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RESUMEN

Los cbjetivos en este trabajo son el montaje de un ensayo -~
para la deteccién de anticuerpos monoclonales a la fraccién II del vene-

no del alacrin Centruroides noxius y la preparacidn de hibridomas con -~

especificidad para este mismo antfgeno.

Se montd un radioinmuncensayo en fage :sdlida con una sensi--
bilidad hasta de 1 ng/ml. El montaje de la t@cnica de produccifn de hi-
bridomas se desarrollo obteniendo anticuerpos monoclonales especificos -
para eritrocitos de carnero. Con algunas modificaciones a esta técnica
se lograron preparar 5 hibridomas con especificidad para la fraccidn II

del veneno del alacrén C. noxius.




II. ANTECEDENTES

A} Hibridomas
1. Intxoduccién

Las inmunoglobulinas (o anticuerpos, si son antfgeno especi-
ficas) son una gran familia de proteinas parecidas estructuralmente, se-
cretadas por las c8lulas plasmiticas (etapa final de diferenciacién del
linfocito B). Normalmente estas células se diferencian y se restringen
a la fabricacién de inmunoglobulinas con una sola regifn vL Y VH {varia-
ble de cadena ligera VL y de cadena pesada VH). En un solo organismo, -
pueden desarrollarse varios miles de pares VL - VH diferentes normalmen-
te. Cada c&lula plasmitica diferenciada puede llevar a cabo una limita
da proliferaci6nvclona1. Por lo tanto, ni una sola forma molecular con -
un dnico par VL -VH se encuentra en suero normal en una concentracién -=-

suficientemente alta como para permitir su aislamiento y caracterizacidn

estructural.

Al descubrir que el mieloma mltiple esr mn nooplasma de célu
las productoras de anticuerpo y que cada tumor representa la proliferacidn
de una sola clona de células formadoras de anticuerpo se empezaron a usar
como paraproteina§ de pacientes para estudiar la estructura del anticuer
po. la accesibilidad de un tumor andlego en ratdén que podia ser inducido
experimentalmente y transplantado indefinidamente permitid un abastecimien
to ilimitado de inmunoglobulinas murinas homogéneas. Io cual facilitd --

enormemente el andlisis quimico de las mismas (Potter, 1972).



Inicialmente era cuestionable la relevancia de mielomas y sus
productos para el estudio de la respuesta inmune normal. Actualmente, ~
se ha visto que muchas de las proteinas de mieloma no solamente reaccio-
nan con una variedad de antigenos del medio ambiente sino que también -~
son serolfgicamente idénticas a anticuerpos normales generados en contra
de los mismos antigenos (Potter, 1978). Ademds, ha sido posible generar
in vivo anticuerpos homogéneos en contra de ciertos antigenos, especial-
mente polisaciridos bacterianos (Krause, 1970; Haber, 1970). Las secuen
cias de aminoAcidos de estos anticuerpos y de otros, han sido analiza~-
das y las conclusiones de tales estudios concuerdan con estudios de pro
teinas de mieloma (Cebra et al., 1974; Haber et al., 1977). ILa sinte--
s8is y el ensamblaje de las moléculas de inmunoglobulinas en células de -
nieloma ocurre en forma similar en células plasmiticas normales (Scharff
v Laskov, 1970; Kuehl, 1977; Williamson, 1971). La (nica diferencia re-
producible que se ha encontrado entre células normales y malignas es la
cinética de secrecidn. La cual parece ocurrir mids ripidamente y en for-
ma mis ordenada en células nommales que en c@lulas de mieloma (Helmréich

et al., 1961; Baumal y Scharff, 1973).

Las c&lulas de mieloma murino han sido extremadamente Gtiles
an el estudio de la bioquimica de produccidn de inmunoglobulinas porque
pueden clonarse y mantenerse como lineas de cultivo relativamente homogé
neas y en continuo crecimiento, tanto in vivo come in vitro. (Peltengiil
¥ Sorernson, 1967; Horibala y Harris, 1970; Laskov y Scharff, 1970). Es-
tas lfneas celulares también proveen un modelo experimental para el estu

1io genético de células somiticas. Con relativa facilidad, se pueden =-




obtener variantes|celulares en la produccién de inmunoglobuliras y en la
estructura de las mismas. (Scharff 1974; Margulies et al., 1977). 1In--
clusivé pueden fusionarse células pvroductoras de diferentes tipos de mo-
léculas normales d variantes, para estudiar la interaccién entre genes y
productos génicos (Margulies et al., 1977; Milstein et al, 1977). El -~
sistema de células| de mieloma en cultivo es de hecho inico, en cuanto a
que las variantes relulares pueden volverse a inyectar en ratdn, cientos
de miligramos del producto génico (inmunoglobulinas) pueden purificarse
del suero o del 1iguido de ascitis de los animales recipientes para fi--

nalmente inclusive secuenciar los anticuerpos (Adetugbo et al., 1977:

Francus y Birshtein, 1978).

rema de mieloma ha sido desilusionante como fuente de
anticuerpos monoclonales (antigeno especificos). No ha sido posible in-
. munizar animales y|luego generar mielomas de ratSn productores de anti--
cuerpos en contra del antigeno inmunizante. De miles de tumores de mie~
loma murino inducidos, solamente unos cuantos producen inmunoglobulinas

que reaccionan con lantigenos conacidos (Potter, 1978), Estas paraprotei

nag antigeno-especificas han sido identificadas "por fuerza bruta" em--
pleando una bateria de antigenos potenciales (Cohn, 1967). Tal estrate
g:ia definitivamente no tiene la capacidad de proveer de una fuente de -
anticuerpos homogéneos en contra de una gran variedad de haptenos y de

antigenos de intexés.

En el pasado varios investigadores han intentado sobrepasar
estos obstdculos, transformando poblaciones heterogéneas de células lin

foides inmunizadas pon una variedad de viruses. Este método solo ha -~



tenido &xito coh algunos antigenos, es decir, algunos experimentos han -
dado como resultado lineas celulares de crecimiento continuo y producto-
res de anticuerpos en contra del antfgeno inmunizante. Sin embargo, han
habido algunos &xitos como el de Zurawski et al., (1978), en el que obtu
vieron lineas celulares linfoblastoides hunanas productoras de anticuer-
po en contra de toxina tetdnica. Adn asi, la cantidad de anticuerpo pro

ducida por estas células es generalmente pequefia.

Se hicieron estudios sobre la fusién de lineas celulares de
mieloma murino, con el objeto de conocer mis sobre la requlacidn de la -
expresién de los genes de inmunoglobulinas. La mayoria de los intentos
iniciales de fusionar células de mieloma, utilizaban virus Sendai inacti
vado como fusdgeno para aumentar la baja frecuencia espontinea de obten-
2i6n de hibridos mieloma-mieloma. Esto no funcion6 posiblemente porque
la mayoria, sino todas, las células de mieloma murino no contienen re--
ceptores vara el virus Sendai., Sin embarge, Cotton y Milstein (1973)
fueron capaces de cbtener hibridos entre células de mieloma de ratén y =
de rata utilizando virus Sendai. Estos hibrides seguian produciendo. --
cadenas pesadas y ligeras de ratdn y cadenas ligeras de rata. Subsecuen
temente KShler y Milstein (1975), fueron capaces de aumentar la fre--
cuencia de fusidn entre células de mieloma murino mutante (marcado pox
medio de una droga) y de demostrar la formacidén de hibridos heteroca--
riontes. La frecuencia espontanea de hibridos cra do  alrecdedor de 1 -
en 106 o 107 células y no se incrementd significativamente al agregar --
el virus Sendai, lisolecitina u otros agentes que se habian demostrado,

aumentakan la frecuencia de fusidn entre otros tipos celulares; Sin em-

LI



bargo se obtuvieron hibridos suficientes para analizar la expresién de -
los genes de inmunoqlobulinas. Estos experimentos son felevantes para -
entender el &xito de la técnica de hibridoma, y han demostrado que {1):
Pueden formarse hibridos entre células de mielomas murinos diferentes; -
(2): La expresidn de cadenas polipeptidicas de inmunoglobulinas es codo
minante en los hibridos, es decir, los hibridos contindan sintetizando -
todas las cadenas de immunoglobulinas originalmente producidas por ambas
céiulas padres. La observacién crucial que hay que recalcar es que la -
codominancia de la expresiSn inmunoglobulinica en los hibridos es inde--
pendiente de la clase o subclase a la cual pertenezca la inmunoglobulina
producida por los mielomas padres (Milstein et al., 1977). Afln mds, no
hay sintesis de nuevas inmunoglobulinas (Milstein y K8hlex, 1977) ni de
cadenas hibridas pero si la hay de moléculas de inmunoglobulinas hibri--
das; es declr, moléculas formadas porbcadenas pesadas y/o ligeras sinte—
tizadas por una célula padre y la otra cadena por la otra c&lula padre -
(Maxrgulies et al; 1977). Estas observaciones condujeron a la conclusién
de que la expresién de los genes de immunoglobulinas es, condominante, -
indicando entonces que no estin involucrados represores y/o activadores
solubles en la regulacidn de la expresién de los genes de inmureglobuli-
nas en células de mieloma. Esto se comprueba mis alin, al fusionar una ~
variante de mieloma no productora con una linea productora de inmunoglo-
bulinas y 4l no encontrar una inhibicidn en la produccidn de las mismas.
El nibrido sintetiza la inmunoglobulina del finico padre productor (K8hler
et al.; 1976). Finalmente los experimentos mencionados han demostrado
(3): ‘Que el total del niimero de cromosomas en los hibridos es menor a =

la suma del compleménto paterno, indicando una pérdida cromoscmal. Esto



suele estar asociado a la pérdida de expresifn de una o mis cadenas poli

peptidicas de inmunoglobulinas.
2. Fusién Celular: Agentes y Mecanismos

Al inicio se observd que el mantener suspensiones celulares
mixtas a bajas temperaturas (del orden de 4°C) por una cuantas horas, --
podria por si mismo contribuir a una mayor fusidn entre las células; sin

embargo, en ocasiones el dano celular alcanzaba a ser letal.

El método pricticado enseqguida fue el de promover una fusidn
celular utilizando virus, (Harris et al., lQG%} Este tipo de fusidn es
una respuesta citopitica o citotdxica comiin a infecciones por una gran -
variedad de virus (Poste, 1973). Se han descubierto dos tipos de virus
inductores de este evento. El primer tipo, denominado "fusidén desde -~
adentro” (fusion from within" (FF WI)), se caracéériza por iniciarse en
etapas posteriores al ciclo de replicacidn viral y con dosis moderadas -
de virug. Para lograr la realizacién de este tipo de fusién, es necesa-
ria tanto la replicacién viral intracelular como la sintesis de macromo-
léculas nuevas, virus especificas. E1 seguado tipo, llamado "fusibn des
de afuera" (Fusion from without" (FFWO), ocurre independientemente de la
replicacién del virus y se induce igualmente con virus infectantes (pre;
viamente irradiados) como no infectantes; “FFWO" no requiere de la sinte
sis de material viral o de la célula huésped. Este tipo de fusibn se rea

liza mucho mds radpidamente (horas) que el primero (dias).

El estudio del mecanismo de fusidn celular inducido por vi--

rus se ha basado en el evento tipo FFWO, por su rapidez y sencillez. Los



puaﬁimvhus (Sendai, NDV y SV5) han sido loé. mejor estudiados. En su
envoltura lipidica ze han encontrade dos glicoproteinas principales, una
de mayor peso molecular (69 000 - 76 000) con actividad de neuraminidasa
y de hemaglutinacidn, dencminada glicoproteina “HN" (Scheid et al., 1972;
Scheid y Choppin, 1973, y 1975; Tozawa et al., 1973; Nagai y Kleuk, -
1977) y otxa glicoproteina de bajo peso molecular {53 000 - 56 000) lla-
mada glicoproteina F (de Fusifn) ausente de actividades de neuraminidasa
y hemaglutinacifén e involucrada en fusién celular y en hemSlisis. En —-
1977, Scheid y Choppin demostraron que la glicoprotefna F esta compuesta

de dos polipéptidos unidos por enlaces disulfuro, denominados F. y E‘2 de

1
pesos moleculares 49,000 a 56,000 y de menos de 10,000 a 16,000, respec~--

tivamente.

El empleo de virus Sendai para fusionar c&lulas presenta des
ventajas teSricas y précticas (Lucy, 1977). Hoy dia se utilizan agentes
gg_Imico .‘ El manejo de los segundos es mucho mds sencillo que el del —-
virus; logrando hacer de la fusidn celular un sistema de trabajo de f&--

cil montaje tanto para cientificos como para clinicos.

Para el '1ogro de una fusifn celular se necesitaba una altera
cifn reversible de la estabilidad termodindmica de membranas plasmiticas
adyacentes, de tal forma que la est.abilidad inherente se reduzea lo sufi
ciente como para permitir una interaccién membranal y la fusidn, pero sin
que la perturbacidén seatan grande que ocurra una desintegracidén membra--
nal. Aparentemente no hay una explicacidn iinica al mecanismo de fusidn

membranal. Utilizando varios compuestos guimicos se ha concluido que --

durante la fusidn celular ccurren cambios signlficativos e interesantes




en los lipidos y proteinas de membrana plaémica, en seguida se mencionan

algunos de estos compuestos quimicos.

Ahkong y colaboradores (1973) encontraron alrededor de trein
ta substancias liposolubles inductoras de la formacidn de células multi-
rnucleadas. Los dcidos grasos fusogénicos mis eficientes resultaron ser
los insaturados y de cadena mis larga (por ejemplo, el glicerol mono—okg
to, clB)' Proponiendose entonces, que los Acidos grasos al ser de mayor
longitud tienen un mayor alcance dentro de las membranas plasmiticas ad-
vacentes logrando consecuentemente un aumento membranal de la proporcién
de cadenas de hidrocarburos en estado relativamente ligquido. Es decir,
el papel del glicerol mono-ogato es el deun “fluidizador" de membranas.
Krosower y colaboradores (1975) observaron que el "agente movilizador de
membranas" AZC promueve la fusién de eritrocitos de pollo concluyendo --
gue algunos aumentos en la fluidez membranal local favorecen la fusién -
celular. Con ayuda de estudios hechos con lisofosfatidilcolina, Lucy
(1964 y 1968) propuso la existencia de un equilibrio dindmico entre una
organizacién de lipidos membranales en micelas globulares y en una estruc
tura de una capa bimolecular. .Las células involucradas en una fusidn ne

cegitan teper una rvelativamente alta proporcién de sus moléculas de fos-

folipidos en conformacidn micelar.

Es interesante mencionar que la viabilidad celular de los =-=-
hibridos inducidos por virus Sendai es mayor a la preducida por agentes
cquimicos y se ha encontrado una posible explicacién para ello. En el ==
primer caso se trata de una fusidén localizada, es decir, limitada a la =~

regi6n de la membrana plasmidtica a la cual este adherido el virus o a la



*vecindad" inmediata ai virus. Est; localizacidn pﬁede ser responsable

en parte, de la habilidad viral para fusionar cBlulas sin causar_un dafo
membranal difuso, como ocurre con substancias quimicas. Por lo que se -
propuse intentar localizar la fusién con agex*;tés guinicos por medio de -
liposomas, por ejemplo. En 1972, Ahkong y colaboradores realizaron este
experimento, encontrando efectivamente una mayor viabilidad celular de ~
los hibridos, es decir, una formacién de policariontes estables contenien

do organelos menos danados.

las propiedades fusogénicas no estan limitadas a substancias

liposolubles, se han encontrado también agentes quimicos fusogénicos ---

hidrosolubles, como son los polioles (manitol, etilenclicol y sacarosa).

Entre los mas importantes esta el polimero, poli (etilenglicol) PEG  ~-

t:Maggio et ‘al., 1976; Wallin et al., 1974); dado que es relativamente
poco t8xico, origina una excepcionalmente alta incidencia de fusiSn celu
lar y una amplia gama de células son suceptibles a ser fusionadas por es-
te agente. Ademfis, por medio de PEG se han lograde fusiones celulares -

intra e interespecie (Anné et al., 1976; Schaeffer et al., 1976).

navidson y colegas (1976) encont;aron que para todas las pre
éaraciones de PEG con pesos moleculares entre 4000y 6 000, el pico de --
mayor frecuencié de hibridizacidn celular ocurre con concentracién de -~
PEG de 50 a 55%. Se ha visto gque entre mayor es el peso molecular del -
PEG empleado, mayor es la cantidad de hibridos obtenidos; aunque por --
otro lado también aumenta la toxicidad celular y la dificultad de mani--
pulacidn del polimero {(dado que es mas viscoso). Recomendamos entonces,

el PEG de peso malecular 4 000. (Fazekas, 1980).



Interesantemente se ha observado una preferente fusién entre
*puntas” de procesos celulares elongados (Pontecorvo et al., 1977). Es-
to podria explicar el por qué en monocapas celulares dispersas tratadas
con PEG la proporcién de cé€lulas binucleadas y multinucleadas, encontra-

da tiende a ser mayor que en cultivos confluentes.

