1 , y por la ac:tiviqad de dos. enzimas 

.c~h~Ú1cu~ la.111ono·a111tooíddasa· (MA01 y 1~ NAT ~ esta 'ultfma,es. 
·., ·--

re;9u:1atia. 'por la act 1 vi.da~ ~e l<>_s· receptores a~a dr~ti~rg,f~os (K1~n 9;. 

et. aL; i9s2·l• · Lá .. ' :.M. AO ·a~t.Q•a ... sob. re la st convfrtiérHlola: én 1ü 
~~ __ .. l/ 

,Sc~do:S··'f11droxiinclolac~t1co que tamlst4n muestra .. var1adone~ clr~/ 

cádicas. aunque la enzima MAO no las muestre• Otra enzim~ 1111 ... <:' 

portante es la HIOMT que regula directamente los nivéles circ:u .. 

· lan.tes de Mt que muestra ademh en su produc;c:ión, una per1od1., · ... 

éldad c1rc&Úca s1mi1ar a la del metoxHndol. 
r ' • ' 

La éonéentrac16n· de .. 11t en el plas!)la y Hqui'do cefal1;1rraquf.: ... 
- ¡' .· .. ' 

dao se ha visto ·que es se{s veces mayor en 1a noche qu~ durante el 

d1a (Hedlund, !! tl•, 1977), mientras que en el caso de h St 

las concentraciones reportadas durante el dfa son mayores que las 

, encontradas durante 1 a noche. 
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:·•.. '·;~· •. 9~~.&l·•·~' ~ .. ~.r .·P; .•.~ •.i.~~n)•{~~~ n lf~~~} ~~.• ~.~.tt.at! ~'~~· ~fl~[/JP'~¡1 i:) )) ........ ;~1 
,. ,, d~"·UO ·puntp· d~ co.ntrofers111,.·ya ,qu.e- aotol"e~ 'co'mo Wqrtman,, Y. Axel~ . ..-..-··. ·.·'/i'~¡;i} 

'.::.\.'' .. ',<:'~,~·.--,'.~~L'.:,> -....... ·.,.·. ' - ,· - ·-:.'·,>:,-;·. -... ->:' '·. ':- _".\ .. ' '.·.- -.. ~-·\,:~~'-· ·~:·· ··--.' , ~'-::·' ,' ~¿; 
·· 'r~cl:(l965) a~everan q.óe 1 ~ g·1 ándula pi:ii~al ;:s:·el,' .únfco Jügar don-·. "~~:; 

,:;· 1) <:~ ., :::/p;: 
.de ·.se presenta la enzim.a · HIOMT, mientras. que otr-'os' aútó're.s han :;: 

encontrado que varias enz1inas invólucradas. en la biosfntes1s de 

,~~Jii:1.~:: 1 :~;:1; ?: : i ~\;' ;~~;~ .: : :~: ~;·~t~1 : : : ~ :~i.~ .. ~· d:·~~;:,· .. · : 1rl' .. :·t·'·'..l.·.•.'·: . 
. : Ü.ti •. ;f!t. al.~,: Y~a~r y aú,n en :PJaqu~\a;$(ü~~naf, !.f!J); 19~.2.) ... "./. 

,. : . .': 

que 1a Mt :J~ &i ·sfntetria.clo~ J>u~deacfüai ~obre 
.:;:·:·,<' ,. "'·.· ''. .. ·-_ .. ·-.. ·,. , .. :,< " "'•:·. -· .. ·., .. : '\. , ,--. _,;· _. ; ·. - ~-·, ..... - ... ,·:.,· ', 

· 1/iNfos procesos y estructuras ·entl'.:e· ros<que sobres'alen .el siste-. ,. - ,., . ' , 

ma nervioso central (Antón~Tay, 1972; 1974; Glass y Linch, 1982), 

el hipotálamo (Rich11rdson et al., 1982; Walker, et al., 19S2)~las 
,. ,. . .. ---- ·- --- ,_ .. ; 

. :ga~~~as (R~~sh, et af., 1981; H9rst, !i !J:'. .·J982\ ·pe~ny, l9.8ZL .· 

.ef.C1~lo·estral fJohn'sori.,et,ll'··· 1982; l<e~naw~.Y;•.il'!V• ú02L·· 
·;;.:.- - ' ' .. · ' - . ·-,-, '', . - -

lá ;~(Ú:inón~ .1J'.!te t~ 1%an~e 'tBJch~rd,'qh ~ .. !l il· , .i.9a2 f Willk~r '· .!!: ·!L. 
19SiJ, _el AMP cfclico (Vacas. et:·tl·, ~9at·, 1902). e':l ·s~etlo y 

. . . : . . 

Ta neuroqut'intca (Holmes y Sugden, t982h la hiperte·nsi6n (Kawashi-

ma y Nagakura. 1982} y ,1a conducta (Go1us y King, 1981). 

Mt· son muy vartados ya que se ha visto Los efectos de 1a 
: . ~ ~. ' . ' 

que éri 1a rana·causa un obscurecimtento ~atural de su piel pero 
. ' . 

t~~bfén tiene efectos tera~eUtfcos ~n et huma~o como en e1 casó 

de h epilepsia donde se 'hacen menos ·frecuentes las crists y la 

enferme~ad de Parkfn~dn e~ donde.aumenta el control del movimien· 

to (Ant6n-Tay, 1972), · Ademh sé ·ha encontrado que su excresf6n 
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est.~~dis1111,nufday·no s1ncron1zada, en.mujeres con aáncet d,e mama 

, _ .. taKrtsú1. et «~i., •t9aLl~ Heward ~,Han.dle.Y'· Ú!ós),. propuneron :,· -... :• ':,:· ';:·.·- ___ 0' -~ '.,, .... ', ~- ::·_.,¡ ,, .. , . ' . . . - .' - _,;,,..~:_,';·' - -

un modelo.:para·el .. ,,.~ceptQr de 1a -Mt' 1 eh_eT que se rnueúran.lo~·-··-

·• '.:'.; ·;.,:·~·eq~~·t'-~m~ntos ~·~t~u~turá 1 e,s:·~Ú~ 1 os_ agdnf~tas y ·}~ta~o,~i'shs ,- · -· . 
\. . - ·: ·L:·:. . . . . . . . . ·. . . 

s'eg~n estos .autores, un .receptor para la Mt eshrfa cárac: .. 

terizado farmac~-lógicamente por: 

1} .Una serie de potencia ep la cu a 1 se tenqrh 
- . . 

tiJt). s.;Metxotdptamfrta·-> :s .. rne'toxHndol 
.. - ' 

· 1i} ·Ser suscep'tfble···a ser bloqueado· esp_eeHf ca111ente; 
-,,-,. . ·.'' '. .... -, ;!·;. :: '..'.''·'.'"" ·:,:_·.-, 

tfl.trfptamina a co~c~nt~acionf!,S relativamente' baja's'. 

-.Parata detección ycu~ntJfieac1ón de la.Mt s~mr~·en sus 

efectos ff1iol6gicos o bien.ut111zando anttctierpos marc~dos coh 

r~df~isótopos o fluorocromos. Entre los primeros est& ~1 obscu

.recimi.ento de la pie~ de rana que se utiliza con muy poc~ ,frecu11n ... , 

é1a .debf4o •a su b·a'j¡;t;sensi bfJ i ~a~, a 1 to costo -Y a' .qúe l lev.,a mu.cho 

t{q1npo pa~a· poder ub-tener res\ilt~dos. E~tre los métodos que·uti~. 
1f~.a·~':antt'c~erp~s ·.~~stacarí el rad_ioinmuMensayo (RlA) y la)nmuno-

,,.. ,, 

flu.orescencfa· (IF} ya sea .dfrecta o indirecta (Grota y a·r'own, 

1974¡ Arendt, .tl tl·, 1975; Ro11ag y Niswerrder, 1976).. 

-. Como es bien c1>nocido, tos anticuerpos son producidos por 

cl11uÚs especializadas del sistema inmune, del cual ·se han pro

~u~sto dtferjrítes mo~elos de diíerenciaci6n, el m&s g~ne~a11zado· 

es el propuesto por Ralph (:1981) en e'l c,ual Hs dlulas totipoten- · 

c1a1es est~rfan ~resentes en la m6dula ósea. Posterf or~en~e a 

las pr1meras d1v1sones m1t6t1cas, las cdlulas inmaduras pasarfan 



·1 :., 

·,: f; 

" .. ~' 

· • ·La respuesta inmu'ne puede id.ividirse en: humoral y celular; . 

la pr1mer~ est&'representada por 14'1 p·roduccjón d~ la.s :in~unog1 0 bu .. 

li~as .tig) que pr,odµce.n los Hnfb~rtos a -~na: v~~ que·~.,(.hp}c11 .. 
'vact'o;'.11l.1ent~as que la '.a1tfrn~· s~ .car~~hriza porpre·~·e'rltar" d1vers.as 

·.; .... ~.·~~-.:·.:.:,, . <· :::." .. : ·. ·. ,' ·' ,: . . ' ~;'; ... · ' ... '~. ·: .. 

. :i,~JéF~~cfories e·ntr~ las c~ftd a~· \T,iLf Y'los<'múr6f~go1c; cfr,'cuú~·te} · .. · 
f Nhs~ft:1) ·191ir! 

.···::-··'· '!!· 

>De la-~eri~ de· linfcicifos ·r p'úeilen rec.Qnocer'·se diVersas po-
blaciones con funciones especificas. Este reconoci•ien~o se hace 

principalmente con base .en antfgenos .especff1cos presentes en .la 

~ s~ée;rf'icfe de las cflulas. y.contra los.c:uales·se han.produ.cid,o ~11tl. 

:p~i'~1ios del Upo monoclonal. para su, pÜrfficación.'(Kcito,Ailtl·•''.1982; 

··•7s91.· il-il~ . 082:;~rsudo. et tl· • -1~82) (Hgur1f 2h · Las diferen• 

tes p~blacfones :de-lffocftos T •se han catacteri%ado son '10$' lf~-

fo'cttos · T supresores { r5), cooperadores { TH) y cttot6xi cas :. tT¿). 

Cuando a las c~lulas B nega un estimulo antig~nico como bac

terias, 1ect1nas, etc.· es captado por· sus receptores ,de .membrann, 
· i · JI ·• · .. 

·generalmente protéfnas del tipo de las· lg u otros. el Hfocfto B 

que se encuentra fuera del ciclo celular en la fase G
0

',.sufre una 

transformacf6n blasto.fde que hace quP. este .se active .er:itrahdo al : .... , 
ciclo celular en la fase G1 para seguir a la .fase: S Y.. continuar 

con su ciclo hasta llegar a la mitosis (Lerner y Dixon, 1973).· 

.¡•, 
;· .. .,-

. . ~{ 
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CELU.LAS .• t. RE
tON OC l DAS . 

élulas T lnduc
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T ped-

odos los . .timo
¡ tos y c&Jul.as 
perlf6rl c:as 

cortl-

!mocitos, precur
ores mleloldes y 

ilnfoldes, células 
lasmátlcas 

ANTI CUE({~OS 
• H().fiOCLONALES 

Leu ~ 1 
OKT • 1 
UCHT- 2 

leu - ZA 
OKT - 8 
UCHT;. 4 

1.eu .;. 3A 
OKl - 4 
9,3 

Leu - 4 
OKT - 3 
UCHT- 1 

leu - S 
Lyt - 3 
OKT - 11 
OKT - 11A 
9;6 

NAI I 34 
OKT • 6 

OKT - 10 

AHTIGENO 
DETECTADO 

T - 1 

T - 8 

T • 4 

T - 3 

T - 11 

No lden· 
tlfleado 

No lden
tl fl cado 

FIGURA 2. ANTICUERPOS MONOCLONALES PA~A DETECTAR SUB-POBLACIONES DE 
CELULAS T ESPECÍFICAS. DATOS TOl1ADOS DE Beverly, 1982; 
Janossy,. 1982¡ Asma et al., 1983; Brankollan et a1., 1983 • ......,._.,...,. . . .....,,._ ' ' 
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',.'· 
;·.,,. ,·. ,,·, '• 

¡;;~\;· unicvez. que' se'\a_,J);,evadh-a: ca'bo l~·divtsl6n;~rtJtfcá9 taij 
.:,:.·:"\-. '. .·:·.··· .:' ... :.~;;'.:>.:<" .. -·:.";~~·>··::_: ' .. •'".--. .·· >-.·.:······>' .:::;.·: :'~~_<.·;._: .. _:·(-.".:;., ~' ... "'":.,·_<:.·.=··_ .. _~·.:.~-
,: .. e él ulas f¡f jas- r-esultant~s".pue den sufrtr 'dos camihos de ,d.fférerí ... ' ........ · .. 

~; "~~i~~);~i;;~~~~i;~: :;~;¡:~¡¡~ :E~~ti~c:::I:~ :::::;¡¡;:: 't 1: ¡ ~!t:;'~j~ti, ' 
:·cfrof6gico· ya qlie al hacér .una tinc_iQri con H(;!111ato'xflina y Eo~-ina.'' 
le ~élula de memoria pr:esenta un cft~plas',ma ,clarQ nihntras que el 

cÚ~p rasm~ de J.a ·. c~lul á<.P:1asm6t1~·a> e·s fu~,rte~enh 'b~·s6f,flo '·: ~éblt · 

~:.-: 1 ~ ::,: f;:;: ·1.itp;~:~i~:· :. : ~~r ;:f t:: .q.:r :: :~i~!:t::d~;~¡:j· : 
.. forme. av:~•n"za ··l:a ,·dtfereh¿J.iú:i6n de· .estás :~elul as;; (Nó'~Jaf¡ ;)~t~J/' .. ::' 
' ···. ··,, '.' · .. ··.· •··· ... · '.-, .•.•. '.;:<·•:.:·.' .; .... ;,:,;•··' >:>··/'·.< .. :./,:,:f~;,p.:t /:.\:f''.'/~(:f·.· '. 

'.En·el· es.tudfi) de .l1fffs,1ólC!gJ.a.'.~e·Hls c~Ji1J~J1;;pla~1114tic~·!!;:'s~ 
\ ' • < "; .. ~ ' " • • ~ ~ ~'-:, : : : ' \. -

encuentra qué además de .. las funciones: f nherentes' ª'todas' las' f~lu-· 
las del organismo< llev~ ~ c;ab~ h sfntesis aetivª'y 'prefere~~Jal . . ' - . . ' ~ . 

. . ~E! protef,n~s;~specf.~lJza~~s 'como ·las ig i .qu~, ~.~~º~~~eñ: la c~•~fo~~· · 
inaci6n eúrt1ctln~111 f'seéiÍenc:f al del. 'anHgeno P'!>r' lo. cÚal pue:cielt ' . 

¡, .;· " .• ' : '· •. ·. :_. - ._ • -. .-

' unfrse á·~l ,y',b:acé'rfo bla!lco de btrós: procesos dAJa respuesta . 
,· ,;.: ".. ,·, .".'.',·~:·. ·.· ~!,_·,: .. :: . .:.,:. . ,, - ._, - : :(·,_ "' ,~ ".>· '.< -

lnmun~ con· le> citat el ·antfgeno es .n~utr.a.1 hado :y destruf do según 

···la. teor1~; d~' fforneÚ y Talmage tNóssal. 1.978) •. 

De acuerdo a h teor.fa de la .se1ecci6n clonal; el número de 
' ' 

cE:l u las que forma·n anti cuÚpo's y que réqui ere un organismo duran-

··· te.su vida var.hentre 1 ylOmillones (Rose·,,1982).·· Sin emba~go, 

'esta ¿ifr~"debe ser bna iubestfmac~6ri dado que e1 org~nfsmo no . ' ,... ' . . ... -

11$abe 11 11 que tipós de' antfgen.os estar& expuesto: nf el medió ambien

te en el que se desenvuél v~, es homogéneo. por lo que e1 níimeY.o de . ..-· 

be aer m4cho mayor. 

,-_, 
·• 
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. ; , .. ·.· .· · .... ·.. .·. , .. _•, . _·.• _í'I . <··•( . i / , :./{ 

.-,El pro~i¡cto de .·tas célu,la!;i)Pta~s)t14ttcas .son ·.l!ls':' lg _que son 
<;. ,-?-" :'- , . ·i·;: , ó., :~· ;·, ·/~;'·_;__ ·. -~- . . - ·>· . ·.·- ~,·:: .-.. ~ .. -~:\'..".: '.~) .. ;:>·:-" l·: ·_-,";: . : ' --~<- _: -·~·r.:·_ ... -~'::..:\.<~J:·:· .·: ·~ '-~·;.-'. _,i:,_: ·. :·:'.::··~·_·( ~;: 
')roteJnu ·a· 1·u; C-uaJ.es. se le$ f\a~:motUftc.ado' p,os-transcriJ>ctbl1al~<i )\\%:</:: 

'"\;~~;~~'.:~e,~:re~~d;~ ~\~~ ~'~ Q~•'i~!' .• ; ijc;SW,P(i~ ·~~·~~f Si de(• .·;~;1, o :d~ • · .. • / ·· • 
·· ·09J:g1 .'tr~h:f poder'·.··~er::ex'i>orfá d~s 'i '.cuy~ >e~truHura ·cu a t(fr,nar'ia con. :.·· 

;;,,;,·,:~_-; . i 

,;-_.·-:. 

.:sefst~ fi&sicame~te de .dos.t.1pos de cadenas.pol1peptfdicas •. ·. El te~ ,· " .. ' .- - ,·,,:' . ·,,_ . . ' . . .. 

tra111ero está unido en ciertas regiones por dos puentes .disy1fu~o 

9ue u~e.n. -~·las cadenas i g4a1es {Figura 3) q,\1e suman en c·onjuntÓ 

446 ·residuos de.· am1.nóác1dos, .. mié)l1)ras. las·· ot;ra~· dQs(Ú~n:~~::·?¡i· 
. re~fd~~.S. de'. a~~ nóá c:iAos, .. (~·1:nkelhat<e 19 7Q) •

1 
• • • 

'f -,,_.',· . 

>Én.conJuntQ el te(d~~ro\~:s>.Jna protefria ··de·peso núÚecij_f~r. 
•· 1 -;;-, '·:· ·: ";•,,::~.' /.~ ~-,,.'' <-.'~f~_---, :_-.-,.~;~~!,':( 

·de l60,o~b •· ·L'a!r ca:iJ~nas<·éon mayo~.·núme~o dé résidl!6s'son'deno;;, 
.'· __ .-_, '", ..• '.·,:· . '· ··...• ¡ 

- 1 '· • - --' ,• 

mfnadas pesadas (Hl j ~ las ótras ~e les llama ligeras . . . 
(L), la. 

'. 

secuencia de aminoocidos de hs· cadenas H es difer.ente de: la que 

se presen.ta en la estruct'ura prtm.frh ·de las .c~difoas L .. · De· 
. ,. ·{ . .. ·'. 

a.~Ut!rdo ,a l'9$ eStudfos• ~e, Ucuenc_iacf61{ 'se fl~ vistp que .~JrthOS ti• 

p~s-d~ cade~~·s pu~de'ri ·diVidfr~e en·:dos'regiones,'i(íe acÜerdo aj~. 1 
• ' • , .',' • -. ; ...... -: •• , • , . .· , . ' ·, ¡'. ,; . ;·: r; " .· ' , ·~ .· -'_ ._, ·•·. ' • ', ." ._·, ·., "·':'. 

'v~ria~iifo de los resfdyos. qué 'dcfoel'mióan. asffiná.;rt1g1ón c(>nstarite 

en donde h variación e~ mfoima¡ mientras qu~ extste. otr'a cuya v·a

rhci6n .es alta y se denomina región variaflh. 

Dent1•0 de esta última hay zonas en las cuales 1a variacHJ\ 

es todavh; mayor, esas regiones se conocen como tdpervariables. 

No,todos 1os tipos de Ít priient~n como estructura b~si~a 1~ 

dfme.ro '· H2L'2 _, sino que hay ~lgunas que presentan nlh dé un dfme~ 
ro. tomo es el caso de la lgA que tfene dos dfmerót y la Ij~ 

con cinco dfmeros (Winkelhake, 1J78). 

) .· 





14 

, ·, <b!.narse con ·cual qui era d~1 los tipos .de e.a de na H • · 
' ' -·· . . ' . · ... ::.( ..• : .. ·.·.~ .•. \~···.·;~·.·.··:~ .. ~:.··.·,· .~;:~··_':•. :"·\.' ~J: ·, .·-:: :"· .. ·· ,: . ,:-:,._'.·_: ' _,~·· ·.··. - -, . ¡' . • '_,_t.-... ·: -· -

·~::, .·/:T .. La funpión •. M:Jo~d.i~erenJes •. tlp~~·de ·lg .··no ·es .. h ·mi.s~.~ª:~. 

(~i~~~~!;~!~~j1::;::·;K~:hti!.· .; ;;r·i:~:¡ ::·:::b.:~ ~w:J:.:f ::::~~:~~~!'2, . 
•J.:;:·•i.···i:~ü . seé.res iones e ~m.o·:·lá gr.·1 mas •;;s udQ r.. moco. mi ent~J.srqu4 .. '•\ái . l gD · 

.;.$~~~S-/·~~'.~~a:· ~n .· .. e~e.ptor: qtie Ú1c'ia ~: P.tolHeración d~ ,~os .1 infoci tos a 
'de ratón (Sieckmann, et al., 1982}. la IgE. promueve la lib.era.;. · _...._ - - ·, . 

ción de histamina de las célu1as.cebadas,·1a ·rg~ a.ctiv.a efect.1~ 

.... ·· vamente:.1a vfa cÚbCi.'dad~1 .. ci:>l11~1.eme11t~y la I~ll protege ·~J fé~ • 
F-:_.,~~·:·:·· , '-· .. L , ~- ~· _,;-.'.: • •• • ... ••• •• , :,'\ •• 

· · · to ·y prom•uéve 1á· f~.goci tos is 'entré !~tras. f~rtcton~s:'{~ose, .jg~2J_, 
. . :· .·. ''t':''" . - · .. ' .. '' ,. .• 

," ,-:. ,;. , e'¡~: .· , . ' ' . " '. . . '.:· . , ' -~., , <. , .·' . \ :. ' . , ':· -.. : :_~ ,_., ·.'··., •·· ; , '. ' ',' '··,-.; : : . 

~:xfsten 1 fneu ~e11.l1ares 'Originad as de ·c:El uiu · prod·uct~ras . ' .. '\-. . ' ·,. .·- . . . . ' . -· - '• ' - . 

Ig. que suman :~1eÍltos' i11. el caso de lfn.eas de origen humano 

y•~uct10$ miles par.a el caso de. ratón' aunque tainb1 en existen al. 

gunas Hneas 11nfo1des de otros· mamfferos y aves lRalph, 1981). 

En ratones existen entre 103 y lO~. Hneas de miEt1omas fncluyen~· 

do.·aquellas que no han Sfdo adaptadas a condiciones de cultivo 

!.!!. v1tro (Ralph, 1991)~ de las cuahs la,mayod~· pertenecen a tu-
. . 

·.>mores 'inducidos en la cepa Bafb/c (Rasch~e. 1980). En sf el 

mielo.roa es un tumor de cHo1as que secr~tan Ig inespecff!cas 

que se ma~if1esta en los estadfos terminales de la m~duract6n de 



/¡:-

.,u. 

L ; ,-, • .;, • 

·· 1,,1 n focf tos B_: • sin emb:a'rgo • se h.an· ~ncontr~io · cfl~JAs mutan_~¿~. . 

:.qué han p~rdid~ Ja capacidad de 'sec;ii.t~V; la- tg ~a Sea eri<.roflllª· 
i <;~~oÚ 1 ·. tKea rn~y~ P.t a l. ,; 1!119 ): o·pa ~ci a f Ú~h1.er:, y JUls t·e·f n~·;{~i$j. 

<.jc~,1:~d~ ·p~e~e utlJ i)a-;1 a J:~plcf dad· que ÜQrten 1 as é'~fulas'tumo~·¡i'1'~i"i'2:' 
·:·;.,. ~:.:;:¡'.~~i~~-z-::;;::::·_:.::'. :·- \; ; ._-_:_:: .. -::·.· .. -.--· ::...: '. ::.-.. :,'. ·::;:'"· ---..:;.:--.;-· ::_:,·,, > .' . · ·: · ... ·. · ··:·:,,; · r··>- - ... ; · ;·:· '> :-.: .. -· < .: ... }._·.:,::· .. _.':-_ .: .:· ·:_·--"_:·_:: .. _-.,:,~.-.-_:\:<:'~<_:;:::.:;• 
~)J}~t·>§recer: fn.deff11idamerttih par~ pQd.er estudfár .Cit?.,rto tipo de .t:.a· · 
·._,_:'f_.v:· .. ,-.<~--;· .. · - . . .. ,,. 

-.· 'J.t,a;~:terJsticas mediante .1~ hibridación ·de estas célul¡i.s- con aque~ · 

,-.·, 

na~ qúe muestran las prophdades Que 1 nte r.esan- en e'1 estµdfo-'éo ... 
. ' . . . ' . . . . , .· . .. ' . '~Ji;··, .. -,~ '"¡ 

;mo•es lt\ prodtieci6n de anttetierpo,~. m~~.?:~Jo_flllf~s.:_: ;··:·.... · · · ·"' .. < 

· .. ' ; ....... . 
''J96l). · Coltlo muchos otros. descubrtmiehtos; el da ·1a h1bridad.ón 

celular fue por una casualidad ya que. él objetivo' de los traba.ros r· . 
• e • ' , , //"' 

de B~rski, er~ .ob$~rvar lo !lUe a_conted!l eüando s'e. transformaban .· 

iis éélúlas de ra.tón. con ·agentes par~dtios a Pl1e~rri¿coecos· (Sarskf:1 · 
.oy·:.· .. 1 

'º'', .,~ _._ \ "' .·. 

órtg1nalrnente •. él frabaJ6 con do( Uoeas. celula-
• ' ·! .·. '... " , ... > :;, itat .. 1961). 

. . . '·~ .. 

res·.proventent.~s del mismó cultivo inicial pero qüe',,(i1ferhn e~ 
su morfologh y naméro cromosómico. En un cúlt1v~. se pusieron a· 
crecer c~lulas de ambos tipos y al cabo de tres meses se obtuvte~ 

ron .células que éran diferentes a las parentales, c~ra~tertzadas 
" 

por tener un n,Qmero cromosómtco modal. casi igual a la suma de am:.. 

bos tipos celulares parentales, que presentaron eser\c1alín~nte c11,. 

si todos los cromosomas marcadores, de las dos· lfneas progenftoras 

(Ba~skt y Cornetert, 1962). 
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'.·; 1 .:.:::, ':·. ••• ·.··' 
•· 
' 

·lfn~af aa. i·n~J;t;~ga~úllri eh:u~-0 ctedtcada. a ·büscar 

J.gei{e ~Oqu~ • ume n ~ir• n;la H•~ ui~d~. d.e i~ ~!~~ , ui r i 1 za nd ~ .~ ffn e t 

.··;/;~~{~~.ot'; :.ª jo s·''v+r~'.~J,:A~;i.'·t~R~i·:f~l.\?'f earami8~~irus. ''.El' Y·i rvs .. he.~.· 
···11101l'gl'utfnante deJ.Japón ó vlrufq~<·sendai fue él fusóJ1eoo ·ifasico 

d.tlr.ante 'much~ tiempo. pero re4"ue~la cfue la .. s cialulas a fusiQna.r 
• . ' ·t 

ie~tar¡in receptores para este vJrus ya que .si esto no ocurrh, la 

·. eftcierich d'e 1á hlbridadón.dÚminufa notabhmen.te • 
. ,' -'.· r:_.;_· '.~>>r• 

~ ~ ,,·, .. • ._ • '1. "¡ . 

. . Pil~a evitar. e¿to, erá nechario contar .'con un agente·.iin~spa .. 
ctrido .q.~e propida~~ la. fu·$un celµlar •... se encontr6 que uh 

", - .. ' '. - ;. - - ~ --\~¡ - .. - "7•: .,. 