El mecanismo de fusidn de fusdgenos hidrosolubles en general

y de PEG en particular no ha side dilucidado, parece ser muy complejo. -
Magglo y colaboradores (1976) sugirieron una induccibn por estas substan
ciag, de cambios estructurales en la fase acuosa ("bulk fase water") ad-
yacente a la superficie membranal (Tanfard, 1961). Esto puede, consecuen
temente, orientar e hidratar los grupos(“"cabezas") polares de los fosfoli
pidos de membrzna, alterar la permeabilidad membranal y modifi-ar la --

orientacidén espacial y la agregaciSn de las proteinas membranales.

1a alteracién de la permeabilidad celular por agentes quimi--
cos da lugar a un hinchamiento celular" Este fenSmeno puede ser por si
‘mismo trascedental para la fusidn celular (Power, 1970). Dado que, por
un ejemplo en protoplastos parece importante la existencia de una suficien
te "profundidad citopldsmica” en el punto de contacto de cada una de las
. células en fusibn, antes de llevarse a cabo este evento. (Power y Cocking,
1971). Alternativamente, el inchamiento celular puede estar, asociado a
una exposicién de fosfolipidos endSgenos y/o lipidos agragados a ciertos
sitios de la superfiéie celular, posiblemente involucrando un desplaza=--

miento lateral de glicoproteinas de membrana. (Ahkong et al., 1973).



El requerimiento de altas concentraciones de PEG para indu=--
cir la fusién de erjitrocitos de poilo, causa un‘encogimiento de las mis~
mas. Esto probablemente refleja un desplazamiento de moléculas de aqua de
las células por este soluto tan altamente hidrofilico. (Pontecorvo, -
1977). Se ha encontr.do también que eritrocitos aglutinados y encogidos
por el efecto del misho compuesto no se fusionan “in situ", requieren de
la eliminacidn del exceso de PEG. Quizad el PEG actua como barrera interce

lular (Maggio et al., 1976).

Por otro lado se le han atribuido al idn Ca++ funciones impor
tantes durante la fusidn celular, entre los cuales estan: (1) El faci-
iitamiento de la fusidén al acercar las células invelucradas. {2) El1 --
reestablecimiento post-fusién de la membrana celular, dado que es capaz
de disminuir la lisis celular ﬁ%{ virus, por ejemplo. (3} La inhibicidn
de la actividad de la enzima AT;;sa Na+/x+ dependiente, que se encuentra
asociada a membrana; dando lugar a la pérdida de Kf citoplésmico (Dunn,
1974) vy a la entrada de agua extracelular, como fue postulado para la -
reaccién acrosémica Caz+ dependiente (Yanagimachi y Usui, 1974), (4) La
'separaciGn de fase en los fosfalipidos de membrana y la agregacién de --
proteinas intramembranales de la superficie citopldsmica, caréadas nega-

tivamente (por ejemplo, spectrina).

Es importante recalcar este (iltimo inciso postulade ya por -
varios lakoratorios. Poste y Allison (1973) proponen que la fusibn quizd
ge lleve a cabo por medio de la interdigitacién de las proteinas membra-
nales agregadas. Aunque las observaciones por microscopia electrdnica -

sugieren que la fusidn celular procede por la entremezcla de los lipidos



.

nembranales después del surgimiento en la bicapa lipidica de &reas li--
tres de proteinas, debidas a la agregqacidn de proteinas membranales -

thkong et al., 1975; Lucy, 1977).
3. Métodos de Seleccidn de Hibridos

103 métodos utilizados para seleccionar hibridos de pobla--
clones celulares formadas por una mezcla de células fusionadas y célu--
las padres, pueden separarse en dos categorias generales: (a) métodos -
ﬁasados en caracteristicas de crecimiento y de moxrfologfa celular, es -~
decir; basados en aspectos del fenotipo celular como son velocidad de -~
crecimiento, inhibicién por contacto intercelular, adhesién a vidrio o a
plastico y sobrevivencia en cultivo "in vitro”; (b) métodos biogquimicos
comc son mutantes auxotréficas (Kao y Puck, 1974), toxicidad por drogas
a saber, resistencia a ouabaina (Mayhew, 1972) y a 8 azoguanina (Little-

Field, 1964).

Frecuentemente se utilizan combinaciones de ambos métodos -~
_ como es el caso de, nl 11amadofsistema de seleccién HAm'hescrito por ==
.Littlefield (1964) . (El medio HAT esta coﬁpuesto del medio de cultivo -
convencional suplementado con hipoxantina (H), aminopterina (a), y timi-
dina (T)). Se pueden obtener lineas celulares condicionalmente letales
vy droga-resistentes, que pueden crecer en el medio de cultivo convencio-
pal pero no en HAT (8 en medios anilogos a &ste). Por ejemplo, células
_ resistentes a purinas anilogas de hipoxantina y guanina (6-mercaptopuri-
na, 6-thioguanina, 8-azoguanina, & B-azahipoxantina) son comunmente de--

ficientes de la enzima hipoxantina; guanina fosforibosiltransferasa --



(HPGRT asa), la cual convierte hipoxantina o guanina en inosina 5'-mono
fosfato o en guanesina 5'-monofosfato. Son por lo tanto incapaces de'~
uéilizar la hipoxantina del medio HAT. (Szybalska y Szybalski, 1962).
Similarmente c€lulas resistentes a anflogos de timidina tales como bromo
deosoxiuridina (BrdU) carecen de timidinacinasa (TC) por 1o que son in-—-—

capaces de utilizar la timidina del medio HAT.

Ambos tipos de lineas celulares droga-resistentes son capa-
ces de crecer en el medic de cultivo convencional por medio de las vias
primarias de sintesis de timidilato y de purinas. Sin embargo, esta --
via es blogqueada por inhibidores de folato reductasa tal como la aminop-
terina. Por lo tanto, en medio HAT HGFRT asa y TC se vuelven enzimas ~-
esenciales para el crecimiento de estas células. Como la ausencia de -~
actividad enzimitica es recesiva a su propia presencia, hibridos celula-
res entre células HGFRTasa TC+ y HGPRT asafk—deben ser fenotipicamente
HG PRT asa’ 'rc+ y por lo tanto son viables. El sistema de seleccidn HAT
tambidn pueden utilizarse con una célula padre HGFRTasa o TC y otra -—
‘célula. Este tipo de semi-seleccién ha sido descrita por Davidson (19€5),
en el cual el padre dtoga-ﬁesistente se cruza con uné célula que se re-—
plica lentamente, es deficiente en cuanto a la formacibn de colonias -~
{(p. ejem. cultivos celulares primarios) o inclusive es incapaz de crecer
"in vitro®. {p. ejem. linfocitos). Esta semi-seleccidn es utilizada -~
frecuentemente borque evita la necesidad de tener marcadores genéticos -~

en ambos tipos de células padres.



4. Produccidn de Hibridomas

Todos los resultades descritos en secclones anteriores dieron
informacién Gtil y fundamental, aunque realmente alcanzaron amplio signi
ficado cuando Kohler y Milstein (1975) fusionaron células en cultivo de
mieloma murino con células normales de bazo de un ratén inmunizado. De-
mostraron asimismo gue algunos de los hibridos resultantes producian an-

ticuerpos homogéneos en contra del antIgeno inmunizante.

Basta con contar con un antigeno suficientemente inmunogéni-
co y una técnica altamente sensible para detectar los anticuerpos especi

ficos para casi poder garantizar la obtencifn de un hibridoma.

Independientemente del antigeno en contra del cual se produz
can los hibridomas, los anticuerpos monoclonales estdn y seguirdn resol-
viendo muchos problemas presentes al utilizar antisueros (o anticuerpos
policlonales), causados bisicamente por los factores que determinan la -
aspecificidad de la respuesta inmune como son:

a) Diferencias genéticas entre la especie de origen del antigeno y

la especie del recipiente.

b} Diferencias en las respuestas inmures entre individuos de la --
misma especie, requladas por factores gendticos y no genéticos

poco conocidos.

Ambos problemas, (@ y b) hacen imposible poder reproducir la --

misma combinacidn de anticuerpos especificos en un animal nuevo.

¢) La purificacidn del antigeno es esencial para no tener titulos

muy bajos de anticuerpos de inter@s, dado que alin cantidades -~



aparentemente insignificantes de impurezas, pueden dar como re-
sultado cantidades significativas de anticuetpos no deseados. =
Con frecuencia ademis, es imposible o muy laborioso purificar -

totalmente el antigeno (Golding, 1980).

Ademds los hibridomas crecen continuamente en cultivo, "in--
mortalizando" un anticuerpo particular y formando tumores al inyectarlos
en ratones singénicos. Una alta concentracidn de anticuerpos homogéneos

{mg/ml) se presenta en el suerc y en el liquido de ascitis de los ratones

recipientes.

Como podrfa anticiparse por estudios realizados con hibridos
mieloma-mieloma, varios problemas té&cnicos deben resolverse antes de po--

der desarrollar el amplio potencial de la tecnologia de hibridomas.

Entre las restricciones encontradas para la produccién de -~
hibridomas a varios niveles, es importante mencionar las siguientes: -

(Potter, 1977):

1) Restricciones celulares

a) Filogenéticas
Entre mis cercanas filogenéticamente sean las células pa=-
dres {mieloma y bazo) que se deseeﬁ fusionar, mayor serd la
proporcidn de c8lulas hibridas producidas. Se han logrado
condiciones &ptimas usando ambas células padres murinas --
{Rohler et al., 1976: 1977) asi como fusionando células de
bazo de ratén con lineas celulares de rata. En cambioc al

fusionar un mieloma murino con c¢&lulas B de conejo, se han




b)

encontrado hibridos capaces de secretar cadenas ligeras de
conejo pero nunca cadenas de inmunoglobulinas completas. Al
fusionar células de ;atén con linfocitos humanos o de rana,
se produjeron aiin menos hibridos, mismos que no presentaron
secrecidén estable alguna de inmunoglobulinas (Hengartner,

1978). La ausencia de expresifn de inmunoglobulinas de co-
nejo, de ser humano o de rana, parece ser debida a una pér-

dida preferencial de cromosomas no-murinos.

Ontogénicas

Se ha visto, gque al fusionar lineas tumorales cercanas onto
genéticamente con la célula normal, los hibridos resultap--
tes son capaces de expresar la funcidn especializada de_las
células normales (Kohler, 1977; Godoby, 1977). Esto parece
ser una restriccidén bastante fuerte dade que las células de
mieloma aparentemente se fusionan mucho mejor con céliulas -
secretoras de anticuerpos gque con células B en otros esta~=-

dilos de diferenciacién. las siguientes reglas deben consi-

‘derarse para optimizar el rescate de las funciones deseadas,

en una funcién: 1) debe enriquecerse-la poblaci6n Jde célu
las normales (pbr estimulacién antigéhicg, por njmplo);\ -
2) Debe escogerse la célula padre tumoral en tal forma gue
exista la mayor cercania ontogénica y filogénica posible ==

con la célula normal especializada.



2) Restricciones moleculares

1os primeros hibridos fueron obtenidos al fgsionar células de -~
mieloma (X63-Ag8), de ratones Balb/c, derivados de la 1finea ce-
lular MOPC 21 (Potter, 1972) que secreta IgGl(K) de especifici-
dad desconocida. Los hibridos resultantes no solo expresan las
cadenas pesadas y 1igeras de las células de bazo, sino también

las cadenas de inmunoglobulinas de mieloma (antigeno inespecifi
cas). Asi mismo se han detectado hibridos que sintetizan molé-
culas hibridas de anticuerpo, pero nunca que sinteticen cadenas

hibridas.

Para superar estas limitaciones moleculares se proponen dos
mecapismos: 1) Aprovech#r la selecciSn esponténez de clonas que expre
sen adenas antigeno-especificas, seleccifn dada por la frecuente pérdi-
da dp cadenas con especificidad desconocida (provenientes del mieloma).
(Kohler, 1976) y 2) utilizar un mieloma mutante que no sintetice cadena
alguna de inmunoglobulina y que por lo tanto al fusionarlas con células
B normales, s6lo se sintéticen.las moléculas con afinidad por un antige-

no. | Como se hace actualmente (Tabla I).



TABIA I

LINEAS CELULARES UTILIZADAS EN LA PROPUCCION DE HIBRIDOMAS

Linea celular Inmunoglobulina producida Referencia
P3-X63 Ag8 1 Kohlexr, 1975
45,6T61.7 2b' Yelton et al., 1978
N51/1-pgd.1 (no secretada) Kohlexr, 1976
P3X63 AgBUl (no secretada) Yelton et al., 1978
Sp2/0-Agl4 Ninguna Shulman et al., 1978
X63-Ag8.653 Ninguna Kearney et al., 1979
Y3-aqgl.2.3 (rata) Gafre et al., 1979

{mieloma de rata)

5. Aplicaciones de los Anticuerpos Monoclonales Antigeno Especificos

Los hibridomas son atractivos reactivos por proveer una fuen
te bien definida de anticuerpos. En algunos casos un anticuerpo monoclo
nal puede ser utilizado al iguél que un antisuero convencional. Pefo -
las diferencias fundamentales entre ambos reactivos hace arriesgado el -‘

suponer que se pueda automfticamente sustituir el uno por el otro.

El antisuero convencional es una mezcla compleja de anticuer
pos de diferentes clases y afinidades en contra de varios determinantes
antigénicos. Debido a la naturaleza compleja y a la dindmica de la res-
puesta inmune, como se dijo anteriormente, ningin antisuero es iqual a -

otro adnque provengan del mismo animal. Estas diferencias estdn refleja



dag tanto en el titulé de anticuerpos como en la habilidad de los anti--
cuerpos de llevar a cabo clertas funciones como son: la fijacidn de com
plemento, la precipitacién y la aglutinacién de antigenos. Los antisue-
ros contienen tantojanticuerpos diferentes que estas actividades se pre-
sentan siempre en mayor ¢ menor grado, Sin embargo, los anticuerpos mo-
noclonales pueden no realizar todas estas funciones. Por ejemplo, en el
caso de una precipitacidn por anticuerpos monoclonales es particularmente
dificil, dado que dependen de un entrecruzamiento de antigenos para for-
mar las "mallas" insolubles. Este problema puede resolverse mezclando -
anticuerpos monoclonales con especificidades para diferentes determinan-
tes antigénicos y asi producir, un reactivo artificial y bien definido de

anticuerpos policlonales.

Es importante recalcar que los anticuerpos monoclonales no -
son necesariamente-monoespecificos. Pueden reaccionar con el determinan
te antigénico de interés y también con otros determinantes con caracte-—
risticas estructurales similares. Tales reacciones cruzadas pueden eli-
minarse del antisuero pero al intentar adsorber los anticuerpos monoclo-
nales, simplemente se elimina todas las moléculas de inmunoglobulinas ya
) éue todas son iguales en cuanto a su afinidad por un determinante. Si -

una reaccidn cruzada es inconveniente deberi producirse otro anticuerpo

monoclonal. Aunque por otro lado, la observacién de una reaccién de es-
te tipo demuestra determinantes compartidos que indican similitudes es--
tructurales. Esta habilidad de examinar las reacciones cruzadas que nor
malmente son adsorbidas del antisuero convencional, es una de las carac-

teristicas mas poderosas del anticuerpe monoclonal. Dichas especificida




des compartidas pueden haber sido altamente congervadas por su importan-
cia estructural y podrian ademds, revelar relaciones funcionales y evolu

tivas entre macromoléculas.

Resulta interesante que cuando algqunos investigadores empe~--
zaron a examinar la unidn de miltiples anticuerpos a un mismo antigeno,
ocurxia un fendmeno interesante. En algunos casos la unidn de un anti--
cuerpo a un sitio antigé@nico incrementaba o disminufa la unibn de un se-
gundo anticuerpo a otro sitio, posiblemente degido a un cambio conforma-
cional inducido por el primer anﬁicuerpo monoclonal, Parece entonces --
gue los anticuerpos son capaces de influir en la antigenicidad de sus -~
blancos. No estd claro, si este fendmeno tiene alglin significado fisio-

l8gico (Howard et al., 1979; Howard et al., 1978).

La produccién de hibridomas se ha aplicado a una gran varie-
dad de antigenos, a saber: (1) virus y otros agentes infecciosos, {2) -
antigenos de histocompatibilidad, (3) antigenos tumorales y de diferen--

clacidn, (4) determinantes antigénicos Gnicos en una amplia variedad de

proteinas, 4cidos nucleicos y azlicares. {Kennett, 1980).

La tecnologfa de hibridomas ha provisto tambi&n un nuevo acer -
camiento al estudio de las cé@lulas formadoras de anticuerpo de células -
8 normales, con el fin de examinar el repertorio de anticuerpos produci-

dos en la respuesta a un estIimulo antigénico.



B. Anticuerpos Monoclonales en contra de Toxinas del Veneno del Alacrin
Centruroides noxius (C. noxius)

1. Introduccidn

a) Generalidades sobre alacranes (Centruoides):
i) Taxonomia y distribucién geografica

los alacranes son artrépodos pertenecientes al orden Scorpionida.
las Especies peligrosas al ser humano pertenecen a la familia Buthidae --

(Shulov y Levy, 1978).

Ia distribucién geogr&fica de las especies dafiinas es como -

sigue: a) 1los alacranes del género AndrSctonug, Leiurus, Buthus, -

Buthotus y Heterometrus se localizan en el Norte de Africa, en Oriente

y en India; b} los del género Centruroides se hallan en la parte Sur de
Estados Unidos de Norteamérica y en el Norte de México; c) los del géne-
ro Tityus se encuentran en Brasil y Trinidad Tobago (Blicherl, 1971; -

&4lozet, 1971).

En h@xico se han descrito principalmente seis especies del -
género Centrurcides {con sus respectivas subespecies), a saber: -
1) €. sculpturatus, 2) C. infamatus, (C.i . infamatus y C.i. ornatus),
3) C. elegans, (C.e. insularig y C. E. elegars, 4) C. limpidu_s_ (c.1.

limpidus ¥ C. 1. tecomanus}, 5) C. su.ffusus (C.s. chiaravigli y C. s.

suffusus), €} C. noxius.

Este trabajo se desarrolla utilizando una fraccifn del -
veneno del alacrén C, noxius por lo que se hablard en mas detalle sobre

esta especie de Centrurcides.



los alacranes C. noxius se encuentran distribuidos geogrifi-

camente en el estado de Nayarit y en el sureste de Sinaloa.

b) Picadura de Alacridn

i) Importancia clinica en México

En México la mortalidad por causa de picadura de alacrén es
importante. los datos estadisticos son reducidos, se reportan tazas me-
dias anuales de defunciones de 700 personas (Bravo-Becherelle y Mazzoti,
1961), de las cuales el 93.5% son nifios menores de nueve afios, siendo ma-

yor el porcentaje entre menor edad tiene la victima.

éin haber datos estadisticos, es de conocimiento comiin la -~
disminucién de la mortalidad por efecto del veneno de alacrdn, por medio
del antfdoto para picadura ge alac;én. Este antidoto se obtiene de la =
sangre de caballos inmunizados por ocho meses con veneno de alacrin. En
otras palabras, la preparacifn es muy laboriosa debido a la baja capaci-
dad antigénica del veneno, (Del Pozo, 1962). Ademds es importante men-
cionar la presencia frecuente en la victima de efectos secundarios a la
aplicaci&h de este antidoto. Entre estos efectos se encuentra la reac--

cibén anafildtica al suero de caballo.

ii) Sintomatologia general y DLSO

La toxicidad del veneno de alacrin varia dependiendo del es-
tado general de la victima (edad, pesc, salud) y de la especie de ala-—-

crln involucrada (Hoffmann, 1938).




El cuadro clfnico debido a una picadura de alacrfin, se pre-
senta regularmente como sigue: hiperestesia y dolor local intenso, en-
tumecimiento de lengua y garganta, hiperirritabilidad seguida de angus-
tia, salivacién ydiaforesis, lagrimeo, midriasic, exoftalmia, fotofobia
y distensién gistrica, pulso arritmico, alta presién arterial, seguido
de los signos opuestos, baja presifn arterial, comvulsiones y contrac--
cién muscular, pardlisis fldcida, problemas respiratorios y/finalmente
la puerte que ocurre por una parilisis respitatgria. Todo este cuadro
clinico se presenta en cuestion de unos cuantos minutos hasta varias —-

horas (Flores, 1963; Balazet, 1971; Zlatkin, 1978).

Esta informacién sobre los efectos tSxicos del veneno de ~—-
alacrén se ha corroborado en laboratorios, emplean principalmente rato-
nes como sistema de trabajo. Ademds se ha encontrado similarmente que
la toxicidad varfa dependiendo entre otras de la ruta de administracidn para

edad (peso), el estado general de salud y de la cepa de ratdn utilizada.

Por otro lado la especie de alacrdn del cual se obtenga el
veneno causa un dafio letal a diferentes concentraciones de veneno, Bre -
vemente, se ha encontrado que la dosis letal media (DLSO) de los vene--
nos de alacrén es de un minimo de 0.25 y de un méximo de 1.25 mg por ki
logramo de peso corporal de ratdn. Los venenos mas tOxicos provienen -

de los alacranes Leiurus quinquestriatds {africano) y Centruroides  --

noxius (mexicano). Los alacranes latinoamericaros en particular presen

tan una DLS0 entre 5 y 27 ug por veinte gramos de peso corporal murino.



=) Veneno de alacrén
i) Importancia ded s estudio del veneno de alacrin

EL complejo efecto tSxico del veneno de alacrén, su importan
cia cifnica y la existencia, de un importante e inclusive necesario el -

estudio de estos venenos.

Desde hace muchos afios se han realizado estudios sobre vene
nos de alacrfn y el interés por ello ha sido altamente recompensado., -~
Mediante el aislamiento, la -caracterizacién y el an8lisis de los efectos
fisioldgicos de estas sustancias tOxicas se esta empezando a dilucidar -
la dinimica entre su estructura y su funcidén. Estan comenzando ya, a -
ser herramientas Gtiles en neurologia dada su especificidad por el siste
ma nervioso. Posteriormente lo serdn también para el estudio filogénico
y taxondmico de los venenos de alacranes intra e interespecie. En lo fu
turo estos estudios proveerdn la informacién necesaria para generar nue-

vos agentes terapéuticos.

i) Composicibén del veneno de alacrén: toxinas

Introduccidn

Desde 1360 (Miranda)se han llevado a cabo anilisis bioquimi-
cos sobre los venenos de alacrdn. (Revisién Dent, 1983). No es sino ==
hasta recientemente que se ha logrado un mejor conocimiento de los vene-
nos de alacrin, gracias a las nuevas t@cnicas de purificacién de protei-

nas.




Hoy dia la purificacién de estos venenos se lleva a cabo por
métodologias similares., Se menciona en detalle la empleada para el ve-~
neno del alacrdn C. noxius (Dent, 1983) dado que es de interés para este
trabajo. El procedimiento de purificacién consiste brevemente en lo si-

guiente:

Se obtiene el veneno por estimulacién eléctrica, se centri--
fuga el producto, se cromatografia el material hidrofilico en filtracidn
en gel {(Sephadex G50). Las fracciones tbxicas {de mayor interés) se de-
terminan administrando ratones y buscando los efectos tdxicos. La(s) =-
fraccifn(es) tdxica(s) se purifican en seguida por intercambio ifnico en
columnas de carboximetilcelulosa o de aminex A-S (Possani et al., 198lc).
Se verifica la pureza de las toxinas por electroforesis en geles de acri

lamida y por secuencia de amino&cidos de la porcidn N-terminal.

lLa estructura primaria de las toxinas se estudia por secuen-
cia de aminoicidos (p.ej. Rochat y col., 1979, Possani et al., 198lb). -
La estn;ctura secundaria y terciaria aungque hay escasos trabajos sobre -
ello, se analiza por dicroismo circular y resonancia magnética (Watters
Ay col., 198l1). (Fontecilla-Camps y col., 1980). La estabilidad de estas -
wolBoulas se determina por ter=" ‘esnaturalizacién y por dispersibn Spti-

ca rotatoria (p. ej. Possani y ml.,' 1981c; Watt y col., 1964}).

Para conocer el sitio activo de las toxinas hasta el momento
se realizan modificaciones qufmicas como son: reduccifn de los puentes
disulfuro; carboxilacién y acetilacidn de grupcs aminoy buscando alteracio
nes en la actividad de las toxinas (Sampieri y Hakersetzer Rockat, 1975;

Chichepartiche y lazdunski, 1970).



La determinacidén de puentes de disulfuro se conoce utilizan
do enzimas proteolitlicas: tripsina, gquimiotripsina, papaina y termoli-

3ina (p. ej., Kopeyan y col., 1974).

iti) oOomposicifn

El veneno deE}{EEiEEestﬁ compuesto por dos fracciones una
toxica y la otra carente de toxicidad. La primera contiene proteinas,
polipéptidos y en menor proporcién, sales inorgdnicas, lipidos, aminod-
cidos libres y nucleStidos. La segunda es hidrofSbica y presenta muco-

proteinas principalmente.

Entre las proteinas se encuentran las enzimas del tipo hia-
lurcnidasa (Alagbn y Possani, 1981}, Fosfolipasa A y B y de proteasa -
(Mohamed y col., 1969), succinato deshidrogenasa {Selvajan y col., 1975)

asi como proteolitica y de fosfodiesterasa (Master y col., 1963).

ies polipéptidos o proteinas de bajo pese molecular forman
la porcidn mis importante del veneno. Son denominadas Toxinas por su
actividad neurotéxica tanto en invertebrados como en vertebrados. Entre
los animales afectados por diferentes toxinas del veneno del mismo o de

diferente especie de alacrén se encuentran los siguientes:

a) Mamiferos: (Goméz y biniz, 1966); Rochat y col., 1970; Garcia
1976; Possani y col., 1978, 1980€ f. 2) j 1977, 1981 (3); Dent

y col., 1980, Alagén y col., 1978).
b) Aves (pollos) (Mcinstoch y Watt, 1973).

c) Insectos {Zlotkin y col., 1971; Babin y col. 1974},

d) Crusticesos (Zlotkin y col., 1972)



Las toxinas de veneno de alacrin son bisicas de peso molecu-
lar alrededor de 7000 daltones con propiedades fisicoquimicas parecidas
entre si. Son compactas y termoestables, conservan su toxicidad al rena
turalizarse (Watt y col., 1964; Possani y col., 198la). Se conocen alre-
dedor de cien toxinas de diferentes especies de alacranes. Estudios so-
bre estructuras primarias de la regifn N-terminal de al menos 38 toxinas

y de la estructura completa de cuando menos 2], muestran lo siquiente:

a) Estan compuestos por un minimo de 36 y un miximo de 70 residuos

de aminoicidos.
b) Presentan un alto contenido de tirosina, lisina y cisteina.

¢) Tienen en general cuatro puentes disulfuro que probablemente sea

lo que les da la propiedad de estabilidad mencionada.

d) Existe una homologia del 50% en la secuencia de aminofcidos de la
porcifn N~terminal de diferentes especies de alacrén. ( Dent, -—-

1983 ),

El encontrar una gran similitud en la estructura primaria de
estas toxinas podria sugerir una relevancia en elsitio activp de las mis -

- mas {Zlotkin y col., 1971).

d) Veneno del alacrén C. noxius
i) Composicién: toxinas

El veneno del alacrin C. noxius presenta una DLSO de 0.26 mg
por Xg de peso corporal de ratdén. Este alacrin se caracteriza por poseer

el veneno de menor DL_, en México y por ser de acci6n ripida e intensa -~

50




(Hoffmann y vargas, 1935; Hoffman, 1938). Es estable, recupera su es--
tructura tridimensional asi como su toxicidad despus de hervirse 90: -

cinco minutos (Possani y col., 198l1).

Este veneno presenta las caracteristicas generales menciona
das anteriormente. Y en forma particular contiene proteinas con activi

dad del tipo hialuronidasa (Dent y col., 1980).

El veneno soluble se ha caracterizado por cromatografia de
de filtracifn en gel en columnas de Sephadex G-50 segquida por dos pasos
de separacifn por intercambio iénico en diferentes sistemas de amortigua
dores. Se obtienen tres fracciones: La fraccidn I presenta actividad
de hialuronidasa, la fraccidn II es t6xica para mamiferos y la fraccién
IIX no lo es. Estudios posteriores demuestran la presencia en este ve-
neno de 15 toxinas, 9 de ellas especificas para mamiferos y una para --

crusticeos (Dent, 1983).

las toxinas mas estudiadas son: II1.9.2.2, IXI-10, II-ll, =~
II-13, IXI-14 (Possani y col. 1980: Dent y col., 1980).. La toxina -
11.1% . denominada Noxlustoxina presenta: como Secuercia de aminodcidos
de la porcién‘N—terminal, Tre-l1le-Ile-Asn-Val: & g1 anﬁiisis de su eg—-
-trucﬁura secundaria y terciaria 11% de su estructura alfa hélica y 22% -

de su estructura beta hélice (Walters y col., 1981).

El mecanismo de accién conocido de algunas de estas toxinas

es como sigue:




II-6 Causa patEliéis reversible en crusticéos

II-11 Actua sobre el canal de potasio de axones de calamar, inhi-
biéndolo en forma reversible e independiente de voltaje. =«

(Caxbone, 1982).

II-10 Bloquea selectiva y reversiblemente el influjo rfpido de so-

dio en axon gigante de calamar. (Carbone y col., 1982).

Por otro lado, la fraccidén II completa (F-II) se ha logrado
destoxificar con glutaraldehide (Possani et al., 1981d). Conejos —
immunizados con el toxoide sobreviven a la inyeccibn de veneno equiva-

lente a 50 veces su valor de DLso'

Ratones tratados con cinco veces la DLSo de FII acoplado a -
anticuerpos de conejo anti-toxoide, puros sobrevivieron. Por lo que -~
Possani y colaboradores sugieren la posibilidad futura de emplear esta
anatdxica como vacurna en contra del veneno de alacrin, dado que intere-
santemente también se encontrd reaccidn cruzada entre los anticuerpos -
anti-toxoide y el veneno de otras esbecies de alacrdn. Aunque la obten
cifn de venerno es laboriosa por lo que quizi se necesite modificar pép-

tidos sintéticos de estas toxinas.




2. Perspectivas de los anticuerpos monoclonales a toxinas de alacrin

Hoy dia gracias a avances tecnolfgicos mencionados se ha po--
dido llegar a conocer la composicién del veneno de alacrdn, a pu;ificat -
las toxinas y a caracterizar su estructura primaria, secundaria y tercia-
ria. Indirectamente también se ha logrado empezar a estudiar el sitio ~-—
activo de estas moléculas, es decir, no se ha purificado esta porcién de
las toxinas pero por medio de modificaciones quimicas o con la ayuda de
anticuerpos policlonales se ha bloqueado la toxicidad de estas mol8&culas.
Como es evidente esto ha sido productos de estudios laboriosos y aln asi

s3iguen incompletos, no se conocen con exactitud este o estos sitios,

Por otro lado los anticuerpos monoclonales tienen precisamen
te la propiedad de interaccionar con un solo determinante antigépico. Y
asto es exactamente el tipo de herramienta requerida para lograr estudios
menos laboriosos y mas .completos sobre él sitio de accién de toxinas. E1
objetivo de este trabajo es precisamente fabricar hibridomas productores
de anticuerpos especificos para toxinas de alacrdn, en parxticular del -

alacrén Centrurcicdes noxius. Una vez teniendo estos hibridomas y por --

ende'eatos anticuerpbs monoespecificos podrin acoplarse a Sepharosa y -~
utilizarse como columnas de afinidad, con ellas se podrd purificar la({s)
toxina(s) de alacrdn en un solo paso. Esta misma columna podrd utilizar
se para determinar homologias en determinantes antigénicus de otras toxi
nas del veneno del mismo alacrdn o de alacranes de diferente especie o -
inclusive de otros organismos, lo cual dard mayor informacidén sobre la =
taxonomia de las misros. Los anticuerpos monoclonales generados podrin

emplearse como herramientas en el estudio de la interaccidn de las dife-



rentes toxinas con células nerviosas realizando estudios de competenci&,
y asi logrando conocer si el determinante antigénico reconocida poi‘éa—
da anticuerpo monoespecifico e¢s importante ¢ no para el efecto téxico —-
sobre la célula blanco. En otras palabras, se podri conocer con fineza

el sitio de accifén de las toxinas. Y sobretodo una vez encontrado el o

los determinantes antigénicos estructurales de este tan perseguido sitio
de accibn, podrd purificarse, secuenciarse y con relativa facilidad sin-
- tetizarse este (o estos) péptido(s) con el objetivo de intentar generar -
una vacuna sintética en contra de la picadura de alacrén. La cual dismi
nuird considerablemente los efectos secundarios causados al administiar

el antidoto anti-picadura de alacrén, empleadb actualmente. Por otro --
lado se podra ;ener en grandes cantidades sin necesidad de depender de -
la limitada fuente de veneno de alacrin, como ocurriria al emplear un =--

toxoide.




MATERIAL Y METODOS

Se enmumeran los procedimientos segquidos para el montaje de -
las técnicas de detecciSn de hibridomas y para la produccién de hibrido-

mas (Fig. 1).

2. Preparacifn de Toxoide

La fraccién II del veneno del alacrdn C. noxius fue purifi-
cada por Dent y cols, por el método reportado (Dent, 1980). Ia polimeri
zacibn de esta fraccidén se lleva a cabo en la forma reportada (Possani,
1981d) . Esta reaccién consiste brevemente en lo siguiente: se incuban -
4 mg/ml de la fraccidn II por cuatro horas a 37°C con agitacién continua,
en una solucifn 0.0263 M de glutaraldehido. La reaccidn se detiene afadien
do 5 ml de glicinamida-HCl1 0.2 M. Por DID se determind el anticuerpo an-

ti-F IX y anti~veneno total en el suero de los animales.