'a~efü•:' :era .~ 1, polJ§t pen9.1 i'~&>f (P. E~) { G~ fter{il,~ !J...; . 1977'.} •> cuyo· : > 
. 1Íl~ca.nlsmo de acci'dli, se descdnoée'~ El · p,EG .n.o' es el: i1~:1(;_otagente,:; 

qufmico que promueve la fusión sino que también hay ottos 'l.tJe:se' ¡J°t(J 
' . ' ' . ' 

l1zaó como materia prima pa~a la fabric~ci6n de cosmdticos {Klebe 

.· !.ftl•• 1981), y campos e14ctricos (Zimmerman, 1981; 1,982¡ Richur, 
,,, ·-- ' 

.il ::!.!.· 1 l 981 ) • 

la. fos1sn ceHitar no est- ~est~tngtda a las c~1u1u animales 

s1n'o que tambi!n sé ha hecho uti 1 h~ndti c4lulas vegeta l~s ,(R'ob1Jrt; 

.1'981; Xianghui, il ll•• 19~2)' tanto eri es'tudfos de fftomejora.llli~n- ·· 

to como de bfoqufmica, fistologfa y'embrioó~oésis. Al igual q~~ 

ef\,d1ulas animales, en vegetales no es necesario utilizar 1,as zo

nas mer1stem4t1ca.s ·púa efectuar la fusión, pero se prefieren e~-

~t~S .tónai por su g~an cap~cidad de prolifiiar. El problema_ obvio 

'que se presenta altNbajar con c~luHs vegetales/ es la p'rese,nefa 
' . 

. de la pared celular, la cual puede sér retfrada si se httce una ·df• 

gest16n enz1mft1ca de ell~ ut11izahdo celulasa y pecttnasa para 
·'1 



... ..... •'; 

:, í ·• ... 

. .. ; 

··.;,/ ~~-~er .1 os pro topl a stos j Xi a ngtiui -~. !!,_.al., '1982;) '· ,, · ., i . ,, 

-,3': •.... PuCa~t•;•uchos ª"º' \~ única '••WMt• cO~.;q~:,í,~,~onk~~'L¡ .. 
ntf ~·~:i ::: ::~~!: >;;¡;.~~~r~h~:::::.~: .rl:.i~i'. ~ ! : : tr~t ~t~~¡!¡x~;'.'~· 

·utilizado ~1 .anHi.sis .bioqufmico para detectar mol~culas produci• 

das por algunas de las c~lulas parental~s. (Kohler y Mflsteif'!, 1975; 
;•,· '"., ~ 

1962) 
... 

'. · .. Una. lln~a de tnve.s t 19.a~. i 6n ·. qu: •.. ~f~ndfa a '·ta· pr.6d!u·*f1'órt -4/::rij;. 
.::·: ·,; . ~; .. ' '¡«·, : ; 

~~Jdo·s E1t'!tre.dlúll!s·11nfcicn1cas :"º~~ales y ~tHul~~ .. de rnie:l~nra/,' 
.. :.~~~·:.-:::/ ·- :_..,-_.' ·:<,:' ~ - . - _···-.:." .. :., 1

:'.. • : •• • _.';i:~';:~'-·:·.:-,.<i.' : ··:. ·,. '. ·.- - ._::.'.::, .,.'. '.:."] ·.- _ .. ( .. 
pªrtf tr,atifr. de e sel ar~c~r l(l regul~PM.r(d~ 1 os· gen~~ ~e Ja.s· <·l,ÍJ<'~ 

<>,~¿e p~oduéfan~ las ',c,!!1. J1 as. ;no:rma'l~·~:~.:~f6,;6~mo .r~,suH~do· t'ot~{~in~~··· 
. , : fortuito la tecnologfa de los· antfcuerpqs monoclóitaJes (Ko~le{§· 

. Milstefn, 197S), 

, .. Actual!l'ente• se esd:desarrolJ_'nJ4·a".n1veJ murr<1fa1 ·.el e~~~#·, .· 

de 1nvestig~~}6n que a·~deroii · Kolll·~,.:·;,:~ll.s,té1t:i.'. :'is'ta· teci\~fo~}l. 
J1a mostradqsu pot~nc:ill}fdad com~·:pr:~aµ,~t'ora dEl;heréa,mt~ntd~c:b.fo .. ': 

. '·, . •'" - ... · .. ' '· '., .,.... .- .:;',. ~ ·'·' - . ·: . :'. :: '·; ·. '._ -

:.1~9Jcas que hacen ~s{·C:onifablesy ré~~~~fac'1b1es1a~>técnfcas .de·· 
' - :·. -·· - - . '\_·-: •. - ' 

·. 4ptec<:f~n de molé.culas pó,r medio de;anticu~rpos •. Este tfp'o ·de · 

reac~two~ ha 1nvadfdo varios campos de investigact6n tanto a nf~el 

bhfco como aplfcado(Yélto11 y Scharff. 1980¡ Dáv1d, il'll·•l981; 
' . . 

PawUtll, il Ü.•• 1981; Seli1er~ tl_·a1., 1981; Ret,chardt ·Y·Matthe~. 

198 2'). í 

, ' 

Las ventajas que ofrecen los anticuerpos morlocl.~nal~s ;sQn .· 

éséncia1ment• su alta ~specificfdad debida a su capacidad de det~c

tar un sólo determinante antig1foico y debido a que provienen de una 
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•,e ~ :,·/'~{~'.:.i"."·;,-,1_· _ < '· ' '"'"~ 1;·"/~ 

.,., . . i::;i'.1~:'~
1

,,;:' ' .: / : •. ;; .· . : .·•· .· .· ' ' .. i ,,\< .. ;'•.~ (-"· . :<;'.\;:í,''.:: 
,;' · .. ·.:·-soit:lf1rie'a.· cetui~P(íui s$cretá;.¡fr,· s6111.· t.1 p()~~ de .. x.f ~"·t·odQ "e 1. a n t1 - ·." .. , :\: 

;~\1~~::j~~i~;~~,·~~::~~t~~:2~~,~~~lt~t1 ::~~~5~~~~íi:~~tt~~~~~~;~i.~2:1~1t;;; 
·· ;ta.'f~~~1;fa c.ono¿J_~~.·reacci6n ·.c.ruz~da que se :Pbser~a mliY,>f~~-cu~~,.i· ·~· ··:}:::, 

temc.úrt~r en 1 os a'ntf cuerpos po lf e 1ona1 es ai s 1 ad os de he té ros Üeros .,, ~-

' .·. (Je)tQit y. Scharff, 19~0. ), . ; · . . . 

,;,;~i~~¡~~~ti~::.:.·~ .. ~::.A::.::;t;~~.~~::~·:~~¡.;.,~:·1:: ~;~;;~"::~r;",i;~;i· 
Adeni,J;~f. ~sta · prod~c{1v1.d'.ad s~,.1,.ctt)nu!nta ;PQr" :la ~1 sp~,nJ~ilf~~d Ae .· '.; .·.· .. ~, r; 
t:il·~Í~*;:;1#1-~Hda s de·ri~'fu1:~~4-~(·-~it>.~i<1om'a·s, ~ü·,r~lpueden ····~u1•Úva·r~e .. i >.' / :_'.~,·S~ 

' c.o-~g-~ ~ár~~~: duran te' h'rtas ~~,e·e~~·~ fíaden'do', ~; ~~- ~nfi ~1 ta y ~·e rpet~a .. · ... ,. 

la í>ro.luc~i6n. de·es~e t~ipo d-~.,anticue~pos',' e·~rfta al .,m1s1110 tiempo"·· ,. 

· · · las· v.áH._cJones en· :la espe~HJci,da,d. del 'anti.cu~rpo aisla.do dé . : . . . · ·:·_ ~~: ·.·~~·f:L~-' ... ~ - . .. " 
;>lo):e$,•:<IÜ-rentes ;~.é ,,suero·~ d~· d,0$ á'rumal.es· o a·a11 'entre '$11ngtados · 

¡t 

. ~ ;.' ' 
' . ~ 

·: Igua·linen(e. ;'p~ed~~ ··prod~cú.se'un ·s1~:nGm•r'i1de ant1.eu~rpos 
.Í!o;c10Wa.1e:~' c~ntl'a • .-~~·~{ .to'dos -i~s deter111irí.antes aittiginÚos imagina-

r;. ·,'; 1 
• ; • •· • , "t . , \.. ". 

bles,-~on 1~ Gn1c~~estrtcc16D 'd~ ~ue el u~~anis~o al cual sel~ 

i,ntroduzcan, sea capaz de producir un a~t1cuerp_o_ contra ése deter-
- '' ~ ' 

mfnantl! .en particula,• .• · Al poder obtene~ varios>anticuerpos mono· . . .. ·. .. '.'". . ' '. 

· cloh_ales contra :f!lfer~n~es deter!Dfnantes ~e ún so.lo antfgeno se 

podr.tan combinar y hacer un antfSuero totalménte s1ntG~1co que pue

da detectar al an~fgeno en u" 100S y en muy_b~jas concéntrac1one~ •. 

Trabajos de este tipo se han rea,lhado reciente~en~e (Ehrlfch, tl 
.!.!.• 1 198 2). 
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. hum'ana. ·t 1GHl •. · of>t~nfd9 ·~n· ~1 ~ p~pariarn~n~ó· <l~'.ei~i~"bfa 
de 't'a ~eproduccf6n de la Dhhidn de, Cienctas Biqlógicas· y de la 

S1lu.d, U.A~~ •• ~hhpalapa •• por. faDra .. ~nh For~ay, qutenutiHzó 

:~x,:(~!~~~º ~~ ·~r~ndt .. (Ar~nf1t:1 !!.!J..,,' 197!)} 'Jtue,co:nstst.e,; .. e11·cú~e~·i·"-······ 
hr ,~l_· D;L. .. 5,llleto~f tri l)~ofani {SJgma cll-~• }" cpn• acetato. acéÚcci ,··. 

• •, ... • ,. • ' 1 • ,· •• - • ,"•. • '" • • • ·.'" ' - • ' ' "." •• e • ·: . . •• .. ~ . '. .. • " • - . . ' •. • . . ·''.' ' ~._ . . ' .:: 

y.¿fi.t~'l.er 1~.· .ll,L-.5 metoiÚ .. N°'ac¡ettJtrlptamlna. ó; Mt •• ne>esté· 
.. ·~~-~J~·st~se ~011uiron·· 50·1119····· qµe ~e.d,tS-ojvti~º" en, s ml . 

. · 'xano(Baker •. Khfoo). Se adicionaron 50'íng' .de TGH en buffer 

de fosfatos Q.05 H1 pH 7.8 en 3.4m1. de volumen final. s.e · 

1gré'9aron l.67 mg de 1 ettl.3~(3-dim~tilamfnopropjl} carbodii .. • 

.afda•{A~drtc~~·_.~h·e~it~l Co•) e'n 2.5inl 'de· agua bfdestf1ada •.. se .. 
Jíiezc:l•rqn y 4eJaro* reaccion.ar por 24: hs .en l,a' obscuridad. Pa

. udo:4fl ~iemp~ de reacc:f6n( t•. m11e.sfra .• :·~!l dhJfzó dufa1fte ·n 
contr~ agua déStonhada;. haciendo. los laníbios aProÍ<imádamente ca• 

·.da 12hs ~ 

U. r n mu n f za e 1 6 n, de 1 os ratones • 

. • Este procedhtie~to ~e :hh.p en ratone$ ,,de 4. a 6 semanas de. 

edad, ·de la cépa hlf>/c., ol>ttJnl~os del 81oterio del cent~o':Midico 

N1efonal1 lMss·. 

Por c;ada a.ntmal se tomaro1J 1.00 µg 'del· conjugado Mt· T(Uf 

suspendidos en 250 ~1 de soluc16n salfna balanceada de Hank~ 

(HBSS, M1crolab, México) y em~ls~onados can 250 µ1 de adyuvan-
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te co~pJ~.tq·de Freund .lCFA 1 DH'CO 1.ab.Í&ó Dét.roU, JU, ::~.s:~~\lY •
·.que eont'~nfa Bórdi!te'tla eertlJssi triactivad~, 

La emulsf6n se inoculó en .una dosis vfa intraperitoneal (IP} 

en' un lote de 3 ratones que recibieron cada uno de ellos 500 µ1 

del fnóculo, A las cuatro semanas se aplic6 .una segunda inmuniza

ción ·utilf~ando la mtsfua vfa con 100 µg del conjugado Mt-mH, 

suspendidos en sao. µ1 de H~SS por cada tnimal tnmuntzado. 

III. Mantent·mtento de las. célu.la's .de 

m f e 1 o m a • 

Las células parentales con la caracter1stica de crecer inde

finidamente en cultivo in.~ que se utilizaron en este estudio 

fueron de la lfnea de plasmacftoma de ratdn P3X63Ag8. Esta 11nea 

celular ·es resistente a la 8 azaguanina 10"' 3 M , pues son defi-

.cientes en la enzima Hipoxanttn-guahfn-fosforrfbostl-transfer~sa 

(HGPR T); secreta IgG1io: ( r 1 , K pero no secreta cadenas lige-

ras o pesadas aislada (Kohler y Milstefn, 1975). 

Las células de mieloma se mantuvieron en crecimiento como cul· 

tfvo contfnuo a 37°C con 7% de co 2 en aire hGmedo. Se ut111z6 

medfo Ea~le modificado por Dulbecco (DMEM, Microlab, :M~xico) adf

c.ionado con: suero fetal de ternera (lote 8557 
Jr. Scfentific, Corp. U.S.A.)* •• , •••••..••.. 10 ml. 

glutamfna (.Microlab, México) ........... 2 X 10-6M. 

gentamfcina {Scheramex, México) ......... 0.1 mg/ml. 

2-mercaptoetanol (J. T.Baker, U.S.A} •••• 5 X io·5M. 

*lnactivado a 56°C por 30 mfn y filtrado en membrana M1l11-
pore de 0.45 ~m. 