B. Montaje de Métodos de Deteccidn de Hibridomas

Una variedad de ensayos répidos, sencillos y sensibles ‘han‘ -
sido desarrollados para detectar hibridomas (Kenneet et al., 1980). En -
este trabajo se emplea la hemaglutinaci6n para detécér hibx.;idomas en éog_ '
tra de eritrocitos de carnero y el radioinmunoensayo en fase sdlida pa}.'a
revelar hibridomas con especificidad para la fx‘.a’cciién 71 del veneno del - -

alacrn C. noxius.

1. Hemaglutinacién

Técnica reportada por Kenett (1980). Brevemente, consiste -

en lo sigulente: se incuban por una o dos horas 100 pl del scbrenadante



de éada pozo con hibridos en érgcimi.ento con 50 pl de eritrocitos de car |
nero frescos al 1% en PBS {v/v). Se buscan visualmente mallas de hemz-~
glutinacién formadas por la presencia de anticuerpos anti-eritrocitos, o
en su defecto se buscan botones de eritrocitos sedimentados por la ausen

cia de anticuerpos antfgenc especificos.

2. Radioirmunoensayo en Fase SSlida

El radioinmunoensavo en fage sSlida (RIE) fue montado en ~-~
nuestro laboratorio. FPrimerc se hablar8 sobre la preparacidn de log ==
reactivos requeridos y ensegquida sobre el método por €1 cual se realizd

el ensayo.

i) Acoplamiento de la fracecién II del veneno de C. noxius a discos de -

celulosa activados con el bromuro de cianSgenc {CNBr).

Ia activaciSn de discos de papel con CNBR (CesJ;a y Lunwist,
1972; Parikh et al. 1974) se prepara como sigue: Se perforan discos de
6 mm de difimetrv, aproximadamente 2.4 mg por disco, de papel filtro -~
Whatman No. 1. Un gramo de discos se resuspende en 10 ml de hidréxidoe de
sodic (NaOH) 3N, por 15 minutos a temperatura em'&iente. Después de un -
lavado intensivo con agua y por filtracidn, los discos se resuspenden -
en 60 ml de una solucidn de carbonato de sodic 0.1 M, a la que se le --
agrega una solucidn de CNBr (2g) en 2 ml de acetonitrilo. Después de 10
minutos a temperatura ambiente, la suspensidn se filtra y se lava inten~
samente con agua. los discos activados se resuspenden en 20 ml de la -~
fraccidn II del veneno del alacrin (0.02 - 0.05 mg/ml) en un amortigua~-

dor de borato de sodio 25 mM, pH = 9.0, la mezcla se deja agitando len-



- tamente toda la noche, a temperatura ambiente. Tnespnéa de lgva:_qoh él
mi#mo amortiguador de bcrato,de sodio, los discos de‘papel g€ resuspen=w:
c¢en en 20 ml de glicina, 5 mM en él amortiguééor de boratos y se agita -
por 45 minutoa. Finalmente los discos se recuperan lav&ndolos con PBS,
0.1 mq/ml de alblmina bovina. Se almacenan en el mismo amortiguadot a

,4°c hasta ser iutilizados.

i1) Purificacibn de anticuerpos murinos en contra de la fraccibn II del
veneno del alacrin C. noxius.

Se obtuéo el suero ?e la sangre de los ratones Balb/c utili-
rados para la obtenciSn de células de bazo inmunes. Del suero inmune se
purificaron los aaticuerpos anti-FracciSn II por medio del inmunosorben-
te Sefarosa Cl-4B-Fraccifn II, (Fig. 4) misme que se prepard acoplando -

@l veneno a la resina tras de ser &sta activada con bromuro de cianfgenc.

La técnica del acoplamiento de proteinas a Sefarosa Cl-4B ==
por medio del bromuro de cianbgeno, consiste en lo siguiente: 1) se ai
" ‘Juyen 20 ml de resina en 20 ml de agua destilada y‘ée ajusta el pH a il
zon NaOH SM: 2) se agregan 5 gr de CNB:, agitando b4 mantenxendo el pH -
‘cercano a 11 con Na OH SM: 3) una vez estable el pH, se lava . xntensamen
; te la. Sefa:osa con una soluczsn de bxcarhonato de sodio 0. IN, pH 9 0:- -n{:f
;iQQ; Se agreqanis.a mg de fracci&n II Yy se anuba tcda la noche a 4°C con’
;jéqiiaciSR lehtﬁ; 5) Finalmente, se afade glicinamida-HCl 0 My se in—  ‘
cuba por una hora agitando lentamente 6) Se monta la columna y se la~
va primeto con una solucifn cloruroc de sodio 1M ¥y despues se equilibra -

el inmunoahsorhente con el amortiguadoz de elucién {Figura 4). Se. quar-



da 1a columna a 4°C con azide de sodio al 0.02%.

1i1) Obtencifn de inmunoglobulinas de ratén

Se sangran cuando menocs 30 ratones, se obtiene el suero y se

precipita la fracciSn inmunoglobulinica con sulfato de amonio a una con-

centracién final del 40% (v/v)}. Luego se purifican las inmunoglobulinas

‘ por alquno de los siguientes métodos:

(1)

(2

Por intercambio idnico en una columna de DEAE-celulasa (figura

11); para eliminar el contaminante de albﬁmina detectado por -
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (Figura 13}, se rea-
liza una cromatograffa en filtracidn en gel utilizando una colum
na de Sefacril §-200 (Figura 12). Se verifica la pureza de estas
proteinas por electroforesis (Figura 13). Este método recupera -

no solo inmunoglobulina de subclase G (IgG) sino de la subclase

M {IgM).

Por cromatografia de afinidad en una columpa de Sefarosa-protei

na A (Figura 14). Este método keéupera casi exclus;vamente' 196G,

) '\-_..'IgGu e';gGZb. g

v i ) Producci&n Yy punficacién de anticuerpos de conejo en cantra de inmu B

noqlcbulinas de ratﬁn ,

Se inmunizan subcutdneamente conejos, cada quince dfas con -

300 ng de las inmunoglobulinas puras de ratdn, primero en adyuvant.‘e com-

pleto de Freund (ACF} y los refuerzos subsecuentes aislando el antig'eno :




&n &dyuvante incoﬁpleto de Freund (AIF). Cada semanabse'extraen 20 ml éé
sahgre de estos conejos, se obtiene el suero y se determina por‘ dobieih-—
runodifusidn la presencia de anticuefpos especificos (Fig. l6a). Se puri-
fican estos anticuerpos por cromatografia de afinidad en Sefarosa Cl-4B -
(20 ml) a la cual previamente se le acoplan 8 mg de las inmunoglobulinés

de ratén puras (método descrito para Sefarosa-FII), (Fig. 15). Finalmen-
te se verifica la bresencia de actividad en los anticuerpos puros por do-

bleinmuncdifusién (Fig. 16b).

v) Iodinacién de los anticuerpos de conejo anti-inmunoglobulinas de ra-
rdn por el método de Cloramina T

1og anticuerpos puros de conejo anti—inmunoqlobulinés de ra--
6n se iodan siguiendo el método de Hunter y Greenwood (1962). En forma
resumida, se mezclan 100 pg de proteina en PBS pH 7.4 con 1 mCi del radio

is8topo 125

I (neutralizade con 0.1N HCl) y con 20 pl de clo:;amina T -

{1 mg/ml}. Se incuba a temperatura ambiente 2 a 4 miputos. Se afladen en
seguida‘ 20 ul de metabisulfito de sodio {2 mg/ml) y se deja la reaccibn -
sin agitar por 2 m.inutos a temperatura ambiente; finalmente, se ahaden --
. 20 ul de upa solucibn de iocduro de potasio de 5 x 107°m, - El iodo iibre ¥ ‘
“las ‘proteinas iodinédas’ se separan‘ por filt;acién eh «I;él' en ﬁna coluﬁ;ﬁé -
g “de._skaph-aéex-sés, | (Fig. 17) . 1a ac't.‘tvid‘ad» e.spé:’cifi‘c':a ‘iésultar‘{té\fru&‘.dé —

4.4 x 10° cpm por uq de §mtéina.
b) Procedimiento del RIE en fase sé1lida (discos de celulosa)

Se probaron diferentes condiciones experimentales (ver ressl-

tados). Las condiciones Sptimas obtenidas y por lo tanto empleadas para



el ensayo de los sohrehéd_antea__ de los hfbridos en cultivo son las siguien

 tes:

(1) De utilizarse placas de polivinilo (PVC) de policarbonato, se in

cuban con 100 pl de FII (100 pg/ml) por 12 hr 4°C.

(2) Se incuban por una hora a 37°C, cada disco de celuloga~FIX con un
mililitro de BSA (albinina bovina) al 1% en PBS (p/v). Ensegui-
da, se lavan los discos dos o tres veces con PBS complementado ~-

con BSA al 0.1% y TWEEN 80 al 0,05%,

(3) Se agregan 50 pl de ‘anticuerpos policlonales (10 000, 1000, 100,
10 pg/ml) como control positivo o 50 pl de sobrenadante del hibri

do en cultivo,

.(4) Se incuba de 15 a 30 minutos a 37°C agitando lentamente. Al uti-
lizar placas de FVC o policarbonato se incuba por 2 horas a tempe
ratﬁza ambiente‘é 4 horas a 4°C. Se lava diez veces con PBS con-
teniendo 0.1% BSA y 0.05% TWEEN Aeo.

1251 anticuerpos de conejo anti-inmu-

(5) Sa aﬂaden 50 pl por pozo de
noglobulinas de ratén. (20 000 cpm). Se incuba una hora a 37°C °

_ .c6n7égitac16n.ien£a. Al utilizar placas se incuba 12 hrs a 4°C.

sé‘eliﬁiha el exceso de anticuerpo, lavando con el amortiguadotﬁ-
mencionado en el paso anterior.

(6) Se cuentan los discos de papel en un contador Y , por un minuto
cada muestra {cpm). Al emplear placas se corta cada pozo y se -
mide de la misma manera o se realiza autoradjograffa de toda la

placa simultfneamente.



€. Produccibn de Hibridomas

‘1. - Hibridizacién

En nuestro laborato:io‘aéi como en otros (Melchers, 1978) se

-han explorado varios éarémeths téénicos con el fin de incrementar el nd
mero de hibridos producidos por fusidn celular. Entre los parimetros --
ensayados incluimos: 1) Diferentes‘esquemas de inmunizacién (Kennett,
1980) ; e hiperinmunizacidn (Stahli, 1980); 2) Varias lineas’celuléres -
de mielomas murinos (Ver Tabla I), 3) Diferentes proporciones de célu-
las de bazo a células de mieloma {(l:1, 2:1, 5:l y 10:1) recomendadas --
por el Dr. Fazekas (1980), 5) Polietilenglicol de varios pesos molecula-
res, 1000, 1500 y 4000 y de diferentes concentraciones, 35% y 50% en --
DNEM'(V/V): 6) Dos diferentes érotocolos Qe fusidn: el de Kohler (1975)’
y €l de Kennett (1980). Muchas combinacionesbde estas variables logran
‘una buena produccién de hibridomas‘pEro niﬁgﬁﬁa parece ser ;otoriamente'n .
supériqr a las demis, Aungue parece importante para méjdfa: la reprodu=~

_ cibilidéd del experiﬁento seléccionar dﬁ lote'de-PEG’Y de sueid fetal --
.?:bovino que loqren una buena eficiencia de produccién de hxbridos. La‘—~ 
) bazrera de 1ncremento del numero de hibridos obtenidos parece est#r a - fl"

‘nival bxoléqico mis que a nlvel tecnico.

Ca) Preparaciéh de reactivos
“:i). celulas de bazo

Las células de bazo se excraen'de ratones BALB/c inmunizadoé
'con eritrocitOS de carnero © con toxoide de la fraccion II del venenc ==

del alacréin C, noxius. El esquema de 1nmunxzacion ciertamente depende -




‘del antigeno empleado. En el caso de eritrocitos de carnero se inyect#n )
'.',,_rabones BALB/c interaperimnealmente (i.p ) con 200 p]. de una solucién -
de eritrocitos al 1% (v/v} ‘en PBS. ‘Dos semanas despuds y 1uego treS‘dias
'antgskde llevar a cabo la fusién, sa da un refuerzo con la misma canti--
dad de‘antigeno. La inmunizacién de ratones con toxoide se realiza in--
’ 'yegtando i.p. con 200 ng del antfgeno aislado en 209 pl de adyuvante com
pleto de Freund (Acf). Dos sémanas'més tarde la misma cantidad de antf-
géno en adyuvante incompleto de Freund RIC) y dos refuerzos (i.p.) mis -
~cada quince dias con el antigeno disuelto en PBS. la dltima inmunizacidn
| se da a 3 § 4 dfas antes del dfa de la fusiSn. Stahli (1980) recomienda
el utilizar una hiperinmunizaciﬁn, es decir, inmunizar intraperitonealmen
te o hasta xntxaveqosamw“;=\1cs‘diés sels, cincb y cuatro antes de la fu~
8ién. En nuestro laboratocrio no- se encontrd una mejoria en nuestros re--

sultados por lo que seguimos empleandé el primer método mencionado.

ii) Células de mieloma

Se decidié utilxzar células SP-2/0 Ag—14, dado que o, sinte-

k f.tizan inmunoglobulinas (Shulman, et al., 1978) Las células de mieloma _

'*wf,murino SP-Z/O Ag-14 se cultivan a. una concentraci&n de 2 x 105 cglulqs -

';:por mililitxo, alimenténdolas cada tercer dIa.. Una semana antes de la -

B fuaién se" alimentan diariamente. El dia de. la fusiSn e lavan 10 cé1u~ R

‘filas totales, dos veces en medio DMEM.
$i1) C&lulas alimentadoras .

LPs*timoCiéos de ratén BALB/c parecen dat'buénos‘ieau1£adosg

. Se‘sangran diez ratones BALB/c‘de 4aé semanas de edad y se les gxt;ae'




el t;mb. Se disgregan los timos'y'sg lavan las células dos veces con --
medio DMEM, centrifugando a 100 G pof 10 min. Finalmente se ajustan a -
una . concentracién de 2 x 10° células por mililitro con medio DMEM suple-

mentado con HAT.

b) Procedimiento de la hibridizacién

Se siquib el protocolo descrito por gl Dr. Kennett (1980).

En el cual brevemente, se realiza lo siguiente: .1) Se centrifugan june--
tas vy a baja velocidad (800 rpm) las células Sp-2 con las células de ba-
z0, (en una proporcidn de 1 a 10). 2) Se agrega gota a gota y lentamen
te. en el transcurso de un minuto, un mililitro de PEG de peso molecular
1000 y al 50%, en medio DMEM. 3) Se incuba la mezcla celularbtratada,
oon égitaci6n lenta en un bafio maria a 37°C. 4) Se diluye Lentamente -
esta mezcla celular con un medio DMEM agregando un mililitro en el pri--
mer minuto, cuantro mililitros en el segundo y otros cuatro en el tercer
minuto. 5) Se’centrifngan las células a 50 G durante un minuto. 6) --
Se resuspende el gedimento y se le agrega‘medig de cultivq HAT. El me--=
‘ :lio m\;r se prepaf;v' compieméntarido. el méd;o DMEM con 13.6 Pg/mi de h‘i'éé_-.
_,k;ﬁtiﬁa,ka.ﬁ ug/ml_dé'Timidina:y 0.18 pg/ml- de aminpptérina.- 7 $e;;-¥
s#embrén las células en placas de cultivo,_colb;dﬁ&o 2 ﬁl_pot pozé de la
»ﬁezcla celﬁlar en.placas‘de 24 pozos o bien 206 pl por poio énbélacas dé‘
96 pozos; Con las éégundas se logrd un mejor crecimiento e inclusive
dado el menor nfimero de células.por pozo, la competenéia ceiular por el

sustrato y posible pérdida de hibridos deseados fue menor.




2. Seleccisn de Hibridos

Las c8lulas hibridas se seleccionan afiadiendo medio HAT como
se menciond en la introduccidn. Las células de mieloma mueren a los 3 6
5 dfas de realizar la fusifn celular. Las células B no fusionadas no =-

crecen.

Siete a diez dias después de la fugidn, si se observan clo--
nas celulares bajo el microscoplo invertido (Figura 22), se alimentan --

con medio HAT conteniendo timocitos frescos (2 x ll.)6 células/ml).

3. Seleccidn de Hibridomas

Cuando se opsexve un crecimiento celular de las clonas tal -
que se acidifique el medio de cultivo (aproximadamente 14 a 18 ﬁias post-

-fusifn), se analizan los sobrenadantes. Es decir, Se toma una muestra de

50 pl de cada pozo con suficiente crecimiento celular Yy se det:emma la -

presancia de anticuerpos ‘especificos al antigeno deseado. En el casn par ',

: ‘ticulat de este trabajo, se utilizé la hmglutinaciﬁn y el RIE para de—- R

. tectar anticuerpos n\omclnnelas anti—e:itxocitos de. cax:nem y anti-E‘II --'

' : respectivamentc.