''. '•"\ 

., 

,. 'i ,',t~gl~ 
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, , .:rv/. F .u s t '6 i{· . e e. l u ('a t ¡·. . ,~ " " 
,., ·· .... · ..• ' : < ... ·.· .. ' ' ' lt,,'' ' '' ' 

. El mdte)d() uti Hz a do fue .. una mo.~tflca~i.~n d~J r.~porta4o· por 

elf11 f'Jf~:~.i~~~~e'ry~,,~·Ü98l,l'.' ~ª·:·;u'st9.n ~l)ealizi:'.treli 'dias':;~~.$p;~éf 
':<· ,~.:: , ;' .: ;'.', .' /,,. ' ·'. . '._;¡·,'~ ... ·".(.\>··_ ·. ·. ·'. '~·,··\':.'·. ;·";:.: .',: __ ': ·,:. __ -J·. ;.<:,:._,;,> __ (;.'. ·\·'--.:.: 
<ife::la segunda 1nmunltitc1óri dtsectando'a.silp.tfca,mel'lte l;P~;;.b,azo~ d' 

'···1. 

los tres ratones, Se m~ceraron sqbre un cedat~ metálfc'o'con ~ju~'. · "• 

d.a de. un pht6n 'de vidrfo recogfen.do las células en HBSS en· una.··. 

; c•.Ja .. de petri..' Tcidq el procedimiento se hizo a 37 ºC . en condf -
. >>#¡::/)._-,_: ¡'· '~-· ,. 

~.tones estir11es • 
. :· ; . , .. 

Orla vez d1sgregados los 6rganos, los esplenocttos .:que .. 

y\dsencfalmente H~focltos B · {Stie'n ,' ét a 1'., 198Ú •. se cóiocaron d?ri 
·'\. '-:- . -"""""' ~ ' ':' r. ,··.·• - ·> .,.. 

: un tubo de centrf.fuefa es:térH ·d~ . 15 ml {,costar) y se ·centrifug<{ .. 
" ( ' " ¡ ·; • ' " ' " ' ; ·." " '.·.:>":.· ' ' 

ron a 112 Xg durante 10 min 'en una centr1fuga Sorvan LC;5<> • 

~Se les retir6 el sobre~adante, se r~suspendi6'en HBSS y centri- · 
.. 

~fuga una v~z más a 112 Xg pcr 10 min • Se les ret1rc5 el S()bre .. · 

j liad~nte, .~e res USP,,en'di e ron :en .·. 5 ml de HBSS. , 

Como células atompafrantes se··~tili,zaron éf'~ocitos que ac()ndi· 

·-··.· 

'i' cfonarorr·'el medio: en el cu~l crecferon los hibridomás sin 'tene"'._· > .··. 
efectos' coll!t~rales que 1nterffrferan con su desarrÓllo (Namba. et 

/ , '. ·' ... -
!l.·, 1982). Estas células acompañantes, se obtuvieron disectal'ldo: 

el timo de un rat6n normal de 3 a 4 semanas de edad. Al igual que 

lbs bazos, los timos se dtkgregaron sobr~ el cedazo.metálico. 

La suspensión de timocitos se coloc6 en un tubo. ·de ·centrffuga 

, éstt1rf1 de 15 ml y se centrifug6 a 112 Xg durante ... 10 min r(i:·, 

.;tfrándole!i e1 sobrenadante al terminar de cl!ntrifugariie. El paqué .. , 

te celular se resuspen~i6 en el medio-HAT que cootenfa: 
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~~;.:/' • • ,11 ·' • · ~ifO .• ~~ t{~~ i lSi ~.·• c~•m , e ó.ú .. ; ;, • 1 ; ; . , • , , . 1 o mM .• 

• . .i'' ·.1)';¡ ;~ ;Y . '"¡~¡~¡:~~*;~¡: i ~~~~~hr: •,e!''. :~]'. : '.; ~'.'.'. .. 
• , • • •• ;. ' .. ~~~'. ._ ' '.; ' ' •• • ) ' • 1 ' • • • .- ,;;:.::·:·_,: .. '. • ~ - . · .. ·_'.':)1<,; ··.~··<·1;···.~1,..···.·,:: ·.1··· •· ···"· .• (.,"'\;;·:·;·:· ·.··: ·. t" ... :. ~ - ' .:1.:.··,,2,·, 

:''.<W1
( ·· • · .. ·Medio .de'eulttvos'up)'~níentad.o ).,".' ••.. ~.b.p(i,'9 ~i~· 

'. : ' . ~ .(, . ,,_~_, .. .- : ".:: ... ·· .. ' ' . 

C0'1JO puede verse, en el medto selectiv~ ~e encuentra' lá áini; 

nopteHna que es un ~nalogo del 4ci:dp fólico. t;e1- enzim'a~io~ato;. 
·{·0: :i~sfi.tdfÓgen.aá no pu!!d'e .. disttngui~·e;ritre e'1 ácido. t'óli co ;já ami .. 

no~teriK~~ . Lj1• fo u:t(,:.~eshi, drQge~ása, es un: ~e 1 as va ri a1 e~iJro,as·' · . 

.. 

. ' - . _,,,.~--~ ' 

· q'uif1nt~l"Vjenen en la ·'vta nortilaY de: sTntest( ~é nu.cle~tid~~~.:~'par~ . 

. ~ir',de a~f.éh()átidos.)' azücares, por 1o que··a.l ~star p,resen{~i1(::'' 
ªlllino~teriria en el méaro. esta vfa se entuentra bloqueada •. 

En este medio se encuentran tamoién la hfpoxantina y la timi~ 

·dina. ·Estos nucle~stdoi¡ pueden ser tomados por las célt.ilas p:ara,' 

:a. pílrt1r de el los,. fornt~r.. nucl~·ó~/dos nec1asarfo~ par¡¡ siotettial"< 

él. ADN: : Esta vfa\. ¿on'oCi da' coMó vh de s,a 1 vamento o alterna né 

'ces ita de dos enzi~~'s; la' timidfoa quinas~ y 1~ HGPRT •. 

Debido a queJas células.del m1e1oma carecen de ia.JlGPRT, 

nó .pueden utilhar la vh alterna de síntesis de nucleótidos~ .las 

Onicas c~lulas que pueden pro11ferar en cultivo durante tie~p~s . 
largos son los hibr'idomas, de, acuerdo al sistema de Litt1efleld · 

;>~ ;' . 
(l~g41 modii1cado,por Ephru~st (1972). 

Se contaron ·por' separado.las células d,e mhloma y los esple~ 

nocitos.en c&mara de Neubauer, con ayuda de la prueba de ex~1ust6n 

del aiul triJano para viabilidad celular. En un tubo dé. centrffu~ 

ga estéril de 50 ml (Costar). se co1ect6 el volúmen necesario. 
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'·co'Q'~f 11ua11luénte'. dÚt~nte>' l mi n '' _.,, __ 

t' mtcn más a1/tt7rmfno del cual :se agregaron. 2 ml de D.MEM 'duran. ... ~.':~~~ 

te·. 2, min . Y despub otro~ , 7 ml en. 2 ,5 mtn. a~.ttar:td() CQOStart"'· s3% 
: '.·,;.t~.ffieot~.~ .·. La múe~Jr' se .~er¡t¡;i,f,ugó pqr > 1q mi n a, ·JJZ ~ · g r~.~.! ~< ": ··.}¡;·'. . .,;;~ 

'.~~ndose .el s.ó~fen·~:d~.nte. Et '¡j~q u~te e~ 1 u ra r se ras üspe~lt ó .en·.r ·.\ ·.·.·.·.;··········.: ..•. • .. ·.~ ....•. : .. ·.~ ...••... ········.• ..•. :, ..• ¿.~:~.····.;·; •• :·:·,¡·;·,··:· :.·4é:m1 d'f ,me'.~Eo' ··~Aj~t.h1o·;. y d~Le~iia' :> . ·:.· i 6' · : :f· · 6 ·i ·· 1 " ·~. ·. · .. 5

d· .• : •.•. eu. :~P2/4 .•. :~·: ... o·.··z'' .. o".· .... s•.·.·.·.·.·.·t···•.ª(·.·L· .... :·.·.c.t•.·.·.: ••. ·.·:~ .. ·•· .. :.···· .. co.·.·,. '.'~.·•.l··.ó:.·.·.;.' .·. . ·. ·: <'· . ;~fr~~~:~·. ·~~~~t~m~:··~::~t¡:jd:T;~1tui16n .: fü ~gf::¡ .· l:~j ~i~a~·· '!~ 
medio HAT libre de 'tfmocitos a cada pozo. 

:_,_,,... 

V~ .~D. e t e e ¿: i;; 6 n . d e h i li r f d o m a s ..... - .. p r o d u e 

'{ f 1 e 
' 

.(f S. ~'!. ' , ' li' . .rc e s , d;~e a." t 1 e' u e r Jl o s e s p' E! e 
;~ :;-''."·· 

'. : ··· :· E
0

l ensá~(); de detecci6n de anti\-:.ÍJ.~~P·P~ .se. ré iíff~.ó 
_,,·.:·,!·'' ._ ,, . ··'·.':··· . . ·.·J. 

,.:~~ntifa' los dd'ée dtiis de ta fli~i~~· t'eiülar,; cu~n~o.'~e oÍlserV~i<Fo~· 
.,:,!'coi~hfas de c~f1ufas. ·La locaÚ~acl6h de C:olollf~s 1Ú~ridas produc•:· 
. toras de antt~uerp.os contra Mt se hlzo: medhnte. tnia modifica:" .. 

. ción·a la Ucntca del ·ensayo 1nmunoadsorbente con enzftna acopla-

da (~LISA} propuesta por Engva11 y PE!rlm~nn ·(1972) ,·que aoosis

tfó ,en colocar 0}5 ¡lg ·· 
1
,del conjugado ef) 50 ~l de agua desiorii ~ 

'z~~&·, dentro de ca.da uno de los poz.os de U.lía pl áca de 96 (lin~ 
- .. - -

bro Flow l.abs.),· 1ncub811dvse a 37°C: hastidesecac1ón~ S'e lav6 
;, 

y se .colocaron 50 Jrl 'de.1 so-·· 
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}~·rtHJa~antef,~~: los ·~o<tos :(¡~· H 
'!,· · , '11;.:.¡.I .•: ,· ••;';,,,·,." 

.1r~·~uta.,a~!bf~fü1;e•. poi-: 2q.;;~~O·· ::::: ·· 

···· .. '. :o·;,:··•i~.f .>'.ir~n~~'~,¿;~~J d·o•·····~:1•···.~·1•e~P ~··.•··s~ · ·1 a·~~··.1·~· 
~.·ii'co~.s; den~·~tergente .tween so • 
'de, 'péroxi~asa de rSbano .conjugada 1con · ~nticuerpós 

~gG cootra las cadenas H y L de rat6n · (Cappel,. Laboratorfes} 

?'.·'.·'l)~Jl,uidp .. l)5*0. en N,a 2 H,~q4. 10 m~ .• .. N~Cl. O.(M\, .PH.>~. {q>,e~~; 
··• >m.f;Hé~C!.9 t¡ti!)e 1 leyara. á Hbo '1 a· r~_ácct6n antf9eno,~aot1 ~uerpo .1~'.. '·. 

·.·.···,·:;;:~.G~_an'iio' pÓr:ló'nifn··. a t~·i!l.P~·~at~~a · a~l>te,nte. .·,.,, ··.• ·. .· •. ,. 
- ' ... 

$'~. llvó n Phca o'ui~ament(:para rét1r~r el: i#'esa. de enzfnur 
ágrega'r~n 100 µl del substrato prepi'a;ado coti 5 1111. de á~l.; 

do cftrtco {~aker, México} o.os M • p~ 4~0 , 25 µ1 de H202 .· 

.0.~5 M (Baker, México) y 20 µ1 de 2~2 1 ... az:tno di~(J ... etilbeilzo ... 

· .. :Ú)~.~'.i~n} s'~lf,ónii:o, 40 ~M •.. (ABT~, Stg~a Chem. ·ce;.},' En el 

-¡·-_ 

· ·· :a'pa'rid6n ~e· una éoloracf6n verde q~e pon fa ·~n· evfdenci~; los 

Vi • e o " a e ó n y e x p a n s i 6' n d e e é 1 u. l a s 

h r b r d a s • 

: Para obtener tim1;1citos y usarlos como célul~s .:icompafl~ntes, 

se sacrtffta un ratóh de 4 sem•nas por cada pla~a ~e cl-0na€t6n~ 
. '' . .-.. · . 

··-se· disect6 asépticamente el timo' y te procesó c~mo se menc1 on6 

ahtes. Al f'inal del tratamiento se resuspenµieron las células en 

OMEM con el 15% FCS adicionado dé hipoxan.tiha., 10 mM y t1midi· 

na 160 mM · (OMEM·ll T} 



Z.6' 

·' .. ;·•.::. 
. - . '<• ~-.: ... ,- ~. :·' J· 

t~·-~:;~f_: .. ·, ,..,._,. __ ,_ .. ,,.i~).· <·:-.:·:'--. ;:':.'.;:,~;.1_:_ . - · -- ·· ·· ,.·.,,, , :·,, r-· ·. · · ~ , ·· ~, . 
: ; .Lot :hHi:r·tdo111u .. d~ ··l<>~ ·~<?.·· .. 2. º.' f.·~·9s~.t.···t.vos t1•<tins1>fo"C1~::··:~nÚc~er .. •. 

~.· ... /': .··'' . ·.: ·t· .·.. . . '.' ' .. ' . . ,. . . . . ..... .· \. 

poa·se contaron en c~\liH~ ,de Nau·b:~uer,.tomando 2.~aa c~lurá's'' 

que se suspendteron en ·>l<J. 1)11 de DME'M .. HT adtctonado de t1:moci.-
\'-. ' . . 

tos. ·~e esta suspensión se colocaron 10'0 µl ·en cada uno de 

~o~ pozos de una pl~~a' de: 96/
1 

,y ~e tncul>aron co~o antes, quedan-

do,. 25 hfbrido¡nas por poz.o. :u~a semana después. se l~s agreg6 
. : ., - '. 

DMEM;..HT libre; ~é 'timocttos a ca~a.' pcizo de· cfonac.i6n 
·' 

y ·:a los .. 12 · dhs se. 'realtiz8 el ensayo de tlntt~uerpos. El prt>ce· 

~~~ d~ .clonaci6n se repitia tr·es Jeces más. 

P~ra la producción masiva del anticuerpo, las célula-s de los 

pozos po"si.tivos de la cuarta c1onaci6n se expand~eron a .Po~os de 
- ' ~ ' r ,1 /'" ~ ; 

m~yor s.uper'f1cie. F\('aJ~ente:·'. las cé1u1as de estos poz~~ se pasa-· 

r,Oll a ~otel las. fálcon' T;.:25 (Corntng •. Cos:tar)',~ hast6 qlJ~ .las cf

luh~ s.e tuvieron. en un vo.1 umen de 10 ml aproXtmadamente~ 

A ratones Balb/df de 4 ~•manas se les tnocu16 0.5 ml de 

prhUn (2.6;10,14 tetramet11~entadecano. Aldrtch Chemtcal)'p'or vfa 
• ! 

I.P. 3 y 10 dfas a~i~i de que se les inyectaran 3 X 106 c!lu-

1as v1vai¡ ·resuspendidas en 500 µl de DMEM por vfa ¡:,p: para 

producir el tumor. Entre los dfas 13 y 15 se les extrajo el lf

qu1do as~fttco 1ntroduciendo 5 ml de HBSS y extrayendo tanto 

lfquJdo como fue posible. El lfquido ascft1co se centrifugó por 

10 min a 112 X g y el sobrenadante se precipit6 al 50% de sa

turación con (NH4)2so 4 sólido (Lab. Qufmicos Monterrey, M~xfco) 

a 25 ºC con a91tación constante durante 40 min • Se centrifug6 
' 

du~ante .6~ mtn en centrffuga Beckman 



., ''·. 

ph~ct~fúclo se 

Q~015 11 , pH 6 .• 2 a 4 '1C • durante 72 hs con 

al minuto 40. de iniciada'la di81ish y posteriornr~,nte cada 

· 24 hs Al dta1izado se le midiB la a~sorbancfa a; 280 nm en 

esperitrofota~etro Zei SS mod. PM ... 6 La evi den e la de l.a pur~za; de.· 

se supon ta eran fg •• sch{ih'. por' medfo de·. : 

..... 

lis protefnas que 
• ( . ',.··. '-"r r;. ·' ·. ... . '.:' . : 

electroforesis en gel de_ ppliacr11am1da en co·n~~dqn_e~ reduc~or11s 

de á.cuerdo al método de Studier Cl9.73]. El ge.r&:ep·arador se pre~ 
' . : . 

paró con: Sol. de acrilamida 30% (Bio .. Rad, l:abs.) \' ....... Ío.o ml 

Sol. de bisacrflamida 1% (Bio·Rad,Labs) 3,9 ml 

Amortiguador Tris 1.5M, pH 8.7 (Sigma.·¡> ; 
Chemical Co.) ............................. _ .............. . s.1 ml - · 

· Sol,. de sos 20% 

Agua bi des ti lada 

• . . . . ..J . 
~ • ' ¡, • • • • • • ••••• ' • •'. • •Í •••• - .......... . 

' .:. 1 •• 

l ·' 

·············--···')···················· 
( ' J~·-· 

. .. 
o.1srii1':. : _., 

Se desgasific6 la solución d~~ante 10 mtn y se agregó .0.03% de f 

tetrametiletilendiamfna (TEMrD, Bio"rad, Labs.L .0.33% de· per~ul 

fato de amonio (APS, Sigma Chem. 'co.) y se colocó en el molde de ~-

un aparato de electroforesis en placa Bio-R~d, dejando gelificar 

durante 30 min a temperatura ambiente. 

Una vez pol1merizado él gel separador se preparó; el gel con" 

centrador con: Sol. de acrilamida 30% ...............••.•. 1.67ml 
.:i 

Sol. de bisacri1am1da U .......... · ........ 2.6 ml 

Amortiguador Tris 1 M, pH 6.8 ............. 1.25m1 

Sol. de sos 20% 0.05m1 

Agua bidestilad<i .......................... 4,4 ml 
\ . . ;' . '. 

's.e desg~s i fi.~ó "ª. 1 gual" m~~err qU~ .!l ;,géJ S~Pª-~M·~r:,11,Qf~9~n'dó·'' 
. ! ~ . ''· ·.· ,; 1" . ,·,.r·:·· "' ,···:·•·" 

_,, ••• > :( ~ .: : ·• ·-_)_.··, . ::···-·, __ ,..,_ 
" . : ~ ._-. ·,. . . . . 

,, 

.. 
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.:·, .··/::\'·\'.": '_ _.:' :\• : . "' . . . •' · .. 

. Oi.'ó~\~/,iMED•,. 'Q'.;'~S· APS'{l~l,r~n~LAl 1QJ,t eo1110 cahHzadore~ 

·~~ll~i!I·~~,,~r¡if :;!~;1;1:~~tiii'~~;:~~~r:~;::~Qi~r::~~1í·~:¡~¡ f/, 
.. Tri•.)~.:: pH ~.ts , .. o,5 .ml dé·.·,1tcéroh.· :3~)ll>de/~zul, de .. l:!ro111qfe.ii. 

nol, 1

1¡i1·i~.o.h Y, 3,8 ml de águ~· destflada) Úlen¡lndose a· ebul 1 f.; 
- j: :. ~ . 

·-~·q,n'.i,p9r' 3 ndl'.I- .<1.11t:es de a¡>ltear so µ1 .por carril.· Después de 

·.1~:1'f,•rt·1i~•c16n_·.!!e\1a mues,tra se ~olo~s:.eJ. ,(Jt$~ostúvo dentro de la .. ::1 ,\':•.\-.>·.•.· .·.,"•,'· '·,:· ·.·.·<,:';,'- ··:, _•' '..; .. ,.;.;. !,'; .'·.,··;,'···;,_·.:'.·;·,·':c.',;) ·-~-•; .. ··• '.• ·. 

:,::;''íJ~~·:~~-;~1.~:~t~of,orM i,s.,'Jl ena:rldp am~o$ c~m¡ia'rtfmfentos· ccm· bUff'{ 
·:-.·;_;>";:·-<·<.:>{·f.:'::,:_·<·-:., .... \·/: .. '..f.:.·-t( \._.:> .. '~;/:.-'·'.="':_·· .. ···.-"··. -::_-: ... -·:··-,_ - _.;:."_ -·- ... .':_ ... _ .. ' --'.:".:~ _;-. >'- ... :.~,.·., .. '. .· 'i·: 
r:.tri~29Bctn,~ p~t~ .• .3;:~a.9u.~ de Tr;Js,'G1Jc1n~>~.·U~M~ 0.1~ SDS:l:: 

. .-- ': • • ' : ' • .'1 í;.; ": ~ ) : - "" 1 

·· ·;;~i,,~,:~~~o ·~n~ ~~~41 ~fon es de_·~~trt do,: io. mt lfaMp~t"es ·fiafta que él· .·· ·· · 
tófo~'anté 1leg6 a la tona .d~ cQntaéto' e'.~tr~· ei g~l cónten~rador y' 

. . . . , ' 

el sep~rador y poHer1ormente a 40 inA • : se déj6 correr huta que 

·~} .. ,-cot~rante ~.atuvo a 1. _nuli del utnmo lnfertor dél ~el dupuh 

'(.d~·'·apr;~n<tnf.~dant~'1·te· 4 ·hora$ " : 
:· :. ,. __ -.,_:::: ... {::, ':.'"º; .1_· ·-.::·-:·. ;· - .> 

,. <Uná vei có~Óufda la •~orrt da se pas.ó C!l gel a una 
--~···~i~,¡·J.~N.airtt() ~~~t1co:_a9ua {4.!iil:4s} ~~e i?,ollt.•n·-f•·.·O:~i g .. el.a- . 

. ·. ái~lde C~ó~11fe ,h.rq1anteR250 (St9iaa::·c~elli.· Co~) 'lf11t·•nte 24'tis;_:

d9.¡Pl!f~ de las cuales se pu O a s~loci6n de deste~fdo_, (etanol: 

ultico: agYa 45:1:45) cambiando la solucfdn huta' tener un forl'~o 

••'s .o menos chró y que r.e pudieran ver las bandu de protefoas. · · 
' ' F • 

·vn. Especificidad de los ant1cuerpo.s. 

' . 

Mt ·, asf como s
1
u capacfdad de discernir entre el hapténó y ·111 pro-

1 ' • ~ 

téfna acarreadora,' se hh() un an&1hh de anticuerpos·, por me<l.io 



' ' -: ~._, 

\._ 
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··~··: -.-. '(·'- :· .. ;·-- :- ·> .:: 
: ";; .. ;,'; .. · > ~; .. : .. · :: > : :21u{lfo0'ii>: .. : 
~i;',Kiff~~~;~,'t~!~~p',:9.<t u '' ' · •··· ,,, .. ·· .. ·· ...... •.;,.. .. . , ,, 
~;J~'.!d,.·.:.,u~.' ... ·.·.·.· .. r·.··'.·.·.: .•. i ... ".' .•. ~.;Lt·•.• .. " .• e~ .. '._ .. ·• .. td\.,'····ºc,'; .... 

1s·.·~.-.• ,·:·····y···,:.:.•: .. :.~_·_:.:e1.·::···;···:.:.• .. ~s······:·:'e.5.'.:·;··s•.·:··· •. ~.:~ •. e:: ... :.¿1¡01.1~.'s·.'.~.i'.c·u~-.·.~.·,·.· .•.•. ,,ej .. !.·.: •. ·.•~ .. ·.~.;.1.•.~• .. :.

1

_:.vy.·.:_'.11 .. '.;.•.~.':·.tr.\'~q'. .•• u:.'.'.·e{~~~~t~·i~Y~~~if¿•;!~~· 
, _,,. . ow 1• " _ ,. ,.._ "I él'J'f'.~~·~J'~·~·~. ~~l)v~~j .. 

.. 

' 
" 

n~¿t6n df?pend~ l?Sen~talm~nte.'~e 1a mantpu1a~f6_n que se leS:.il~!Ja y .. ·· 

eT ~e~io e'n.~{iud se pongan. a c~eet?r, · Ef crect1¡11ent·o de:Jas d~ 
: ,,·¡ 

H1c Co. (Woodland; Ca,' u.s.A.};·que perm1ti6.el.cr~cimfentó><lei'25' 

~~~ulas d~ mtelom~ por pozo sfb células acompaftantes~ 
. . 

.... '.· En.cada•m.tcroctilttvo· sé tier.en;c1.11co.~p91one$,eit 1as.-:Qt4e se 

,'pu'ed~\enÚ.a tu céful4;,,{, i l fu~to.~. entre' c'lufu .de m1e1~ma ' '' 
,, . '• º· ··;_ .. '/ :• 

, .. '.iq:'.fµsi6~ ·. ~M.re·, cdlu}as dfl :.~llzo ~: 1hJ 1:41 u1 u. d¡a'lllfelom,a.· no' t~J. · 
·'.~~.on.ad.ás. l~·l esp.1enoc.1tos •.. ria.: fus1 onados •. · ·vl fúsian ·e.ntre ·;~g>i~; 

' - ·" • 4' 

· na·~1to;s .y m1é10111a, De todas éstas· po's1~1.H da,des h única. ·1.~portan-' 

te es 1a Oltima ya que 1as otras.s.e elfm1~an"dei ctoJt1vo·p.o.r·:~u · .. 
·, ~ ;} t 

sens1b111dad. a la am1n()pter1na como en el caso de c~lulas de mie .. 

ló'111a. y las fusiones enúe. ellas. o b1en por .. su poca capac1 da_d de 

vhir y IÚ"oltferar en .éond1cionei !.!t v1tro. como sucé,de con las 

e.d°Tlilas'dti bazo i los. t'lfbrfdos1 entré e_11as •. 

Sin embargo, no ·todos lo~ ~fbrt~o~~entre espl~noc~tos i cé1U· 
. . . ' . ' : . ~ 

las de m1eloma pro_d·u~en"el ant1cuer.po especffico, al hacer él ensa .. · 

yo da anticuerpos se sefecc1oriaron únicamente aquéllos pozos que 



... tuvieron:,.:coJqfl1 as· prO~\JC.t!)ras. · 

~er a .JA .~etodolo~·h, PT~drhn JtaC:~rse falsas htierpret~c1ones. y'a, 

... ~ .••. ~ue. ·al;rep¿ftar· :eri'este·,t rabajó•·'el.:100%.· ·de·:fusf6!t•P~drJ~· .. t~~ats e 

••. •· •~~·. ~· 1.~~ •. 5A ~ 4~i, ~ft.1 ... ·~~ x~~fü~:~:~+~!~.rr::~i:;~:~:~~~: .· 
:if~~:;:ii:~~r:~~f ::.t:·:~::?:~·!::~~~:::·.:: .. :::~r ,:;.:~:~~;;.tf ~¡~r· 

en cada' uno' de los pozos de una placa de 2·41
'. 

Ai hacer. el ar¡il1.sh de articuerpos de esto( pozos sSlo ... el 
·.·~.u . tenfa. co1 oni a's .·qwa·.·secreta~a.n -~rit1cuerpos especlftcos,;.~qo.tr:a 

:,.·ar c~~ju"g~do: .. >Mt;.fGH :ira~bTii 2}. ~Q.~me>: se meri,ctÓnó.'c~~. ~"t~~i'ór1;; ·. 
···<:'d'ad~· e1.::llffel'o'me. u.tHitado ~.s.•de1 .t,tpo seáetor• e,iCbte. entonces la 

.•. postb111dad'.de que'. el producto de .1as células de m1e1oma" aún sfn 

.· fust,9na,r' t.uv'iera: réacc16n cruzada con el antf geno t 'haciendo dff1· 
• ' 1 ,. 

c11 la 'íocanuct6n .de colonias P.roductoras del al'itfcuerpo~·. Para 
' 

ev.f·tar esta postb1lldad· se hfzo Un an«1tsfs de ant icuer.pos en el 
~· 4 . " 

· ·.cual .s~ pr~b6 el sobrenadante de las c41ulas de mieloma y c.uYo re· 

sult~do f)Íe negat1vó. 
'." ,,· 

' •" 

. .. ·oe :,1 os dos pozos con colonhs~ prioductoras de ·anti cuerpos se . 