" Es impormte realiza: la seleccién lo mis zépidamence posi-'-". :
ble para evitar ol sobrecrecimiento de hibridos no deseados Y una pos:.ble‘
V -,elecciGn de estos, petdi‘endo los deseados. Tambidn debe cambiax:se el me-
dio de cultivo; v;.)ara elminat la posibjlidad de tener en el sobrena&ante
célulir anticuerpos especificbs al antigeno de interfs, secretado por cé-
lulag B no fusionadas, Por Gltiin es recomendable tomar la muestra una - _

vez que se acidifique el medio de cultivo, es decir, una vez que haya un




buen creciniento celular y.probablemente una mayor concentracién de anti ..

cuerpos monoclonales.

4. . Clonacién Celular

La clonacién celular se lleva a cabo en agar suave (Civin y“
Banqﬁerigo, 1983) o por diluéic’m lﬁimda (Kennett, 1980). En este tra;-
" bajo en particular se utilizé el segundo xﬂétodo. Este consiste brevemen
te en lo siguiente: se realiza una diluci.én limitada de la suspensibn -
de hibridos “positivos" sembrando placas de 96 pozos.con 10, 5, 2.56 1
célula por pozo en diferentes placas con. medio HT. El medio HT correspon

de al medio HAT sin aminopterina.

Una vez gque crezcan las clonas originarias de pozos "positi-
vos" se reseleccionan. Es decir se determina de nuevo la presencia de -
anticuerpos especificos al antigenc deseado, para asegurar que sean tan-

~ to estables como deseables. Es fxecuente el surgimiento de variantes —-°

celulares debidas probablenente a una segregac’iBn“ cromosomal V(Kohlez",i” -

- . 1980; Willians, 1977).




' RESULTADOS -

A, thﬁizaciGn del RIE en Fase 56lida

Se. salecciond el radioinnmnoensayé para detectar los anti--
cuerpos monoclonales a la Fraccién II, Ipor ser un método reportado que
ofrece simult&neamente especiﬂcléﬁd,‘ sensibilidad, precisién y flcil --

bmanejo para la microdeterminacifn de proteinas especificas en mezclas —-

no fraccionadas.

Se montd primero el RIE en fase sfiida antes de fabricar los
hibridomas deseados, Enseguida, se presentan los resuli;ados obte}nidos -
. al variar las condiciones de.reaccifn de cada uno de los compone‘ntes' del

ensayo con el objeto de optimizar el RIE en fase s6lida,

- 1'. Acoplamento de la Fraccién II del Venesio del Alacrén c. noxius a la
Fase 5511:1&

Inicialmente se monto el RIE ac:cplando la. FII a placas de -

. ;vpolivinilo (PVC) por simple incubaci&n. Dada la elaborada preparaaiﬁn -—_‘ ‘

; f_-};'del anﬁgeno. probar concentxaciones menores, buscando evidentemente el ,

lno reducir la sensibilidad del mismo . Como se observa en la Eigura 2 -

B co::centzaciones de 1& !‘II de 0. 73 pg/ml bastan para saturar la fase séli

da, el nﬁznem de cpm retenidas por pozo es el mismo que al utilizar .con=_ . -

: centraciones de antfgeno de hasta 1000 pg/ml.

' éér*_razdngs aiin desconocidas el RIE en placas de PVC dejl-de

‘funcionar, los controles positivo (suero inmune) y negativos: (suerc nor-




nal'y ausencia de suero alguno) presentarcn practicamente e1 mismo nume— L

X0 . de opm retenidas por pozo.' Después de. verifzcar la presencia de acti o

vidad en el primer y en el segundo anticuerpo se concluyo que el proble- '
ra se encontraba en el acoplamiento de la FII a la fase s6lida (datos no
‘presentados) Un acercamiento a esté posibilidad‘se logrd induhandé FII

iodada (Fig. 3) a placas de PVC. Efebtivamente‘el acoplamiento era in--
significante {(datos no presentadoé). Se intentS incrementar este acopla

miento con las siguientes modificaciones:

a) Deshidratando el antIgeno sobre la fase s6lida.

b) Disminuyendo el pH del amorﬁiguador, solvente del antigeno busg--

cando aumentar los enlaces idnicos de éste con la fase sélida.

¢) Se bajo’la fuerza iénica de los amortiguadores empleados para eli
minar el exceso de FII de la placa, temiendo el estar desplazando
proteina ya acoplada a la fase s6lida.

d) ' E inclusive se dtilizG‘FIlfieéien putifiaada‘para.desc&rtar 18w

- posibilidad de -estar trabajandd con proteinas dafiadas con propie-

- dades fisicoquimiéas difefenteé a‘las origiﬁh;es.

- Pox otro 1adc exxstia 1a posibilidad de una variaclﬁn en 1asv"x'

s

”fﬂpropiedades ‘de las placas mismas. de un lote a otro. Se utilizaron en——J’i“

’tonces placas de policarbonato. las cuales se describe poseen una super~

‘_ficie part1cu1armente homogenea Y constante de placa a placa. Ninguna--, L

.de estas mcdificaciones lograron siquiera reproducir el acoplamiento de

FIL a placas de PVC obtenido origxnalmente.




7). "; :, .

Para evitar estos problemas se decidid utilizar un met:odo dei’_

acoplamienbo mas establa Yy conocido en nuestro laboratorio. Se eliglej—-

ron discos de celulosa activados por bromurn da cianﬁgeno. Por este mé-
todo se habfa logrado rspetidamente un buen acoplamiento de la fraccifn

IT a sefarosa 4B-Cl. (Fig. 4). A continuacidn se presen&an los resulta-

" dos obtenidos con esta nueva fase sdlida. Se presentan también los re-~—

sultados obtenidos originalmente con placas de PVC dado que proveen in-=

formacidn sobre los demfis componentes del RIE.

2. Primer Anticuerpo: Anticuerpos de Ratén anti-FII

Para montar el RIE se utilizaron anticuerpos policlonales --

anti-FIX (anf_isueros) obtenidos de ratones hiperimmunizados con toxoide.

~ Se demostr§ la presencia de estos anﬁicuerpos por dobleinmunodifusién -~

: (Fig. 5). ‘En placas de PVC se encuentra que hasta un .f:itulo del suero -

‘ _inmune de J. a 1280 se observa 10 vecss mayor acoplamwnto de cpm que con
o ' suero mrmal (contml negat:ivo) y la reacci6n J.nespecifica total del en~ :
:,sayo fue depxeciable. Resultados determinados gx); autoradiografm (;-‘ig_.

 '_ G) Y en fom cuantitativa ut:i.lizando un contador de radiaciones (Eig. o

[

i

' Para lograr un _t.‘onqcinﬂ‘entq‘fxﬁ_s' exacto- de la sensibilidad ==

' del'.RIB s'e'utilizaron anticuerpos policlonales anti-FII puros (Fig. 4)

Como muestra la figura 8, utilizando placas de P’VC se tiene una sensibx-

. f,lidad de ;o pg/ml. En cambio en discos de celulosa se obtiene una sen-- ‘

aibilidaa q&é; veces mayor, de l';xg/ml. (Fig. 9).




Cbh la intenci6h dé iﬁérementar la sensibilidad del énsayo -
sa realizaran txempos de incubac:én del antigeno acoplado a discos de ce
lulosa con los anticuerpos anti-FII puros (Fig. 10) Como se observa -=-
loa resultados fueron casi identxcos, es dGCII,‘la sensibilidad continuo

siendo de 1 jag/ml.

3. 1251 Segundo Anticuerpo: Anticuerpos de Conejo Anti-Inmunaglobuli;n

nas de Ratén, Iodados

Como herramienta de detecciSn del complejo antIgeno-anticﬁ§£
po mencionade anteriormerte se utilizaron anticuerpos de conejo especifi
cos para inmunoglobulinas de ratén, pufificadas (figuras 11 a 16) e io-
’dinédos (Figura 17). Se iodinaron estas protefinas por el método de Clo-
ramina-m, en lugar de IODOGEN (metodologia no presentada) dado que se -~
cbtuvo una actividad especfflca de 4.4 x 105 y 2 6 x 10 cpm por pg de ~

' protefna, respectivamente

Como se observa en las figuras 2, 6, 7 y 8 tan solo el 20 —“‘ B
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de las cpn de I sequndo anticuerpo, anadidas permanecian en las pla--.q;f,"w'

»‘cas de PVC al final del ensayo.‘ Por ello parecia evxdente que se estab&]
‘l'utxli;gndo un gran exceso del segundo anticuerpo. La figura_le mgesgra f
lds’resuitados de aplicar heh@res concentraciones de @ste. A medidé’qug
se disﬁinuyen la concentracién de cpm aqrégadas_bajan tambiéﬁ el nﬁmero
de cpm :gmahentes en la fase sél;da al final_del ensayo; acopléindose --
siempre y Unicamente airededor de 15 al 20% de las cuentas éotales. - Por :

ende, para determinar si se estaba saturando lo suficienteé el sistema -~




‘érh necesario ;Jrobgr foéhce‘ntr'aciones mayores del segqundé anticuerpo, pero

sobretodo aigitaz la fase s6lida durante la incubacién.

Al tener que cambiar de fase sGlida, por los problemas men--
cionados Yy esooger discos de celulesa en los que probablemente se tenia
una mayor cantidad de antfgeno acoplado y por tanto de primer anticuerpo,
parecia importante probar concentraciones mayores‘del sequndo anticuerpeo.
También se disminuyd el tiempo de incubacidn con el segundo anticuerpo -~
(de 12 hrs a 4°C a 1 hr a 37°C) para evitar un incremento en la ;eaccién
inespecffica debido al aumento en la concentracifn de ésta proteina. Evi
dentemente se mantuvo una agitacifn constante a lo largo de toda la inc_i_z_
bacién. En 1;—1 .fj..gura‘ 19 se presentari los resultados. Al igual que en -
los experimentos mencionados en lasg Becciones‘ anteriores al disminuir la
concentracién de anticuerpos anti~FII disminuye el acoplamiento del se~--
gundo anticuerpo, 1o cual corrxobora la presencia en el segundo de activi

: dad antidrﬁmnpglobulinas de ratén. Ahora el incremento de ocho veces - ’
la. c'ohcentr.ﬁéi&n de cpm apliéadas aumentazon cpmbabsolut:és retenidas, --
: fipato la sensibilidad del ensayo permanecié iqual de 1 pg/ml. I'.a’ reacciﬁ'n _
| ”inespecffica se mantuvo irmignificante.. 'mdo ello 1ndica qué el primer- f
'anticuarpo se encuentx:a ‘en saturaciSn y 9e estan acoplando entonces més '

S de una mlecula de segundo anticuerpo por anticuerpo anti-FII. _
4.  Reaccidn Ines;;ecifica

"“La reaccidn inespecifica a lo largo del RIE se controla con
albmina bovina (BSA) y detergentes (TWEEN). Al inicio del empleo de dis

' cos de celulosa como fase s6lida se tenia una reacciSn inespecifica -




ie‘aitéaedof'del 11%>del Qﬁmero éoﬁél‘de cpm para elypfiméf'aﬁticuerpo y ‘.
l del 22% para el seguhdo.v Auﬁentando el nﬁﬁerﬁ de lavados con PBS conte-
niendo BSA y TWEEN y‘la concentracién de éstos en el amortiguador se lo-
gré disminuir la reaccifn inespacifiéa a un 1% para el ptimér anticuerpo

¥ @ un 3% para el segundo (Figura 20).

B . Optimizacifn de la Produccidn de Hibridomas: Obtencién de anticuer

pos Monoclonales a Eritrocitos

\ Ya produccidn de hibridomas en nuestro laboratorio era una -
‘ .

novedad, por lo que se decidid primero obtener anticuerpos monoclonales

en contra de eritrocitos de carmero. Hibridomas con esta especificidad

han sido preparados.en varios laboratorios (Kohler, 1975); por 10 que -

seria un control para nuestras condiciones de trabajo.

Para detectar estos hibridomas se monté la técnica de hemaglu
ginaciSn; 'Se encontrd que a un tftulo de 1: B x 10° del suero inmune mu-
_fino se'obgerva claramente una malla de hemaglutinaeién auseﬁte al utili-

.,= zaE‘suei9 noxmal (Fig. 21),

;Uéa vez establéég§a e§ta‘té¢nica se‘p:osigﬁi6,a»fahriéarﬁidg”*““
‘hib:idomas’éorrqspbndientes. 'Dgépués défindﬁefébles inéenéosiﬁé‘i&étatohkl»
determinar las condiciones experimentales éﬁtimasldadasiabnuesiras condi-
cionés de ttabajd. Dufanté la elaboracibn de esta enorme bateria de_gxpg‘
 rimentos se eﬁplearon d;feréntes 1ineas de mieloma, propétcibnes da céiu-‘
‘iqs padres, pesos moleculares de FEé f‘diferentes profocolos'de fusién --“

(petailes metodoldgicos no presentados).




”» Siguiendo el pxotocolo descrito en Material y Metodos se ob-
tuvieron células hibridas. La figura 22 muestra como ejemplo, la foto~--
graf!a de una clona.celular hibrida. Por hemaglutinacibn se detectaron |
hibridomas antfgeno especificas. En la fiéura 23, se observa la positi#

vidad de un hibridoma productos de anticuerpos de carnero.

ﬂL Obtencidén de Anticuerpos Monoclonales a la Fraccifn II del Veneno-del

Rlacrén C. noxius

Una vez montada la técnica de brodﬁcci&n de hibridomas se pro
siguié a preparar los hibridomaé de interés. 'Aunque. evidentemente el ==
esquema de inmunizacién de un antigeno particulado (los eritrocitos de --
carnero) es difefente al empleado para antigenos soluble (Fraccién Ii); -
Por lo que sebprobaron diferentes esquemas de inmunizacidn (Material y --
: Métodos) .  Se snleccionﬁ'e; prot00016 que did lugar al mayor titulo de ~=-

- anticuerpos posible (detalles no presentados).

: Se réaiiééhia hibridiz&cién ent:é‘células de hazo(dertatohés

_nizadus con toxcide y celulas de mieloma SP-Z, obteniendo aproximada-

B

o Q.jtran los. resultados del ensayo de- los sobrenadantes de cada uno de 105 -

'f"cien pozos ‘por RIE en placa de PVC. . “rres pozos resultaron posttivos" -

: ;Se expandieron "in vitro".y despuéS'de ‘colectar Y. concentrar los sobreng

dantes se volvié a determinar la presencia de antlcuerpos anti-FII. ‘Aqui
‘se utilizd cromatograf!a de at;nidad en diferentes columnas de un milili
‘tro de sefarosa - prote!na A, se aplicarun las muestras, sus respectivos

éonttqles Yy ensegdida se aplicé 1251 Fraccién II. Los resultados de la

, te 100 de 500 pozos con. crauimiento celular. En la flgura 24 se mues—'i‘f‘:



olucidn de estas columnas hicieron evidente la ausencia dé anticuerpos -

monoclonales anti-FII (Fig. 25).

La literatura reporta que bajo las mismas condiciones de fu-
s8ién, incluyendo esquema de inmunizacidn y cepa de ratdn, en ocasiones =
no se obtiene hibridoma alguno (Fazekas, 1980). Para ello todavia no -
existe una explicacifn concluyente. Se decidié entonces realizar cuatro
fusiones celulares idénticas y simult@neamente, pero en un 10% de la es-
cala original. Ademis se sembraron diferentes concentraciones celulares
por pozo, por miedo & estar colocando demasiadas células por pozo, por -
ende causando una competencia celular por el sustrato y perdiendo enton-
ces, células hibridas deseadas. En la figura 26 se observa que al emplear
las c&lulas de bazo de los ratones nimero 1 y 4 no se obtuvo pozo positi
vo alguno. De los ratones 2 y 3 se obtuvieron tres pozos significativa-
ﬁ\ente positivos. En la figura 27 se observa la positividad ée otros dos
‘pozos, los sobrenadantes, ensayadoé y mostrados en esta figura perten_é—m_‘

cen a hibridos obtenidos en otras mﬁitiples fusiones.

De los cinco pozos posxtivos detectados. dos presenfamn una‘
",'-sola clona en lugaz de aproximadamente diez como se merciona en la lztera'
o tura, Por lo tanto se tienen hasta el momento dos hibndomas producto--
rés de anticuerpos monclonales anti- la Eraccién II del veneno del ala--

crén C. noxius.



DISCUSION

‘éomo'sé menciond en la introduccién, para obtener un hibrida

ma es necesario tener un antfgenv inmunogénico y una técnica de deteccién
 de anticuerpos especificos para este antigenb; En este trabajo se obtu--
vieron hibridomas secretores de anticuerpos anti-fraccién II del veneno -
dei alacrln C. noxius. No obstante habria sugerencias para mejorar la --
eficiencia de éroduccién de hibridos e hibridomas y aumentar la sensibili

dad del radioinmunoensayo en fase s&lida.

A. Produccién de Hibridomas

El bajo titulo de anticuerpos a FII obsexvado por DID y RIE,
comparado al alto titulo observado para eritrocitos de carnero y el limi-
tado niimero de hibridomas sugiere la existencia de un reducido nimerc de
déterminantes comunes entre el toxoide empleado para inmunizar y la FIX.
‘ _Por otro lado, se reporta en la }iteratuia’una inhibicién de la toxicidad
dg‘;a FiI con anticuerpos gﬁti-toxo;de. Por ende, es pésible que los de-
"} térmipaﬁtes>anp§QEniébs compatﬁiéos Qeanyihportantes componentes del si--
éiﬁﬁsétiv; de . las to*ihas. iiiste'entchces la posibilidad de'que los an-
'tiéuerpoé‘monoclonales obtenidos tengan afinidad para esté misma po:ciGn
1&elzpélip8ptido. iPara sdsténer esta hipStesis es necesario eliminar otras

posibles explicaciones a los resultados obtenidos:

- i} Baja inmunogenicidad del toxoide. Debido a un encubrimiento de -~
determinantes antigénicos por el adyuvante de Freund, como se re--

porta para el toxoide tetdpico. Se sugiere inmunizar los ratones



2)

con este antfigeno precipitado con albimina.

Baja suceptibilidad del recipiente al antiéeno. Debido a proble-
mas de salud del animal independientgs dei tratamiento con toxoi-
de o causados por éste dada la presencia en &1 de glutaraldehido
y/o de toxina no polimerizada o por caracteristicas propias de ia
cepa de ratén utilizada (BALB/c). Se recomienda entonces: 1) --
mantener animales no tratados junto con los experimentales, como
control de la salud de los mismos. E1 haber obtenido un buen tf-
tulo de anticuerpos a eritrocitos de carnero, en el experimento -
control, podria hablar de una inmunosupresién causada por el toxoi
de. Pero la también baja eficiencia de produccifn de hibridos pa
ra &ste segundo antigeno diria lo contrario., Se sugiere realizar
una fusidn celular simultdnea a la de interés, con células B com-
ﬁrometidas contra otro‘antigeno. Estudios preliminares utilizan-

do BSA sugleren que el problema no es debido a la alteracidn de -

i‘la respuesta inmune por el toxoide {datos no presentados).v.Seria

1nteresante sin’ embarqo. corroborar estos resultados e incluso me

‘dir la proporci&n de 11nfocitos B ayudadores Y supresores en san-s‘

‘gre a 1o largo de la 1nmunizac16n del animal. ‘_‘

ii) Emplear diferentes cepas de ratﬁn e 1nc1uso de rata o de co-
ne]o, sobretodo dado que se obtuvo un mayor tItulo de anticuarpos'
en sangre de conejos inmnnizados con toxoide que el reportado en

este trabajo. (Possanl et al., 19816).




3) pﬁo celular durante la fusin. Se ha, reportado en la literatura
la formacién de productos tSxicos al autoclavar el PEG (Kadish y

Wenc 1983).

Recientemente se ha logrado Imejorar el rendimiento de produc
cién de hibridomas al .evit:ar o sobrepasar obsticulos immunolSgicos de la
s,igu:l‘ente manera: a) utilizando antigenos puros y/o eliminando determi-
nantes inmunodominantes. En el caso particular de este trabajo, es posi
ble que determinantes antig8nicos presentes en el toxoide y ausentes en
la fraccién II sea inmunodominantes a los epitopes de interfs. Por lo -
que se podria intentar dar el GJ.timo refuerzo antigénico como Fraccién II
no modificada, posiblemente en forma de hapteno dada la baja capacidad -

inmunogénica de las toxinas.

b) Tolerizando o matando las clonas no deseadas (Fox et al..

: 1981). Q@ purificando las clonas deseadas (Thiele et al., 198l).

c) Eliminando elementos supresor:es por e:emplo transfirien

judo_ las celulas a recipxentes irradiados antes del Gltimo refuerzo antxqe

L '31n1co‘ (FOx et al., 1981).-

. Eﬁ céac; de no tener éxito éﬁ“méjbfar 1a eﬁciencia de produc-
:ciﬁn de hihridomas se podria intentar obtener antlcuerpos monoclnnales en
ausencia de PEG. Es decir, realizando fusiones celu.la:es inducidas por -
b medjilo‘de la formacion de un compiejo antigeno-anticperpo entre ambas su-
‘perficies celu.lareé (Bankert et al., 1980); o transformando con virus cé-

lulas B, como se logrd para el tokoide tetinico (Koznor y Roder, 1981).



Por étto laéﬁ. hoy dfa se realizan iﬁmuniz#cionea‘in v;trb“
/eliminando por completo los problem&é menéionados. Estas presentaﬁ la
bventaja de ser ripidas (4 - 5 dfas), utilizan menos cantidad de aniIgeno
‘y se pueden controlar mejor diferentes variables del experimento (Luben
¥ Mohler, 1980; Luben et al., 1982; Pardue et al., 1983). Pero debe --
recalcarse que hasta el momento es uh métcdo poco reproducible, se obtie
~ nen mayor cantidad de monoclonales IgM que IgG y existe un alto niimero -
de clonas no deseadas con especificidad para suero fetal bovino. En cuan
to al Gltimo factor se esta logrando mantener cultives celulares en au--

sencia de suero fetal bovino (Cleveland et al., 1983; Wolpe S., 1983).

B. Radioinmunoensayo

El radioinmunoensayo én fase §61ida mon:ado; tuvo la sensibj
lidad suficiente pafébdeteétar algunos’hibridomas sécretores de anticuer
- pos anti-FII. Existe la pnsibllidad de detectaz un mayor niimero de és--
“ftas tanlenﬂo un. ensayo masg sensible, del orden de nano o picogramcs de. -

- ianticuerpo por mililitro. En este trabajo. probablemente se selecciona~

':rnn hibridomas productores de’ "grandes cantx adgs de‘aptxcgerpos mono-f

: clanales. o

Fue 1m§§sible inqremeﬁtéilla,sensibiliéad del RIE a pésafide‘

r‘jhaber hndi£i¢ado iés coraticiones ée‘iéaccién de cada CQmpohénte. Comb -
ge mostrs 1a ﬁeacciGn inespecifica era §racticamehte nula, el acoplamien

to del antigeno a la fase sllida, es‘eficiaﬁte {Possani et al., 19814),
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-al incrementat las cpm de I anticuerpo de conejo a inmunoglobulinas -

' S e i '_
de ratén se incremento el nimero de cpm remanentes pero no la sensibili-



. dad por lo qﬁe indica la presencia en saturacién del primer:antiquevrpo y
la preseﬁcia de actividad del sequndo.  Por 'io tanto, se concluye que no
se pudo incrementar la sensibilidad del RIE por la falta de anticuerpos
anti-FII debida a su i;mexistencia en grandes cantidades o a su perdida -
por ser de baja afinidad. Las posibles expli(‘:aciones al bajo tftulo de
estos anticuerpos se mencionaron previamente y la posible baja afinidad

se podria detexminar por RIE en solucidn.

La baj; sensibilidad del RYE, determinada con anticuerpos --
policlonales es aun menor para anticuerpos monoclonales, dada su monoes-
pecificidad. Esto se acentua aun mas si se congidera que no se esta em-
pleando como antigenoc una toxina pura, sino una inezcla de quince compo-- -
nentes. Se realizd asi el experimento con el objeto de seleccionar anti
vcuer;'ns monoclonales contra de todas las toxinas de la fraccidn II; sub~
secuentementes Bé llevax:ia; cabo una reseleccién con una toxina pura. ‘-7
Por la ‘baja eficiencia de pfoduccian de hibridomas obtenida, se recomien
' da ‘an adelante mplear una sola toxina pura sino como inmunoqeno dado el‘ .
Q-gtan consuma de material ¥y su elabox:ada preparacicn, si para la selecci&n

Qe hibridomas antigem especificoq.




CONCLUSIONES

Se montS un RIE en discos de ceiulosa>con una sensibilidad de
1 pg/ml. Con esta técnica se detectaron cinco hibridomas secretores éa -
anticuerpos especificos para la fraccién iI del veneno del alacrin -
C. noxius. Dos de estos hibridomas son ya clonas. Estas células se ex—-
panderin tanto "in vitro" como "in vivo" para proveer células y anticuer-
pos monoclonales (Hoogenraad et al., 1983). Ios anticuerpos se purifica-
rin por cromatografia de intercambioc idénico en columnas de DEAE celulosa
¥ subsecuentemente por cromatografia de afinidad en columnas de Sefarosa-
proteina A o en cromatografia liquida de alta presién. Una vez teniendo
anticuerpos monoclonas puros se podrdn empezar a utilizar para desarro--

llar los objetivos descritos en la introduccidn de este trabajo.

Cabe mencionar que para la obtencién de hibridomas es erucial
tener animales con excelente estado de salud. Lo cual fue un problema -
‘conStahﬁe durante el desarrollo de este proyecto. Por fal:a de altetna—

tivas se tuvo que trabajar bajo estas condiciones.

 Por otro lado para obtener los resultados presentados y ‘debi .
do a ihnumerables problemaé técnicos, se mont§ una bateria de técﬁicas‘—l
hérmencipnadasken este escrito. Estas estan siendo de gran utilidad en

' el presente, para el ejecutante del trabajo.
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Figqura 5..

Deteccibn por dobleinmunodifusién (DID) de
anticuerpos anti~FII en suero murino inmune.

Al centro. Fraccién II del veneno (1G mg/ml)

~ Alrededor. Diluciones del suero inmune de -~

ratén: concentrado, 1:2, 1:4, -~
1-8. 1316' l:32.
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DILUCION ~»

Determinacifn cualitativa de la sensi~
bilidad del radioinmunoensayo . (RIE) en -
placa de PVC, utilizando suero inmune °
de ratdn, B S

Se aplicaron por pozo 100 pl de FII - =~
{100 ug/mi) (A), 50 pl de suero inmune
{S1) en diluciones secuenciales de 1:5

partiendo.de 1:5 {por duplicado) y ~=

20 000 cpm/50 pl de 1251 anticuerpos -
de conejo anti-inmunoglobulinas de ra-
tén. Controles: Suero normal con las
mismas diluciones (SN}, ausencia de -~

" suero (SS), ausencia de antigeno.(B).
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Variacidn de’ la concentracién de antige-"

‘no acoplado a placas de clorm:o de poli-
 vinilo (PVC).

. Se aplicaron 100 pl de 1a Fraccién II ‘en
“concentraciones desde 1 mg/ml hasta = -~

.780 pg/ml- (o). 50 pul por pozo de suero

" inmune 1/20 y 20 000 cpm en 50 ml de --
I anticuerpos de conejo a 1g de ratfn.

Controles: suero normal 1/20 (@); suero’
inmune. (®) y suero normal (W) sin anti-
geno.




SEPHADEXG-25 (mediano)

VOLUMEN (ml)

purificacibn de-,lzsl FII por filtracién en gel en Sefadex G-25. Se
{oding " FII por el nEtoSg de cloramina T para péptidos sensibles. Se se-
pard el iodo libre de 1297 pr1x (X, en la grdfica), en una columna de 10 ml
de Sefadex G-25. Las condiciones de corrida se indican en la. figura 17.




SEPHAROSA-CL-48-FRACCION I DEL VENENO DEL ALACRAN
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" Pigura 4. Purificacién de anticuerpos murinos anti-FII por cromatograffa de afi
‘nidad en Sefarosa Cl-4B-F1I. Se aplicaron 12 ml de suero de ratén in
mune (Azgg 0.62). Se lavé la columna (8 x 1.5 cm) con Tris HCL 0.1 M
‘pH 7.95 a un flujo de 30 ml/hr. Se eluyd la ¢olumna con glicina -~
$Cl 0.05 M pH 2.9 a un flujo de 45 ml/hr. Las fracciones de la elu-=~
cibn se recolectaron en 100 pl/tubo de Tris HCL- .1 M pH 7.95.




CPM DE ANTICUERPOS DE CONEJO ANTI~IG@ DE RATON DEGADAS

Diluciones '

Suero inmune de ratSn Suero normal de ratSn - 5in suero

vr‘iquta 1.

4+ PIX - FXI + FIXI ‘= FPIY + PII - FIXY
b} ‘ :
320 179
314 220
276 209
s 15 930 1 757 1649, 1799
13 481 1610 :
10 13 126 1 387 1 309 1 023
12 416 1 733 -
20 12 356 1179
9377 1 710 1113 772
40 10821 1117 | -
8813 143 770 787 -
80 11 461 723 o
9 065 963 550° 1134
160 8 555 583 443 977
6 485 gs2 - | S
© 320, 6398  3es I
B : 6729 - 518 429 1 065
60 475 91 NIRRT
G 4228 552 394 524"
1 280 481 33 . . .=
‘ 4274 462 353 308
DeterminaciSn cuantitativa de la senm.bxlidad del RIE’ en

placas de PVC, utilizando suero inmune. ,

ytilizamos 100 i1 de l» fraccin II del veneno de alacrén
(ver textn) a 1 mg/ml {control: sin texina); BSA 18 _para- cu
brir los sitios libres de la placa; 50 pil suero de ratdn
infunizade con 100 zig de toxoide en ACF una vez y tres se
manas después con ‘2’:0 kg de toxoide en PBS, (controles: -
suero de gatﬁn no inmune o normal, 'y sin. suero); 200,000
cpm de 1271 inmunoglobulinas de conejo anti-~IgG de ratdn.
Controles negativos: suero normal en presencia y ausencia
de antigeno, suero inmune en ausencia de antigeno. '




CPM REMANENTE POR POZO

%

20

\ Figm:a 8.

0.0001 .0l |
DILUCIONES  { ug /ml)

100

Deteminacion de 1a sensibilidad aelf _ |

" RIE en PVC utilizando anticuerpos. pu'-
ros anti-FII. (o-o}.’ Condiciones men
" cionadas en figura 6. Control: In-
munoglobulinas de ratén (e-e).’




% cpm REMANENTES

40

0 .0001

oL .1 160

ANTICUERPO DE -RATON ANTI-
~ FRACCION T {yug/m)

S riguraS.

Determi.naci&n de la sensibxlidad del RIB -

en discos de celulosa utilizando anticuex- . =~ =

pos murinos anti-ru, puros (o-no). Contro

les: Immnoglobulinas de ratén en presen—
cia ' (e-e) y ausencia (A-A) de antfgeno, an

* ticuerpos anti-FII en ausencia de antiqeno[
“{»s~a) condiciones generales ‘Material y = .

Mé todos .
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REMANENTES

CPM

%

i 1
0.0000 0.0l | {60

ANTICUERPO DE  RATON
ANT! — FRACCION T {mg/mi)

,?i'éﬁfa ;16- variaci6n en el tiempo de incﬁbacion del

primer anticuerpo con FII acoplada aais

-~ cos de’ celulosa.
Se incubaron por 15{0-0) y 30 min (4-9),
50 ul de anticuerpo murino anti-FII en -
diferentes concentraciones con discos de
celulosa~-FlI. Control: Inmunoglobulinas
de ratdén 15 (e) y 30 min 8). Condicio=-
nes generales: Material y Métcdos.




pigura 1.

DEAE CELULOSA
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VOLUMEN (ml)

Purifiuc:lGn por intercambio iénico (DEAS celulosa de la
fraccifn del ‘'suero de ratones obtenida precipitando por

. sulfato de amonio y luego dializando contra un buffer de

Tris-HCl 25 mM pH 6.95 con BO m# Na Cl. :
Se aplicaron 51.4 mg/9.2 ml a una columna (23 x 0.9 cm)
equilibrada con el mismo buffer de di&lisis, se eluy8 la
mioestra tambidén con este buffer a un flujo de 30 ml/Hr,
después de colectar 50 ml (5 ml/tubo) se eluyd con alta
fuerza iSnica (200 mM Na Cl) colecténdose otros 50 ml al
mismo flujo.

. ddemAs se corrid una electroforesis en gel de poliacri--
lamida al 8% con SDS, de la fraccién 1 (P.A. Punto de -

aplicacién C.I.F.M. colorante indicador del frente de ==

_mavimiento.
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Figura 12.

 SEPHACRYL §-200
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o T T R S —TY
VOLUMEN (mI) . |

Purificacién de Inmunoglobulinas de ratbn por filtracibn en
gel (Sephacryl §-200): se aplicaron 23 mg/12 m) de una frac-
cifn del suero purificado previamente por precipitacidn con
sulfato de amonioc y luego por DEAE celulosa. La columna -~

{200 x 0.9 cm) ya equilibrado con Tris-HCl 20 mM {con 1 mM

de NaCl) pH 6.95 se corrid a un flujo de 9.6 ml/hr, y utili
zando este mismo buffer. Se colectaron 30 gotas/tubo/110 -
tubos.

Se calibrd la columna con inmunoglobulina comercial (IgG

Ademds se corrib una electroforesis en gel de poliacrilamida
al 8% con SpS, de las fracciones I y XI, y de IgG comercial.
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" Figura 13,

Electroforesis en gel de acrilamida~
SDS de inmunoglobulinas de ratén en
- ‘diferentcs pasos de purificacién. -
“ A. Suero completo de ratdn; B. So-

brenadante del suero precipitado con

~ sulfato de amonio; C. Sedimento de

la precipitacién con sulfato de amo-
nio; D. Purificacién de la muestra -
“C" por DEAE celulosa y Sephacryl --

§-200. - _ .