'1ttzo 1.a prt.mera .clorun:Hln en . 288 111.tcrocultivos, de estot en 19.5 



. ::t. 
_.-,r: 

. ,'! 

.1;' 

z 
o 

2a. 9M 807 84.1 
u 
< 

3a~ .960 2~4 30. 6 lit> 
o 

" '··' ;., ' 4a. 960 '660 68.8 u 11' 

TABLA 1 • RESOL TAOOS OBTENIDOS RESPECTO AL C.RECHHEN'tO 
DE COLONIAS HIBRIDAS EN HICROCULTiVOS INDE· 
PENDIENTES. 
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95 1 1 • t' 

·2a· •.. Hl ~ns 

3a .• 94 90, 

4a, 135 11 lt 
.1 ,,¡.,.;...o..1.;..... __ .1,...; _____ ..._ ___ -:-_____ _ 

•' . TABLA. 2, RESULTADOS OBTENIODS AL HACER EL ANALl~IS DE 
ANTICUERPOS CONTRA Mt. 
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i~~·;~:;_·~~. 1" ·:j .. <-.>,,:;..:,?. . ..... / ·. ,'::'.'-.~~:·· .. ',,·. :.: ··<·_'_·/' .. -·: ..... _ \ ' -'.:,-,- ' 

;~J::<e~. de.éfr::~n un. Gi,u·.~ hu~b'·d~~.~,~~~\X~:.:ij~ co·'.~·~n{is én·1as··cua1e~"· :'.,·>':~~ 
~;·j·•.· .. ·.·.'~ /~~\o .·~~-~;>.-.• ~.l~d~;)'.:f,~e.i~.:ó···.nri.~.· .. ·.·.·~.· .. 9. sft~·f.v_.'. .. ~.·.·.· ... •·~,·.· .. :.:.~;i.·,:.1}.:.1.·.··;···~.•.:.~.~.¿n ... '.·.;·º .• ~·:·P·····.·,n ••. • .. Y~~~~.\;~~· É Us ~ ·• :.; X~ .. \; '··< ··''.'·!}.,.:;:Lo,..,, ~;,;;'. 
:'t' ·· , : .. ;~~"'¡~ · .. ~ g •• d. h~ •• , t4~ ~· '\fü~·4· · ,1tso' . :~·i~%;f ,:W12W¡~.·r:2:;;0~ '''1~¡ 

'l1tenh!I det· i.·u ., ~esu1tante .en la prtnlera:clo1lacf6n~ y- d.e e:H.os ·~;, 
ef:. 84.J%:··tuvt~roi1.coJon.ias siendo el BU de elles posttf.vos a . 

la.,·~~µe_b~ .. ~.e · ... E~IsA ...... ~L~·· :er:~~''r.:i .~·cl4nac~.~n. se ..• ñ t.z..; .. ·.~~n.-~: f°:zº:~\:?; · ... ::·.'.~ 
p~s1t f v.1>$ ·$·e1.e.ccfcina lld~ a aquelJos q Ue .d te' ron -.111 .. r~'a~tfi>n.·f\t~s ·.'~()sJ·~· .. :;Y1~ 

······ ····1~~~:.~~:!~~·Gt~t·)::~~:;;·;;'t %!~!~·:~ · •:::ar1:~::f :!~~!~i!!·:{i:•• .·· 
l\Ús y ~.Í : §~. St' d~·· .. estos . ~ecf~t~r,on··_el ·. a'ntl,cu~rpo,·~spe'b'f.fte~.· . ·~· 

En ~'a ;:Juarta clonactón, se eligferon 5 pozos bajo.los.mfs~o~ 
cr1terio!¡'.Clntertores. real izando : 192 ·CUlt'fvOS de' éada· Un<f de 
que ·~hr-~n:e1 58 .. 75% ton co_lontu r 84 .• 4 % posfttv,os iJa, 
E{ts·A .• · 'En.Tá~ fÍ'9.uras: Ay,s .. sérn~eÚran:lll~ g;4.ftéas de1Xh.d~~.;;.·.· 

··•. ro de•-;pozós ~()rl colori.f~s t e.1· ·~e·.'poZ,o,~ póííltf'v,qs,n· 1Mfü~H~,:~·s.~i~;\}. 
--·. '.-.· . 

. . re'spectiv~~ente~ ' 
~;' ' 

·•'. · .. · ... ' ..... ': \.:}<·' ¡.··'. 

Una vez hechas las' cl~na~1.knés se 'se1.eec1(>nJsron' 6. Ún~as ph· 

ra ser expalldtdu como paso prevfo a 1a.'producc16n 'mhh'a.: De .. 

estas · 6 . lfnus_~ sólo dos de eHas la Cl y la· .c3 .·· mo~traron · 

un crec,111lteríto v.1 goroso y fueron hs. que se fntrbdujeron en. 'rató.:. 

. nes sens1b111zados P.reviarnente con acette mineral.·. En.el cáso de·· 
. ' . 

la lf nea Cl se tnyecta ron ... 3, 6 X io6 ftt r;tt domas vtv'os,, mientras 

que en ·e1 euo de ia Hriea C3" se tnt·rodujeron 3 X ~06 • Transl.' 
curr1dos diez dtas de la inoculact6n ~e los hifi~fdom~s. se not6' 

el tumor ascftt~D en los ratones y ya antes de· las tres semanas 

''i. 



.la absorbanc1a a 280 nm observada p~ra la : p'rotefoa purifi:,;. 

cada de 1~ lfno CJ . fue de 4~o9 .Unidades 'de den~i'dad. 6ptica ,. 

· <'{Po.~}, Jn\en:t,r~,'~.'qu_e· para.:la 1J~·.ea . C3_ ·.~~e . dé ... a ~:is~·if O,._ -,·P,ara; 

bate'r J 11 co~ versHn de u~ 1 d~d~!i"; den ti tÓ11h ri.~as a ufl'i d~ des, de . , 

. ~,i)':n~J~'~1ón .. s'é:·~tfli zó Ja. f6~111ulél <para Ig '. l>i1Sada -~~,-j~i 
~ ¡ . ' • • ~ 

cf~n,te:de e~tJn~16n m~far: .Hchteter~ u tl·;. l98Ql: 

Ig (tng/mi} = (Abso.rbancia<a 280 ~in ) (O .8) 

·.de acuerdo ·a 14 c:ua1 de la Hríea ,'Cl se pudo obtenér 6~54 mg 

a.e . I~ · (3,Ú mg/1'111 • vf 11 t .ml: r.. presum11>1~nlente monoclonal y 
la .qriea ca Citó s.04 mg · de _lg (2.·s2:mg/rri1 • Vf 11 i m1 ) •.. 

<AJ ;cC>rrer la elect'rofores1s en ge1 de poÍhcr11am1dt se ob• 

serv6'que .el puri.ficado de la Hnea et muestra {Ftgura 6} 1as 
.·· . . ,,, 
ban¡Jas car.acterhti cas de una I gG , con tres contamfnantes en 
ca.nt1dade$ peq;uenas. El patr6n electrofol"~t1co- de la lfnea C3 

las band~s caractérfstfcas de la banda fgG y 



i' 
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FIG~RA 6. Patr6n electrofor~tfco que se obtuvo con las 
Proteínas purfffcadas del tumor ascftfco para 
la lfna e l. En este caso. adem4s de las ban~ 
d1s correspondientes a las cadenas H y L de 
las Ig. pueden observarse las bandas anódf cas 
de tres contamfnantes en bajas cantfdades, 

36 
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en ei¡te c·as.9 nQ se obseryan cont~111tr.B¡ntu (fl,g'-!rt\ 7L 

~n el '1nmunoensayo ,co111paraÚvo para conocer si 10s antlcu~r..; •· 
. . .. 

. pos eran df r}gtdos contra .~l hapte~o Oftl o bhn contra la pro;..'. . 

. téfna. · acarre~dóra (TGH} • se obs~r~6 que el proventente de la 

lfnea Cl presenta reacc16n positiva cuando .se uttliz6 como an

tfgeno adher1do a la fase s.óltda TGH' no conjugada. fue tncluso 

.m4s intensa que cuando se utilizó como antfgeno adherido a la fa~ 

se ~61ida Mt pura, 

La reacct4n ~e lo• anttcuerpos provententes de 1~ lfnea CJ 

fue totalmente diferente, ya que cuando se utilizó. TGH como an· 
. . . . 

~1 

tfgeno adherifto a la fase s~ltda. est~ fue tan d~b~l que se consi-

de.r6 como negativa mientras que cuando se utilizó Mt adflerida a 

la placa, la reacc1on fue muy tntensa. lo que puso en evidencia 

la afinidad de este anticuerpo para el f\apteno: 



FIGURA 7. Patr6n electrofor§t1co ~. ia~ p~otetnas prdvenl~n~ 
tes del lfquiclo ascftfco purificadó al 50% de satu;. 
raci6n con (NH 4)2so 4 para la lfnea C3. En este 
gel, se observan únicamente las bandas correspon
dientes a las lg una vez que se rompieron los en
laces disulfuro : H y L • 
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o·f s e u s.1 o N 

·· ~.n' tr~fJ~Jos. como el .presente, es<riechuto c(lnoéar el. réndt ... 

liif~nt·oc'qUe se obtiene cOri la metodologfa pirra hacer ,el conjugado, 

"ya que por ejemplo, en este estudio se utiliz6 uri conjugado que"'" 

tenh de 5 ~ 7 ·;moUculas de Mt por moUcula de TGH Este 

t1po de conjugado~ es suffctente para desencadenar una ~uena reac

. cfón inmune en conejos (Forray, com. pers.J , pero que quizá sea 

~oco inm~nogénica en el rat6n. 

El mhodo de tnmunizac16n es tmportante y delle mostrar la 

form' m4~ f4ci1 de obtener tftulos altos de ínticuerpos, solira~todo 

•orqUe esto implica que se tiene un 6uen nOrnero de ~~lulas plasmá

ticas que secretan el anticuerpo especffico, aunque esto no siem

pre· tiene correl~ci6n (Sciebinsky. com. pers.}. De cualquier for-

ma. si se tiene una buena canttdad de c41ulas plasm&ticas que se

creten el anticuerp~ •. las posibilidades de poder "inmortalizarlas" 

es arto, 

Ei<1sten 111«1todos de fnmuntzaci6n tanto l!l..!i!!.2. (Hengartner, 

et ll• • 1970; Borrebaeck, 1983) como i!J. vivo , como el utiliza

do en el presente estudio. La ventaja que ofrecen los sistemas 

.!.!!. .Y..119. es asegurar la esterilidad en la que se desarrollan las 

cl1u1as, sacrificando la ~xposici6n directa al antfgeno que tie~ 

"en las dlulu en un sistema in.~· En ambos casos, el tfh" 

lo que se obtfene es alto (Borrebaeck, 1983) y en nuestro :caso, 

aGn y cuando no se t1tu16 el suero que se obtuvo de los ratones 

utilizados, la so1uc16n de trabajo de este antisuero di6 reacc16n 
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:,;,'.·· ., 
·' . ' . 

La necesidad de tener u'n buen suero para utilizarlo cómo su-

plemento del medto de culttvo se de5e prtncipal~ent~ a que en es~~ 

te tipo de trabajos, se utiltzan denstdades celulares muy bajas 

.aQn y cuando se uttlicen c~lulas acompaftantes, En nuestras manos, 

el suero más eficiente fue, el PCS lote 8557 de Jr Scfentffic 

Corp. per•itien~o el ~rectm~ento de 25 c~lulas de mieloma sin 

c~lulas aco~pa~antés. Para ~lgunos autores. este suero serla con

siderado· como inef1c1ente y que en nuestro r.aso se estarTan traba

jando con cantidades extremadamente altas de c61ulas, por lo que 

nunca podrfa tenerse una colonia en un pozo con lo que las "clona

ciones" que se hicieran con este suero no tendrfan validez. Sin 

embargo. como se discut1rá mh ampliamente en p&rrafos posteriores, 

esto es s61o un punto de vista • 

. En los inicios de la hibrfdac16n celular era importarite q~e 

las c61ulas a fusionar tuvieran receptores para el fus6geno que 

era el vi rus de Sendai, asf pues esta· 1 fnea. prasenta receptores 

para la protefna hemoagluttnante del virus. Esto puede ser impor

tante sobre todo actualmente cuando algunos investigadores est4n 

utilizando protefnas· virales aisladas (Kruse, !l tl·, 1981). El 

utilizar estas podrfa traer ciertas ventajas ya que al emplear fu~ 

s6genos qufmicos 1nespecf f1cos y comparar sus resultados con fusó

genos de cierta especificidad, es posible que aumente el porcenta

je de fus16n debido también a una dismfnucf6n en la toKfcfdad. 

Por otro lado, se ha reportado que los h1brfdomas producen ademSs 

de antfcuer'pos monoclonales partfculas viriles completas, del t1po 

¡ · .. 
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C lWe1ss, 19821, aunque no se ha mostrado que sean activos • 

. Respecto al' PEG como fusógeno, influye desde la marca hasta 

el lote, Exhten reportes (Mercer y Baserga, 1982) en los que se 

in,üéstra que illgünas marcas .. comérclales ~specTHéas brindan mejores 

retultados que otras, de tal manera que 1o primero que se debe ha

cer en trabajos como el presente es pro~ar diferentes marcas y lo-

tes de PEG , 

Otro_ asp~cto, tmportante es el peso molecular de este .fus6ge .. 

no. Mercer y Baserga (1982}, seftalan que mientr~s mayor sea el pe

so:molecular promedio del PEG, sus efectos son m!s t6xicos. En 

ca111.bfo, la ef1ciencfa de la fusión es inversamente proporcional al 

peso molecular del PEG • E~isten m~todos con los que se trata de 

incrementar la eficiencia de fusión como es variar ~1 pH de la 

solución, eliminar los cationes divalentes del.medio (Mercer y Ba

ser.ga, ns2}, emplear ademh dimet11-sulfóxido (Norwood y Ziegler, 

1982), lactinas. (Szoka. et al., 1981), inductores de la diferencia . . -. - -
cl6n y cr1oprotectores (Klebe y Mancuso, 1982; Westerwodt, il !l.·• 
19831 entre los principales. En nuestro caso, el uso del PEG 

1540 de J, T. Baker lote 730355 dió buenos resultados, ya que se 

obtuvo al menos una colonia de células hfbridas en cada uno dé los 

pozos de las placas de fusión. 