' SEPHAROSA CL-4B-PROTEINA A
F T P : -

20)

A 2z0nm

. Figura ‘14. Purificacifn de 14G de ratdn por gu afinidad de la -
g S proteina A de Staphylococcus aureus. ' La columna —-
(10 x .8 cm) de proteina A-Sepharosa Cl-4B se corrié
en las mismas condiciones que las irndicadas en la -~
Figura 4. ' | |
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 SEPHAROSA 48 ~IgG CE RATON.

pdas

VOLUMEN(m”

‘Purificacifn de anticuerpos de conejo a ingunoglobuli-
nas de ratdn por una columna de afinidad Sepharasa 4B
Inmnoglobuiinas de ratén. ‘

Aplicamos 6.5 ml de suero obtenido centrifugando la -
sangre del conejo inmunizado, a la columna (30 x .9 cm)
equilibrada con buffer Tris-HC1 ,1 M pH 7.95, se eluyd

. 'la muestra con este buffer a un flujo de 30 ml/hr, se

colectaron 30 tubos (32 gotas/tubc) y ensequida, se --
eluyeron los anticuerpos con buffer de glicina-HCl -
0.05 M pH 2.9 a un flujo de 40 ml/hr recolectflndose 20

tubos (32 gotas/tubo} cada uno conteniendo 100 Ml del
buffer Tris-HCL (1 M .pH 7.95 para neutralizar el pH en
gue se encuentran las inmunoglobulinas..




1t Inmunoglobulinas de ratén purificadas por DEAE~-Ce-
lulosa y Sephacryl s$-200.
Alrededor en a : Sueros de los conejos No. 2, No. 3 y No. 4 anti-
inmunoglobulinas de ratén.
Alrededor en b : Anticuerpos de conejo ahti-ihmunoglobulinas de -
ratSn purificados por cromatografia de afinidad.

Centroen a y b

t - Inmuncglobulinas de ratbn purificadas en Sepharosa~

"gentro en b
' proteina A.

2

Figura 16. Deteccidn de la actividad de los anticuerpos da conejo
. anti-inmunoglobulinas de ratn, por dobleinmunodifusién
{(DI). Se inmunizaron tres conejos (Nos. 2, 3, y 4) con
0.3 mg de inmunoglobulinas puras primero en adyuvante -
completo y luego en adyuvante incompleto, cada quince -
dias; sangrando cada semana.



" piqura 17.

cpm X 1077

SEPHADEX 6-50
 {grueso}

30} L

20}

-
o
Y

ke

Ae
VOLUMEN (mi)

Purificacibn de 1251'anticuerpos de conejo ahti-inmuno-

."globulinas. Se iodiharon por el método de cloramina-T.
~_El iodo libre se separS dé la proteina por filtracién -

en gel en Sephadex G50 (grueso).
Se aplicS 1a muestra a la columna (30 x .7 cm) ‘equili--
brada con PBS + BSA 0.2% + KI 0.25 M + azida de sedio -

© 0.02% y eluida manualmente con el mismo amortiguador --

(Elujo aproximado 20 ml/hr} y recolectandc 20 tubos =~
(2 ml/tubo}. i



(}'PH DE ANTICUERPOS' DE CONEJO ANTI-XgG DE RATON VPEGADRS

125
I I1g Conejo Ig de RatSn (50,000 cpm)
Diiuciones Suero inmune Suerc normal Sin susro
-~ 1 (1:20) (1:20)

1 10 114 1 474 253
: 269

2 4 007 - 521

4 1950 362

8 - 953 o 197

16 . 532 S 114

32 318 70

"Pigu:a " 18. variac:lnnes de la concentracién de 125 -a.:iticuerpos de co
‘ nejo anti~-inmunoglobulinas de rat&n, en el RIE en discos
de celulosa.

Aplicando 160 }Al de la fraccién II del veneno de alacrn
. all mg/ml); suéro inmune 1:20 (Controles:. suero normal -
/. 1320, sin suera); y diluyendo los anticuerpos iodados -
" vemos que tan solo 12 500 cpm serfan suficientes para —-"
E 'detectax ‘anticuexpos en contra de la fracci&n I,

q
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% com REMANENTES

0 0.001 0.1 10

ANTICUERPO DE RATON ANTI-
FRACCION T (ug/mi)

Figura 19. Variaciones de la concentracidn de 125, anticuet
. pos de conejo anti-inmunoglobulinas de ratﬁn en
el RIE en discos de celulosa.
. Se’‘utilizan concentraciones del segundo anticuer
. po de 20 000 (A-4}, 40 000 (o--o), 80 000 (A....AI :
¥.160 000 (@ ~8) cpm/S50 ml. ‘
: “Comtrol: Inmunoglobulmas .de ratdn ‘en presencia ;
S . {8} y ausencia (M) de antigeno, anticuerpos anti-
‘ FII en ausencia de antigeno (8).
"~ condiciones generales: Material y Metodos.




% cpm pegados

8 _

|- anticuerpo.

SS

e Sesnndo e

Figura 20.

Loy

Reduccién de la reaccidn inespecifica en el RIE en
discos de celulbsa, E C Uy

I. Porciento de cpm remanentes en discos de celu-
losa al final del ensayo utilizando: I BSA al 0.1%.
y cinco lavados con PBS-TWEEN .05% entre cada paso -
del RIE: II BSA al 1% y diez lavados con PBS-TWEEN
.05% y 50 ul de anticuerpo anti~FII (e@) e inmuno=--

_globulinas de ratdn (£3) en una concentracidn de -

1 ug/ml o PBS (= ).

' Comdiciones generales: Material y M&todos.




DILUCIONES wp
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Figqura 21. Montaje de la técnica de hemaglutinaciSn de eritrxocitos de car
nero. S
Se aplicaron diluciones secuenciales de 1l:2 empezando con 1:5
de suero murino inmune anti-eritrocitos de carnerc (B). Con
- trol: suexo murinc normal e¢n las mismas concentraciones (A) -
Condiciones generales: Material y Métodos.



.0 s Figura 22.  Deteccibn por microscopfa &pti
e P o invertido (aunento 4X) de =
- _una_clona de células hibridas.




L Lo | e Dlluciones de los

‘sobrenadantes;

14 1/8 1/16 1/32

Pigura 23. Deteccién de un hibridoma en contra de eritrocitos
de carnera con sus respectivos controles (ver tam=-
bién figura 3), por hemaglutinacién.

A. Sobrenadante de un pozo sin crecimiento.
B. Sobrenadante de un pozo con crecimiento y activi :
: dad anti-eritrocitos de carnero (hibridoma). o
C. Scbrenadante de un pozo con crecimiento, pero .
sin actividad anti-eritrocitos de carnero..




"CPM / POZO

. - Flgura 24, Ensayo de sobrenadantes de los hibridos por FIE.
. en placas de PVC,
. ! Se tomaron 50 pl del sobrenadante de cada pozo y
siguiendo el protocolo mencionado (Material y -
M8todos) se midieron las cpm remantes por pozo -
. Controles: 50 ml de suero murino inmune (SI) -~
suero normal (SN), PBS (SS) o del sobrenadante de
3 un pozo sin crecimiento celular (SC); todos y ca
da uno con () y sin (ms) antfgeno,
Condiciones generales: Material y Métodos.

NUMERO DE POZ0

YT & ® B CREEC ) CR)

NUMERO DE POZ0
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Fiﬁura 5. - Por cromatografia de

afinidad en Sepharosa-proteina A se ensayaromn

- sobrenadantes de clonas “positivas” con sus respectivos controles.

Se incubd cada columna con 200 ul de la muestra indicad

gor 30 mimy;

a
enseguida se aplicaron aproximadamente 70 x 103 cpm de 12 I PFrac-

cién II y se incubd por 15 min. ILa elucién se llevd a cabo por el
procedimiento mencionado en figura B.



Figura 26. Ensayo del sob dante de hibridos celu-
lares, por RIE en discos de celulosa,
Indicaciones mencionadas en Fig, 24.
Para log controles se. utilizaron en lugar
de suero, anticuerpo anti-FII e inmunoglo
bulinas puras en concentraciones de W01,
.1, y 10 pg/ml,
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Figura 27. Ensayc del scbrenadantc de hfbri-
dos por RIE en discos de celulosa,
Indicaciones mencionadas en Fig. -
26,

gl

xs Bk
q -
| Na. Clona.




7.

REFERENCIAS

Adetugho K., Milstein C. y Secher D.S. 1977. Molecular analysis

of spontaneous somatic mutants. Nature 265: 299,

Ahkong Q.F., Cramp F.C., Fisher D., Howell J.X. y Lucy J.A. 1972.
Studies on chemically induced cell fusion. J. Cell. Sci.
10: 769,

Ahkong Q.F., Fisher D., Tampion W. y Lucy J.A. 1973, The fusion
of erythrocytes by fatty acids esters, retinol and <tocophe~
nol. Biochem. J. 136: 147.

Ahkong Q.F., Fisher D., Tampion W. y Lucy J. A. 1975. Mechanigms
of cell fusion. Nature 253: 194.

Alagdén A., Posgani L.D., Erickson B.W. 1978, Isolation and ‘
characterization of several proteins from Tityus serrulatus

scorpion venom. Proc. 5th. Inter. Symp. on Animal, Plant
and Microbial Toxins. San Jos&, Costa Rica. Pergamon Press,
New York pp. 609-618.

Alagdn a,, Possani L.D. 1981, Utilizacidn de cromatografia por.
' afinidad para la purificacién de enzimas de venenos animales.
1 Simp. Intern. sobre Biotecnologfa de Enzimas.

Anné J. Eyesen H. y De Somer P, 1976. Somatic hibridisation of
‘ Penicillium roquefortti with P. crysogenum after protoplast
fusion. Natute 262: 719.

Babin D.R., Watt D.D., Goos S.M., Mlejnek R.V. 1974. Aminoacid
sequence of neurotoxic protein variants from the venom of
Centruroides sculpturatus Ewing, Arch. Biochm. Bioph. 164:
694~706,




9. Balozet L. 197l. Scorpionism in the old world, In: Venomous
Animals and their Venoms. Eds. Bficherl, W., Buckley E.E.
vol. IIXI. Academic Press, New York pp 349-371,

10. Bankert R.B., DesSoye D., Powers L., 1980. Antigen-promoted cell
fusion: antigen-coated myeloma cells fuse with antigen
reactive spleen cells. fTransplantation Proceedings
XIT{3): 443-446.

1l. Baumal R. and Scharff M.D. 1973. Synthesis, assembly and secretion

of mouse immunoglobulin. Transplant. Rev. 14: 163,

12. Bravo-Becherelle M.A. y Mazzoti L. 1961. Distribucién geogrifica
de la mortalidad por picadura de alacrin en México. Rev,
Inst. Sal. Enf. Trop. (Méx.) 21: (3~-4) 129-140.

"13. Bfcherl W. 1971. C(Classification biology and venom extraction of
scorpions. 1In: Venomoﬁs animals and their venoms. - Eds.
Blicherl, W., Bucklay E.E. Vol. IIX. Academic Press, New York,
london pp. 317-347.

. '}4. Carbone, E., Prestipino, G., Wanke, E., Possani, L.D. y Maclicke, A.
1983. Selective action of scorpion neurotoxins on the ionic
currents of tlie squid glant axon. Toxicon 3: 57-60.

15. 'Carbone E., Hanke E,, Prestipino 0., Possani L. D., Maeli.cke A. 1982.
' Selective blackage of voltage. dependent K channels by a '
novel scoxpion t:ox.i.n. ‘Nature 296: 90-91,

©'16: Cebra a.s., oo P.H. and Ray A. 1974. Specificity of antibodies:
L Primary structural basis of hapten binding. Science 186: 263.

17. Ceska M., Lundkvist V. 1972. A new and simple radicimmuncassay
' method for the determination of IgE. Immunochemistry 9: 1021-30.

lé. Chicheportiche R., Lazdunski M. 1970, The conformation of small

proteins, - The state diagram of a neurotoxin of Androctonus

austraiis Hector, Ew. J. Biochem. 14 549-555.



lgl

20.

21‘

22.

25,

2.

27,

Civin C.I., Banquerigo M.L., 1983. Rapid, efficient cioningk of
"marine hybridoma cells in low gelation temperature agarose.
J. Immunol, Methods 61: 1-8,

Cleveland W. L., Wood 1., Erlanger B.F.; 1983. Routine large-scale
production of monoclonal antibodies in a protein free culture
medium. J, Immunol. Methods 56: 221-234.

Cohn M., 1967, Natural history of the myeloma. Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol. 32: 211. Cold Spring Harbor Symposia
and Quantitative ‘Biology. 1967 vol. 32, Antibodies.

Cotton R.G.H. and Milstein C.; 1973, Fusion of two immunoglobulin

producing myeloma cells. Nature 244: 42.

bDavidson R.L., Ephrussi B.; 1965. A selective system for the
isolation of hybrids between L cells and normal cells.
Nature (London) 205: 1170-1.

Davidson R.lL., O'Malley K.A. y Whecler T.B.; 1976. Polythilene
glycol-induced mammalian cell hybridization: effect of
polyethyleneglycol molecular weight and concentration. Somat.
Cell Genet. 2: 271-280.

Del éozd E.C. 1962. Estudios experimentales sobre las accioﬁes dely
veneno de alacrdn. Rev. Inst. Sal. Enf. Trop. (Méx.) 22(3-4):
+173-178. ‘

‘Dent M.A.R., Possani L.D., Ramirez G.A., Fletcher P.L.Jr.; 1980.

Purification and characterization of two mammalian toxins from
the venom of the mexican scorpion Centruroides noxius
Hof{wann. Toxicon 18: 343-350.

- pent M.A.R.; 1983. Aislamiento y caracterizacifin quimica de diver-

sas toxinas del veneno del alacrdn Centruroides noxius

Hoffmann. Tesis de Maestria. Facultad de Quimica, UNAM.



. 28‘

29.

30'

al.

32,

33,
TR
35,

- 36

Dunn M.J.1  1974. Red blood cell calcium and magnesium: effects
upon sodium and potassium tranéport and cellular morphology.
Biochim, Biophys. Acta 352: 97,

Fazekas de St. Groth 5. y Scheidegqgger D.; 1980. Production of
monoclonal antibodies: Strategy and tactics. J. Immunol.
Methods, 85: 1-21.

Flores R.; 1963. Observaciones sobre la sintomatologia y tratamien
to de la intoxicaci&n por picadura de alacrfn. Rev. Ins. Sal.
Enf. Trop. (M8x.) 23(3-4): 175-178,

Fontecilla-Camps J.C., Almassy R.J., Suddath F.L., Watt D.D. y Bugg
Ch.E.; 1980. Three dimensional structure of a protein from
scorpion venom: A new structural zlass of. neurotoxins. Proc.
Natl. Acad. Sci. 77(11): 6496-6500.

Fox P.C., Berenstein E.H., Siraganian R.P.; 198l. Enhancing the
fg‘equency of antigen-specific¢ hybridomas. Eur. J. Immunol.
11: 431-343,

Francus T. and Birshtein B.K.; 1978. An IgG 2a-producing variant
of an I§G 2b-producinq mouse myeloma cell line.. Strtictural
studies on the Fc region of pa-ent and variant heavy chains.

: Biochemistxy 17: 4324. ‘

Galfre G., Howe §.C., Milstein C., Butcher G.W. y Howard J.C.; 1977.‘?

Am:i.bodies to major histocompatibihty antigens by hybrid
cell 1mes. Nature 266: 550-552.

Galfre G., Milstein C. y Wright B. 1979. Rx rat hybrid myelomas
' and a monoclonal anti-Fd portion of mouse IgG. Nature 277:
131,

Garcfa G.P.; 1976. Btude des neurotoxines du venin du scorpion

mexican Centruroides suffusus suffusus. Fraoncia. Tesis

(Doétbrado) Universidad de Nice, Francia.



37.

- 38.

39,

40.

4l.

q2.

43.

44,

45.

Goding J.W.; 1980. Antibody production by hybridomas. J. Immunol.

‘Methods 39(4): 285-308.

Goldsby R.A., Osborne B.A. y Herzenberg L.A.; 1977. Hybrid cell
lines with T-cell characteristics. Nature 267: 707-708.

Gémez M.V., Diniz C.R.; 1966. Separation of toxic components from
the Brazilian scorpion Tityus serrulatus venom. Mem. Inst.
Butantan Simp. Intern. 33(3): 899-902.

Haber E., Margolies M.N., y Cannon L.E.; 1977. en: Antibodies
in Human Diagnosis and Therapy pp. 45-78, Raven Press,

New York.

Haber F.; 1970. Antihodies of restricted heterogeneity of
structural study. Fed, Proc. 23: 66.

Harris H., Watkins J.F.; 1965, Hybrid cells derived from mouse
and man: artificial heterokaryons of mammalian cells from
different species. WNature {London) 205: 640-6.