La lfnea celular que se utilizó fue la P3X63Ag8 derivada 

de la MOPC-fl (Kohler y Milstein, 1975) dentro de una serie de 

plasmad tomas similares como el NSI-Ag4Íl (Kohler, et ti·, 1976), 

SP2/0-Agl4 (Schulman, il !J_., 1978), P3X63AgB.6 .5 .3 (Kearney, 

et al., 1979}, FO (Fazekas de S~ Groth y Scheid~gger, 1980} 6 --- . 



42 

la Hne.a. del plasmacitoma de rnta FOX-.NY ( Taggart y Samloff, . 

1983l. Exceptc la Oltima, todas las demCs se obtuvierori a partir 

de la lfnea MOPC-21 asf pues, las lineas P3X63Ag8 y NSI-Ag4/l 

foeron las primeras variantesi las P3X63Ag8.G.5.3 y FO= son 
. . . . . ' . 

, deriva das no' secretoras de .• Ig de la P3X63Ag8. y 1 a SP2{0,(Agl4 

es un h.i.bridoma entre c~lulas normales de r.atón Balfl/c y 

F3X63Ag8 que tampoco secreta Ig . 

Se ut111z6 la 11nea P3X63Ag8 en ~ste estudio debido a que 

~ostr6 una velocidad de prol1feractón mayor que la SP2/0~Agl4 

en las condittones que aquf se reportan~ AOn y cuando las ~~lulas 
::1 

del m1e~o~a sécretan IgG1 lr1.K. Kohler y Milstein, 1975), en 

un estudio previo en donde se prob6 la tapacidad de tener reacción 

c.ruzada. ya sea con la proteina o contra la Mt • en el sobrenadan. 

te de los cultivos de mieloma el resultado fue negativo. por lo 

que al efectuar el inmunoensayo, los pozos que mostraron el cambio 

de color ponfan en evtdenc1a las colonias productoras del anti ~ 

cuerpo contra el conjugado. 

Por error. se utilizó el conjugado Mt·TGH como antfgeno 

adherido a la fase s61ida en la ELISA para detectar el antic.uer.; 

po especffico a lo largo del proceso de selecci6n para la poste

rior clonac16n de las células. cuando deb16 haberse utilizado otro 

tipo de protefna acarreadora como la albúmina u otra o b1en utili-

.zar Mt pura. Cuando se utiliz6 Mt adherida. al colocar el so

.~renadante de los pozos en que crecfan 1os hi~r1domas y donde su

puestamente se tenla el anticuerpo, 1os resultados fueron negati-

vos. Existfan dos puntos de vista para la tnterpretac16n de este 

~': .. 
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re!iult~do, El roát evtdente era que no habfa antfcuerpoi¡ es.pecffi.~ . . . 
. . 

cos contra el. conJugado o también que 11\ cantidad de-l anttcue.rpo 

era muy r;·aja que/.aunado a la baja afinidad de este no. pudtera· re:. 
. . . 

conocer al conJ.~~a~o. La, segµl\da opción eudlera se'r la acert¡i.da · . 
. ,, . 

ya (\~e se ha vtsto que-h. producción di anticuerpos monoclonales 

en ststemas tn vftro es bája y requfere dejar que el cultivo 

muera por sobrepoblac1ón para tener.una cantidad mfnima de antt

cuerpo monoespecf flco~ 

En t~rm1nos generales, la.metodologfa utilizada tiene ciertas· 

ventajas ya que además de las célul.as acompañantes que s~ co1ocan · 

con las células bfbridas, la manipula~16n que se h~c~ de ~llas es 

menor con respecto a la técnica ortg1nal, con lo que se red11ce 

dr&sticamente la posibilidad de contamfnaci6n. 

Una metodologfa alternativa que evitaría igualmente la mani~ 

pulación excesiva de los cultiv0s, consistfrfa esencialmente en 

tener a las célUlas hfbridas en volúmenes gr,¡¡ndes, para que al mo

'mento de que fueran sembradas, tuvieran un aporte de nutrientes 

•Uficiente como para poder so.portar su cr.f!cimiento en tiempos re-

latfvamente largos de aproidrnadarnente stete dfas. Sfo embargo, 

podrfa presentarse el problema de tener tan pocas c~lulas que mo

r1rfan por no poder acondicionar el medio de tal manera que se 

'perm1tiera su crecimiento. 

La metodologfa aquf reportada brinda Ta ventaja de asegurar 

la formaci6n de células hfbridas, sin embargo, trae consigo otro 

t1po de problemas que tienen que ver con el rastreo de las clonas 

productoras del anticuerpo especfffco. Si en un s61o pozo se pue~ 
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·.-e t~ner, un gran nilmero d~ colonias y s61o, urias cu.antas son lu 

'roductoras del anticuerpo. ¿cómo poder fdentific,rlu y i>osté• 

r~ . .o·rmente aislarlas para poder asegurar la hómogeÍiéi'dcld del ant'i ... 

. .'ct:terpo?. LCómo dtstingu.ir si la co1onta que presenta ·una mayor ve

.1oc1dad de crecimiento es 1a que est& produciendo el anticuerpo 

especffico? En relac16n a la ident1ficact6n y atslamfento de las 

colonias, el número promedio por cada pozo de fusf6n fue de ctnco, 

con 1o cual la posibilidad de encontrar a la colonia productor~ 

.del anticuerpo era del 20% en cada microcultivo. 

Al hacer el anSlisis de antic.uerpos se encontr6 que sólo d.os 

de los cuarenta y ocho pozos inichles eran los que tenían .células 

productoras del anticuerpo especf'ftco, lo cual allrtó la posibtlidad 

.de aumentar el número de placas y ~or consfgufente el de microcul

tlvos que se podrfan hacer de estos tultivos originales. En la 

i'cn1ca alternativa el alto nGmero de colonias dismfnuye conside

rablemente debido a q~e al momento. de 1~ fusi6n se est4 haciendo 

simulUneamente ona clonaci6n de las células rec1en btb:r.i'dizadas. 

lo cual facilita la detecc16n de las tolonias de 1~terés. 

Para tratar de contestar a la pregunta que se refiere a la 

velocidad de prol1feraci6n de las cflulas productoras del anti~ 

cuerpo especffico, hay autores como Fazekas de St Groth (1980) 

y De Bhs y colaboradores ( 1981), que 1>roponen que las col onhs 

con menor velocidad de pro11feraci6n son las mejores productoras 

d~l anticuerpo. Sin embar~o, es postb1e que estas colonias dada 

su baja celu1aridad, se pierdan por competencia con otras que t~n

gan una velocidad de proliferaci6n .mayor. Esta competencia puede 
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._darse tanto ,a·ntyel de nufr:fentes como de espacio, ya que Ja colo-. 

nh '"lenta" o;upar« un esj>ac1o 111enor en el mismo tiempo cuand.o se 

'e~mpara con la. colonia "rSpfda". 

Ahora bten • cuando te atte.nde. a su metafioHsmo y especffi'Ca

mente a la sfntesis de Ig • supongamos com~ sugteren Fazekas de 

St. Groth (1980} y de Blas. !!, !l~, (.ln1} que las colonias lentas 

son 11 bu'enas 11 productoras de Ig y las colonias rápidas son "regu.

la.res'' O ~ma'laS 11 prod1.11:toras de estas protefnas. En el mismo 1ap-. 

so una 111ala productora de Ig producirá una cantidad de protefna 

iguar ill de i.tna buena productora al ser mayor el número de células 

·que la estin produc1endo. Por ótro lado, a una colonia lenta ten

drl que d4rsele un tiempo mayor para que pueda estabilizarse cromo

s6m1camente. ya que en cada divisi6n celular tender! a perder ero~ 

·· 111osomas. 01,fbtda a que esta pérdida es completamente aleatoria 

· (Ephruu1, 1972},. entre mh tiempo tarde una 1Tnea celular en esta

b111zarsé, aumentar& la probabi11dád de. que pierda tromosomas im-

portantes, cómo s~rfa el caso del cromosoma X en el cual se encuen

tra el gene de la enzima con la que se hace la complementac16n me

tab611ca del hihridoma o bien, aquellos que le dan capacidad de 

secretar y producir Ig como los cromosomas ·2, 12 y 16 (.Taggart 

J Samloff, 1983}. Debido a estas razones. en este estudio se eli

gf6 una có1on1a con alta velocidad de crecimiento sobre aquellas 

en las que esta velocidad era baja, 

El níhllero de tlonac'fones que se hicieron parece exagerado ·ya 

que en la Ucnica original (01 y Kerzen6erg. 1981) se da como nú

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



. 46 

x~;:f: 
~.:'~.:·</. ,' ·,; ... · " 
:,:_.:.¡·. 

'·,\ 
····'\'./,' 
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. 'c16-~ crcillJQs6..mt~~<~e. h 1 fne~'<c:·~1 ula r'y teri.er · u~;.fufto4Q ·que :~a~~~re, · ·· ·; 

¡,¡:r":itif ~:i~::¡:~~;~~~f~:~~~~::;~!~~I~~!~~~::t tir~:~;~~?1f if li~,~iE~~l~ir:1.l1{J! 
·· : :: ••:cúi\!fµero ~_t:tl tz~do, .· · . " .· . ;, . · :.· · · !, ~-.~1\,'.g\;,;:",:-: .. t.~;;)L ;:;$! 
.·· .··-.·-·.··:· .. \> 0;,:~:h~b.1:~.º~l ·qu~'· e.~ 1 os .poz.¿s ~:~.·f'i·As'~~:,·r:~·~·~~f~.k~:i·i~i~;~:~}~~~~ú~'\ft.)~J·~I,~ 

i·~~l n~ poder atshrlas para Úabajar con elhs por:se~lli'ado., al · · 

·momento de bi'cef. la el o!lación se contaba éon tina ~mtieúra'filh o' me~·-· . . . .. .. . , . . -' . . .. ·: ··. ·. ' - . . : ': - '.· ·. . 

.. ·. fros ·he~~l'pgérieM , d:Ei • cél ula.s ¡>rovententes d~: el _on~s/d.ff~ r~frtE!S. 'q~IJ ·:e 

}l.\ff '~o~ft,~.~ rio' '.n•íu~l r 1• j ,: • •· . ·• ··· · · ·· ' i , •. • . 

. · ;,.:: , .. ; :St ~e .. fiub ttra· segutdo.:1 aJl!cntca · o~:1gtna1.. JáF~r·~~.~t>1i,~dád\d.~? · 
".t~~'l~f üna<c~1u1~·pr<>'duc:l(J~a de tg · afslida'.de'. otr,as' n.:.q P'.t<>ciuctq~•'.·; •·· 

> .':«·;.. ¡• .. 

ru er~ mtntma; ~~htfan dos máneras .de aumentar:-Ja p.robab1Hdad 

de t~ner a estas ·células;/ la .prtmer~ constst_h . en aumentar el ·,· . 

. nGÍlle.r'o da m1croéuJtivas con Ú U~~tca ori'g1nai, i~n una cd·lul~ 
., j.' • ···_. 

.· porpozo'o b:ten,,auin~n~ar el-nómero de dlulas'effurinOíti!!fo 
,. 

~naltle demttroculttvo~. 
·1 _¡ • 

~. ' 
': . ;·. 

la' ~r'1mera opct~n h"bHif'a requerido, l\acfor gt;iln 'cantldad do:, 

lllfcr'ocult.iVos para que s61,o ef 20% de ellos e~ cond1cfones 6pti• 

IÍIU contu~iera C~lLilas productoras S tn estar estab~i'l hadas cromo

aOo, con lo cutrl d1smfnui'rh el nOmero· de pozos con 
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. . ' . 

e~lulas productoras del an~iclierpo es~ec:~Hco, EHa o~.ci~n se re.,. 

. chazó por 'su el evado. costo, debid~ a 1 ¡¡ can ti dad de microcu1 tivos 

' y el ttémpi(qúe se requerir~a para la práctica del inmµni)ensayo. 

la segunda opctan resulta mh atractiva delüdo a qué retjüe-. . . 

rfa aumentar úntcamente el numero de clonaciones. Asf pues, se 

colocar.on· 25 c~lulas hftlrtdas en cada uno de los pozos de una 

',placa.de .9.6 y al menos ctnco de ellas provendrfan de la cJona . . 

prod1,1cfora del anttcuerpo especffico con lo cual se aumentó la po-

shtl idad de que 1a lfnea pudtera esta!Hl izarsé cromosómicament~; 
' ' ' . 

ta eftctencta del· ~uero determtná el ttpo de clonación que 

deb"e real tzar!i;e • ya. que la vartactón entre un lote y otro es muy 

a1t~. Ext~ten sueros que permiten una 5aja densidad celular para 

que prosperen estos cultivos, pero tambten se tienen lotes que só

lo permtten <\ue prosperen los cultivos con densidades celulares 

muy altas. E.n el presente estudio, el suero utilizado no fue muy 

~ficiente, permitt6 el crecimiento de 25 células de mieloma como 

~tn1mo. Si se hubiera hecho una clonac16n pur diluci6n limitante 

en la que el nOmero promedio de células por pozo va desde 0,5 

hasta 10 resulta evidente que no hubieran sobrevivido por tra

tarse de h1br1domas que son más frágiles que las células de mie

\oma. C~be aclar~r que se probaron diferentes marcas, lotes y 

t1pos de suero antes de decidirse a utilizar el que se reporta. 

AGn en la metodologfa original para la clonac16n, es poco 

probable poder colocar una sóla cG1uln en cada uno de los pozos 

debido principalmente a la atracci6n electrostática entre ella~. 
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tn nue.stras manos, a puar de 9ue se colotaban Z5 c~.lulas v'lv~~ 

e.n·c,ad~ uno ~e lo.s pozos de°las plaéu de clonaci6n, l.i•rtCa,m~nté: · 

se tenh el crecimfento'de cinco colonias como mfxtm~.'.·oe cual··. 

qúter forina. shmpre se eligieron para clonach1n los pozos con 

menor nOmero de colonias, generalmente en namero de tres, y que 

provenfan de los pozQs m&s pósitivos, siendo por lo tanto equtva~ 

lente nuestra metodologfa, con aquella que se trata dE! manejar en 

otrbs laboratortos. 

E1 sistema de. tnmunoensayo que· s-e uti'ltz6 PU1tde lfacérse cuan .. 

titat1vo o cua11.tatho, de cualquier forma es una medfda.de la COfl;.; 

centract6n del ~nticuerpo (Engva11 y Per1mann, 1972). aunque no 

tiene correlact6n cuando se trata de anttcuerpos con afinidades mi

nores a 6. 3 X 104 M ... 1 (Let'ltonen y Eero1a. 1982}, puede decirse 
. . . 

que tambUn es una medtda de ·la factltda.d con que el antfcuerpo 
·'' 

reconoce al antfgeno. mientras q~e el · radfoinmunoensayo (RIA} 

es una medida de 'la fuerza de la .unf6n del anticuerpo con el antf

geno. Por otro lado el m~todo de ta di«11sis al equilibrio da va

lores absolutos a la concentrac16n del anticuerpo y valores prome

dio a la afi~idad {Lehtonen y Eerola, 1982). Debido a las carac· 
1 

terfstfcas de ELISA y a su senslb111dad. pudiendo detectar desde 

O. 1 a 1 mg/1 en algunos casos (Greener, 1983}, se e11gf6 co· 

mo método de rastreo dé co1on1as productoras del anticuerpo. 

Adem4s. cuando el an811sts de anticuerpo se hfzo mediante la t4c· 

nfca del RlA los resultados fueron negattvos (Forray, com. pers. ~· 

Con el mdtodo de ELISA 0 de las placas de la primera c1ona

c10n el 1,1% de los pozos analizados fueron posttfvo~ lo cual po~ 

",-r 
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drh ser poco'ut1mulante; sin embatg~. este resultado puede eva-• 
• •/",·· < 

:Ju;rs~d'esd.e el pu~to de ~i~t.a' de la estab111zacl6n de ·la lfneá ' 

Ce,,tilar, ya <¡\le .en los Ú1muoo~nsa.yos de lás clonaciones poster1~; 

res el porcen~aje se ~leva considerablemente ~iendo 85l para fa 

segunda clonac1dn, 95.Sl para la tercera y 85.4S para la cuar

ta. 

La d1sminuctan en la cant1dad de pozos postttvos que ~e ob~ 

s-tva entre la tercera y cu•rta clonac1ones podrfa indtcar una 

pfrd1d~· de las c~lulas capaces de secret•r lg • Sin em~argo. la 

• .varhcUn podrh ser explicada por la dHerencia en el número de 

pozos analizados durante los ensayos de anticuerpos ~espectivos 

l Tabla 2). Esta afi'rmactón podrh tnterpretarse como pérdida de 

1e capactdad de proltferac18n de los mtcrocultfvos. En este ca• 

so.a h exp11cac18n que se tienen u la pt1rdida. por mantpulaci6n 

de los mtc~oc~1t1vos ya que durante esta etapa hubo vartas conta~ 
' ' ' 

~tnac1ones siendo las m&s fr~cuentes por hongos ffla$entosos y le· 

YadUl"aS que son los, principales contamtnantes e.n cultivos a largo: 

plazo ~omo los que se reportan aquf. 

Una vez que se 1ogr6 la cuarta clonact6n, habfa dos opciones 

p'ra la producc16n masiva del anticuerpo. siendo una de ellas el 

cultivo!.!!. v1tro (Herbst y Braun, 1981). y la otra, introducir a 

los .~1br1domas en un rat6n (01 y Herzenberg, 1981; Hilste1n, 1901; 

Parham, !! !!·, 1982). Ambas ·o pe 1 ones son dependt entes de 1 a pro-

11 ferac16n celular y si se tomara una 1fnea celular lenta, el pro

ceso de readaptac16n de las c4lulas podrfa ser tan lento que mata

rfa a los h1bridomas, m1entras que el tener u~a lfnea celular r&-
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pida,,, Mdf~ª fac1 H~ar este proeuo ú tal manera que .·el ~eurr,o .... 
llo dfl tumor asdÚco.,, esU m.S~o 111~nos asegurado\ ·se ~l:t,gt~.· 

. , . . . . . , .... •'· .. · ... 

•sh últinia para evftá~ él rtes'gÓ de conta~fnación del cultt~o .r 
poder obtener un tftuh>" alto de estos anticuÚ~os. 

E~tsten diferentes metodologfas para la purtftcación del an· 

ttcuerpo monoclonal $tendo l~s mis utilizada~ l~ precfpttact8n 

con (tfü412so4 que p4ede ir seguida por una columna de afinidad 

(Ot y Herzenfierg, 19.81). pasar el lfqliid(l aséfttcó a travh de 

una colutrna de PrÓtetna A-Sepharosa (Mirro, !!. al., 1981; Escri

bano. tt u .. 19.81; Farl"ands, il !J.., 1982; Seeger, et !l.·. 1982), 

columna de intercamb1o f6n1co {Hunt.~r. tl !.l·, 1982; Parhain, tl al.,. 

1982} • Aunque, extsten estudios en los que se utiliza el lfquido 

ascfttco ltbre de células sin purtftcarlo (Le .Bten y Kershey, ~ 
1 

198.0i Do.ven !! !]_., 1981; Nowihskt, tl. il·, 1981.~ Lindgren. !.t !J:, 
1982¡ Abraham, et al.. 1983¡ Naz, et al., 1983; Sola. et al., -- ~- . --.-
1983). 

Ambos m4todos, present~n ventijas, Asf pues, al pur1ftca~ ~ 

anticuerpo se estin eliminando gran cantidad de proteasas que pue

den restar actividad al anticuerpo por p~rdida protefnas. Sin em

bargo, .durante el proceso de pur1ficaci6n puede alterarse.la es~ 

tructura de las Ig dando por resultado la pErdida de fa act~vi-
" dad aún cuando estiln presentes 1 as protefnas. 

En el presente estudio, se pur1ftcaron los anticuerpos con 

(ñH 4J2so4 s61ido lo que l'>r1nd6 buenos resultados ya que .al cam

b1ar dtrectamente la saturac15n, el grado de pureza es alto como 



.se ·mue~_tra~ e~.--1~~: _él~·~irof~r~s,is ·.de ~~~·as. 1fn.eas·::·,~~·1u(are.s .. QebJ.-~· :•~'·:: 

.. do,, ~uiza·, J_,que .• nQ ~e har.e un· 11 ba)rid.Q":. desde .1~·:'avs~ncNr tot~1., .. Yf!l~ 
.. ··. " . ··r ~~r~ ~ ~ni' \ .• ü~ u+d ¿ . ~ s ~tu·~ '~¿;~ ~~·· dp ·. i.ki ~fri~¡· rf ;i ~~~~~;;¡)y~· yxd 

:_-';\. ,c16.n sa~~rá~a .de la· sal. 1 P~.r ot·~o :.u~o.,,··cu:a.11d~.',s~:.:e!!1R1~ª.'(.,,,,.~·x~.~i:'·.r 
,,::~·:>S·:~·,· ·\.l~ ;;:.~:~' 1·· :.·,=··,'.;· :: .' · -_s':-,~ ;_: ;_~;~.;.· ~'.~:~~: ;-.':,:· -.:;\~~j::,·:.~···::, .. ~ ·. ·-:,·. __ ·.- .::~· \·'.~:}~i· .. ~.;\:·.· !:~ ... ~_~;:.~?.e:;·/:~0'~ ;:_;_~;~?~;_:/~<: ;~:;:.;:·.1~~~·~~~-/-~~~~t:~.:-~r1;J~Uf~'.:,~r_::'··'. ·~ 1 · f '.~~t; .. ;:~~f:::~{·~: 
''"'"'C•/;•··eHn satt,1na·cta ·&s ''üe·vthl .·1mpo·r.tl!ncf·1;''·h"¡tempe·~oatur'11i~·91re· ~)!"·'········ 

·:e':;::· ':!!:~.:~~:.~?;::~~~'¡:TH~~:Jj~~t:11~f f:tt~~~1,¡~~~~;~!~~J!~~~~,~~Kf~·f~~'[Ji~ 
· · des pr~c. i ~Jtle. ya q!Jif 1. e>~ ant. tc4e rpos,:':~.~!'I, s.epa,rª~9~:d'~ptd~Íl!~J'ltt~,;<.<t~\· ,>:,, ·' 

. , ,, .. una .. · IgG ·1éot1Jactlv1 dád ~de: .á nHcue'r.po ~'·: :L'Ad'(111ls :.~14¿;'.fri'f9füii4'Ql6tfl'Rue '''''r/·'· 

·· ··· · ·• :·~·~; ~.d~···· ~~1 ·;~{~¿;··. •i¿ ·••·;.;¡¡~¿¡J~ii~'~i~!N ~;¡ ·~~'..!.; ~; 06 · 1~!!WYJ~)~,'·'t 1"J¡;
1 ,. nea C3 • t~da 1a protein~ p~ese~Ú el p~trón de córr1mtent1f.de: · · ;:; ,, .•'·. . ,-·,, .· ,_._,· ' ··:· 

las Ig;· mie.ot~as que '.,· -· 
. ·, ;_\,\ , _:·:.:;_, 

···.·.· .. l!l~·~~res<,_:'c··: )Y. 

taba 
0

un{<un'16~ pr~feren~faf ~l met~"xfiridol. 't~' pti~ú>í~ razdn(d~ •.... ' ·-

la un16n de los anticµ'erpos proven·f~ntu de i~ lfnea .Cl , puede 

,' sér' el a 1'tó eonte.nldo de residuo s.· de am1.no6c'1 di>s c~n cadenas. lat"é· ,": 

·· - rafes·.·de aínu1.0{1i~o.m~~~¡o¡ ~oe, ffe.ne···.~a· ··ta~·.·,Jlª.,que. se ·n~'.~t~¡>orr; •... 
-.ta'do.'(l'eJ~.une, il ll·'{ 19831 c¡1)e tan s~lo -en: 1in,·pequeno p~p_H.d.~. 

q~fl co~"ésJiond~/~;enu de'1, 1 al 3%\ de )á protl!foa.lota1, se He~" 
15; 3 y:J5 _1 4 .• r(';~ 1 dtios. ~é. amfnc¡Sc.t dos\ a~om4t ic.os p·or 11101 

,. ..... . 



· c'o 'prov~~iente. 'ci{H '·1fnea ·. 03 ·~ue':se ·or>.tu~o ... e.11:.ei · pres'en~e .est~~ 
' . • . . ,•' '' • '· ! •' . ,' 

• ', ' • •• ' :, ' • ·.' : • :. • •• , • ' :. ,• • ·.' ' • • ' • • • ' • • 1 • ' ~: ~·¡ • . ~-·. ' . 

dio n.o es· h éxcepc16n.·;··: deb'fdo, ~·· 1 a co 1 ora(f ~n ~~rde. ·pU:f~o'.'qué 

:~· .,. ·.?1~··0:~·:1ps· .1hmu~;~:~:ns~~fs ···,··1~: .. ·la:~~~{,:~~:la·s:'. c.1on.~·:~'.JÓnes'.Y~ia:1.if~~~l .. ;; 
<de1 pf(>eesó de ·púr1f.fcac16n. aon>cuando no se determind 1li C:ons..: , ".,,.;':¡i 

. Ünte. dé ;4ftllfét~·d·>:·.tfos·:anÚ¿.:~e .. rpo$:~~n~t1ona1és\4ue se.réport~n' .·•..-,}:,1 
,, aqufi pu·eden se~u~tHzado~'. par11 :pur:Útcar ef ~etoxtfndol en co.;, 

' ' '. . . ' ' 

lumnas" de· áfintdad y~ que es posUle.,'r~tfrar 1a· Mt por é1ud6n 
' .' . ' . . " '. 

de' h .columna ~~mritando únicamente· la fuerza 'tontea. I~ualmente. 
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~t s.~ utiHza e.ste an~fcuerpo para la detecci~n del• m~toxÚndol 

~ucuantfftCacf6n, et sistema en el cu11l func:Jona .meJor:es 



' •', e,.º N,c,L·' v.s J o .. N { .s 
',.¡ •:' ; 

·.;\f •• :: .. '.··· .. · .. ·:.··.~e:d·,t ;.n·t·~.·.'e·l···· .. º'~.:~·~:·Re:.J·a .. ;.~cntc·a···;d~.'.'~~~~i~.~~:~·~ .. ~.s.·•·.~·ó'~ó
1

¡
1

l.•on.~.le~':••···~~a• .... · 
> i>f\ Jogrit ólitener .~.os 15ne.as.cel u.1 ares :.sicr:e:~~ras >de 
· ······:·.~w:·~~#~·~ ºee·n:· ·ª·.,:.;~·~ "~)f~~;~.~·.{·~t .. ~·i~KJ· ~·.· •..• ·· .·: .·.~,:.:·:~.":f f :::· .· · · .< :.·.·.·• · 
". ~· ' '.1 ' : ... . • ·.~ :'.--;.< ; ' ·,. ,... >": ¡·,.<"·. 

De 'est'a.s •' ~os~tfri~~s,; u·~a•de:'él:1 as )Ú~e r~.~ ccf 

. •con 1~ Mt.· stencl.omu,Y hJ~ h reacct6rtque ttene 'contra 

se. logrtj obtener. grili'i cantidad de'.11nt1cuerpos y con un 

.~~r'a:g~ d~ pur;za· .• :.~obte. to4ll.·E!P eF,:G~~.~·. de la Jfnea ~~:t, 
.· ..... ;"·:\~o'ce·~s~!!~Jff~a~~:~.n,t,~· la' rH' aari'J•cu·~.l\dó:~ólo fue.de 

.... : a,rcfttco de 1in r.at.8n.·· 
,· .. 

L9s. ant icyeú9\r:q u~/se :q.btllvi (lron pue~en '.s·er. utiJ1.tildqf y~ ·<· 
su para .1a pu~1 fic.~cHri:o Ja: .detecct6n 'y c~~oufica·áan del ··m~¡tt\<i.< : 

xitndo1. La purff1caci:6ri. se puedell~cer.en columnas de afinidad 

y 1~.detecc16n 
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