Helmreich F., Kern M., and Eisen H,N.; 1961, The secretion of
antibody by isolated lymph node cells. J. Biol. Chem. 236:
464. ' :

«Hengaftner H., Luzzati A.L., Schreier M.; .1978. ‘Fusion of in vitro

iminized lymphoid cells with X63 AgS. -Curr. Top. Microbiol.
Imunol. 81: 92-9. | S h

Hoffmann C.C.; 1938. Nuevas consideraciones acerca de los alacra-
‘nes mexicanos. An. Inst. Biol. 9(1,2): 318-337..

Hoffmann C.C., Vargas R.; 1935, Contribuciones al. conocimiento de
los vencnos de los alacranes mexicanos. Inst. Hig. 2(4):
182-193. ' '



47.

48,

49.

50.

51.

s

54.

55.

‘ Hoogenr"aad N., Helman T., Hoogenraad J.; 1983, The effects of

. pre~-injection of mice with pristane on ascites tumour
. formation and monoclonal antibody production. J. Immunol.
Methods 61: 317-320. '

Horibata K. y Harris A.W. 1970. Mouse myelomas and lymphomas in
culture. Exp. Cell. Res. 60: 61.

Howard J.C., Butcher O.W., Galfree O. and Milstein C,; 1978.
Monoclonal anti-rat MHC (H-1) alloantibodias. curr. Top.
Microbiol. Immuncl. 81: 54.

0

Howard J.C. Butcher 0.W., Galfré 0., Milstein C., Milstein C.P.;
1979. Monocleonal antibodies as tools to analyze the
serological and genetic complexities of major transplantation
antigens. Immunol, Rev. 42: 139-74.

Hunter W.M., Greenwood P.C.; 1962, Preparation of iodine-13}1
labelled human growth hormone of high specific activity. -
Nature (Lond) 194: 495-6.

Kadish J.L. y Wenc K.M.; 1983. Contamination of polyathylene glycol

with aldehydes: Implications for hybridoma fusion,
. Hybridoms 2(1): 67-89.

!(ao P.'.l'., Puck T.T.; 1974.- Inducuon and :I.solation of auxotrophi.c
mqt:antn in mammalian cens. nampds Cell. Biol. _8_. 23-;39.

Kearney J.F., Radbruch A, Lieseqang B., Rajewsky, K.; 1979, A
‘ new mouse inyelm cell line that has last immunoglobulin
expression but permits the construction of antibody-secreting
 hybrid cell lines. J. Immunol. 123(4): 1548-50.

Kennett H., McKearn T.J. y Bechtol, K.B.; 1980. Monoclonal anti-
bodies. Plenum. Press, New York. '




57,

58.

59.

60.

62.

63.

64.

X@hlerbo. and Milstein C.; 1975. Continuous cultures of fused _
' - cells gecreting antibody af predefined specificity., Nature
256: 495. '

Kbhler O. y Milstein C.; 1976. Derivation of specific antibody-
‘ producing tissue culture and tumor lines by cell fusion.
Eur. J. Immunol. 6: 511-512.

K8hler O., Howe S.C., Milstein C.; 1976. Fusion between immuno-
globulin~secreting and nonsecreting myeloma cell lines.
Ru. J. Immunol. 6(4): 292-5.

Khler 0., Pearson T., Milstein C.; '1977.  Fusion of T and B cells.
Somatic Cell Genet. 3(3): 303-12.

K8hler 0., Hengartner H., Shulman M.J.; 1978a.. immunogiobulin '
production by lymphocyte hybridomas. Eur. J. Imnunol.
‘8(2): 82.

K8hler O., Shulman M.J.; 1978b. Cellular and molecular restrictions
of the lymphocyte fusion, Curr. Top. Microbiol. Immunol.
8l: 143-8.

kbpeyan C., Martinez O., Lissitzky S., Miranda F., Rochat H.; 1974.

Disulfide bonds of toxin II of the scorpion Androctonus
australis Hector. Bur. J. Bioch. 47: 483-489.

Kosower N.S., Kosower E.M. y Wegman P.; 1975, Membrane mobility

agents. II. Active promoters of cell fusion, Biochim.
Biophys. Acta 40l: 530-534.

¥oznor D. y Roder J.C.; 1981. Requirements for the establishment
of high-titered human monoclonal antibodies against tetanus
toxoid using the Epstein-Barr virus technique. J. Immunol,
127(4): 1275-1280.




65,

660':

67,

68.

69.

70.°

1.

Krauge R.M.; 1970. ' Tha search for antibodies with xroleculax
" uniformity. Mv. Imunol. 12: 1.

xuchl W.M.» 1971, Synthesis of immunoglobulin in myeloma cells.
Curr. Top. Microbiol. Immunol. 76: 1. ‘

taskov R., y Scharff, M.D.; 1970, Synthegis, assembly and
secration of gamma globulin by mouse myeloma cells. J. Exp. ‘
Med. 131: 51S5.

Littlefield J.W.; 1964. Selection of hybrids from matings of
fibroblaets in vitro and their presumed recombinants.
Science 145: 709.

Luben R.A., Mohler M.A.; 1980. In vitro immunization as an
adjunct to the production of hybridomas producing antibodies
against the lymphokine osteoclast activating factor. Mol.
Impunol. 17(5): 635-9. :

Luben R.A., Brazeaw P., BShlen P., Guillermin R.; 1982. Monoclonal .
antibodies to hypothalamic growth hormone-releasing factor
with picomoles of antigen. Science 218: 887-889. '

chy J. A.3 1977, The membrane of the hen ery&ocyte as a model

for studies on membrane fusion. In: The Structuretof
Biological Hub:anes (Abrahamson, 5., ec.) Nobel: Symposim
2 o, 34, Pe- 275-291. Plenum Press, New York.

R ‘;,,‘“i;':;-'uaggso B., Ahkong Q.F. and Lucy J.A.; 1976, Poly. eethylenegxycon o

* surface potential and cell tnsion. Biochem. g 158(33
‘647650,



73.

74.

75.

76.

77.

"180‘.' ‘

Maggio B, 'y Lucy J,A.; 1976. Polar-group behavicur in miied
monolayers of phoepholipids and fusogenic lipids.  Biochem,
J. 155: 353-364. ‘

Margulies D.H., Cleplinski W., Dharmgrongartama B., Gefter WM.L.,

Morrison S.L., Kelly T. y Scharff M.D.; 1977. Regulation
of immunoglobulin expression in mouse myeloma cells‘. cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 4l: 78l.

Master R.W.5., Raoc S., Soman P.D.; 1963. Electrophoretic separation
of biologically active constituents of scorpion venom.
Bioch. Biophs. Acta 71: 422.

Mayhew E.; 1972. Jon transport of ovabain resistant and sensitive
Ehrlich ascites carcinoma cells. J. Cell Physiol. 79: 441-52.

Mazzoti L., Bravo-Becherelle M.A.; 1961, Escorpionismo en la
Repliblica Mexicana. Rev. Ins. Sal. Enf. Trop. (Méx.) 21(1-2):
3‘19.

McInstosh M., Watt D. 1973. Purification of toxins from the North
American scorpion Centrurocides sculpturatus In: "'roxi_ns of '
‘ Animal and Plant Origin. Eds. A2 be;vﬂes and B. Kbcfwa.
vdl.‘z,' Gordon and Breach, New York pp. 529-544,

Milstein c. v Kohler 0.5 1977, ‘cell fusion and the derivagibn of

7 cell lines. producing specific antibody in:  antibodies in _
" Human Diagnosis and 'rherapy (E. Harber and R.M. Krause, eds ).~
Raven Press. New ‘York, pp. 271-286.

Milstein C.. Adetuqho K.; Cowan, N.J., KShler 0., Secher p.S. Yy ‘
' . Wilde C.D.; 1977. Somatic Cell genetics of antibody-
" secreting ceclls: Studies of clonal diversification and
analysis by cell fusion. Cold Spring Harbor Symp. Quant.
Biol. 41: 793-803. '




8l.

82.
83.
84.
85.

86.

e

89,

uixanda Fo, Rochat H., Lissitzky S.3 1960. Sur 1a neurotoxine du

venin de gcorpion. 1I. Puriflcation a partir du venin de deux -
egpeces de scorpions noxd-africains. Bull. Soc, Chim. Biol.
(Paris) 42: 379-391.

Mohamed A.H., Kamel A., Ayobe M.H.; 1969, Studies of phospholipase
A and B activities of egyptian snak- venems and scolpion
toxin., Toxicon 6: 293-298.

Nagai Y. y Klenk H.D.; 1977. Activation of precursors to hoth
glycoproteins of Newcastle disease virus by proteolytic
cleavage. - Virology 77: 125. ' A

pardue R.L., Brady AR.CV.. Pexry G. W., Dedman J.R.; 1983: Production
of monoclonal antibodies against calmodulin by "in vitro®
immunization of spleen cells. J. Cell Biol. 96: 1149-1154.

Parikh I., March S., Cuatrecasas P.; 1974, Topics in the
methodology of substitution reactions with agarose, Methods
Enzymol. 34: 77-102. ‘ '

Pettengill G.S. y Soremsen G.D.; 1967. Murine myeloma cells in - o
_suspension cultute. Bxp. Cell; Res. 47: 608. -

Pontecorvo 6., Riddle P.N. y Hales A : 1977, Time and ‘made of
fusion ot human fihroblnts treated with polyﬂayleneglycol. :
(PEG). !tature 265: 257-258.

éoésani L.D., Alggsn a.c., Fletch.ar. P.L. Jr. Erickson B.MW. 1977.
Purificatibn and properties of ma.maiiah toxins from the
vencm of the Brazilian scorpion Tityus serrulatus. Lutz. and.
Hello. Jb;ch Biochem. Biophys. 180 : 394-403. '

Possani L.D., Ramixez G.A., Fletcher P.L. Jr., Gurrola M.A.H.;
1978, Isolation of two mammalian toxins from the venom of
the mexican scorpion Centruroides elegans (Thorell). FEBS

Letters 91(2): 261-264.




20.

9.

92.

93.

94.

‘95,
96.

97.

'Possani E,.D., Fletcher P.L. Jr., Alagén A.B.C., Alagdn A.C., Julid
J.2.; 1980. Purification and characterization of a
mammalian toxin from venom of the mexican scorpion,
Centruroides limpidus tecomanus Hoffmann. Toxicon 18: 175-
183.

Possani L.D., Steinmetz W.E., Dent M,A.R., Alagén, A.C., Withrich, K.;
{1981la. Preliminary spectroscopic characterization of six
toxins from Latin American scorpions. Bioch. Bioph. Acta.
669: 183-192.

Possani L.D., Dent M.A.R., Martin B.M., Maelicke A., Svendsen I.;
1981b. The amino terminal sequence of several toxing from the
venom of the mexican scorpion Centruroides noxius Hoffmann.
Carlsberg Res., Commun. 46: 207-214.

Possani L.D., Martin B.M. Mochca-Morales J., Svendsen I.; 198lc,
Purification and chemical characterization of the major toxins

from the venom of the brazilian scorpion Tityus serrulatus

Iutz and Mello. Carlsberg Res. Commun. 46: 195-208.

Possani L.D., Fernéndez de Castro J., Juliid J.Z.; 1981d.
Detoxification with glutaraldehide of purified scorpion
{Centruroides noxius Hoffmann} venom. Toxicon 19{(2): 323-9,

Poste G. y Allison A.C.; 1973, Membrane fusion, Biochim. Biophys.
. Acta 300: 421. :

Poter M.; 1972. Immunoglobulin producing tumors and myeloma
proteins of mice. Phsyiol. Rev. 52: 631-719.

Pottex M,, Rudikoff S,, Radlan E.A. y Urana M.; 1977, Covalent
structure of the antigen bhinding site: Antigen-binding
myeloma proteins of the BALB/c mouse, en: Antibodies in
Human Diagnosis and Therapy (E. Haber and R.M. Krause eds.)
Raven Press, New York pp 9-28.



98, Potter M.; 1978. Antigen—binding myeloma proteins of mice. Adv.
Immunol. 25: 141.

99. Power J.B., Cummins S,.E. y Cocking E.C.; 1970, Fusion of
isolated plant protoplasts. Nature 225: 1016-1018.

100. Power J.B. y Cocking E.C.; 1971, Fusion of plant protoplasts. Sci.
Prog., Oxford 59, 181-198.

10L. Pochat H,, Rochat C., Kopeyan C., Miranda F., Lissitzky S., Edman
P.; 1970. Scorpion neurotoxins: a family of homologous

proteins. FEBS Lett. 10: 359-351.

102, Rochat H., Bernard P.,, Couraud F.; 1979. Scorpion Toxins:
Chemistry and mode of action. In: Advances in Cytopharma-
- cology Vol. 3, ed. B. Ceccarelli and F. Clementi. Raven

Press, New York.

103. sampieri F., Habersetzer-Rochat C.; 1975. Structure function
relation ship of scoxrpio neurotoxins. Communication at the
4th International Symposium on Animal, Plant and Microbial
Toxin. Tokyo (1974) Abstract: Toxicon 13: 120,

104. Schaeffer P., Cami B. and Hotchkiss R.D.; 1976. Fusion of
‘ bacterial protoplasts. Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A. 73:
2151-2155, ‘

105, Schatjft _H.D.f 1:974. The synthesis, assembly and secretion of
‘ immnoglobulin: A biochemical and genetic approach.
Harvey Lact. €9: 125. '

106. Scharff M.D. y Laskov R.; 1970. Synthesis and assembly of -
immunoglobulin polypeptide ¢hains. Prog. Allergy. 14: 37,

107. Scheid A., Caliguiri L.A., Compans R.W. et al.; 1972 Iso;ation
' of paramyxovirus glycoproteins. Association of both
hemagglutinating and neuraminidase activities with the larger
SVS glycoprotein. Virology 50: 640-52.



108.

109,

110.

111.

112.

113,

14,

115.

116.

Scheid A, y Choppin P.W.; 1973. Isolation and purification of the
envelope proteins of Newcastle disease virus, J. Virol. l1:
263.

Scheid A. y Choppin P.W.;. 1975. Activation of cell fusion and
infectivity by proteolytic cleavage of a sendai virus
glycoprotein. En: Proteases and Biological Control (Reich
E., Rifkin D.B. y Shaw E., eds.) p.p. 645-659. Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Narbor, New York.

Scheid A., Choppin P.W.; 1977. 1Two disulfide-linked polypeptide
chains constitute the active F protein of paramyxoviruses.
Virclogy 80(1): 54-66.

Selvarajan V.R., Narayana Reddy K., Swami K.S5.; 1975. Scorpion
venom effects on succinate dehydrogenase activity of sheep

tissues. Toxicon 13: 143-144.

Shulman M., Wilde C.D. y Kbhler G.; 1978. A better cell line for
making hybridomas secreting specific antibodies. Nature 276:
269,

Shulov A., Levy G.; 1978. Venoms of Buthinal. In: Arthropord
Venons Handbook of Experimental Pharmacology Vol. 48 Ed.
Sergio Bettini. Springer-Verlag, New York. pp. 309-317.

Stdhli C., Staehelin T., Miggiano V., Schmidt J. y Haring P.; 1980. -

' Hiqh frequencies of antigen-specific‘hybridomas: Dependence
on immunization parameters and prediction by spleen cell
énalysis. J. Inmunol. Methods 32: 297.

Szybalski W., Szybalska E.H., Ragni G.; 1962. Genetic studies with
human cell lines. MNat. Cancer Inst. Monogr. 7: 75-89.

Tanford C.; 1961. Physical Chemistry of Macromolecules, pp.
114-200, Wiley, New York.



.

118,

119.

120.

121.

122,

123.

124.

125.

Thiele C.J., Morrow C.D., Stevens R.H.; 1981. Multiple subset;s‘
of anti-tetanus toxoid antibody-producing cells in human
peripheral blood differ by size, expression of membrane
receptors, and mitog’en reactivity. J. Ymmunol. 126(30:
1146-1153.

Tozawa H., Watanabe M. e Ishida N.; 1973. Structural ;qmponents,of
sendal virug. Serological and physicochemical characterization’
of hemmagglutinin subunit associated with neuraminidase acti-

vity. Virology 55: 242.

Wallin A., Glimelins K. y Erikkson T.; 1974. The induction of
aggregation and fusion of Dancus carota protoplasts by
Polythilene glycol. Z. P£l. Physiol. 74: 64-80.

Watt D.D.; 1964. Biochemical studies of the venom from the

scorpion Centruroides sculpturatus. Toxicon 2: 171-180.

Watters J.J., Possani L.D., Mochca-Morales J., Hess B.;- 198l1.
Determination of alfa-helix and beta-sheet structure in
toxins purified from the venoms of Latin American scorpions.
4th. Eur. Symposium on Animal, Plant and Microbial Toxins,
Marseille, Francia. Abstract: Toxicon 20(1): 8l.

Williams A.F., 1977. Differentiation antigens of the 1ymphocy£e
cell surface. Contemp. Top. Mol. Immunol. 6: 83,

Williamson A.; 1971. Biosynthesis of antibodies. Nature 231:
359, ' -

‘Wolpe S.; 1983. In vitro immunization and growth of hybridoma in

‘gexum free medium. En: Mather, J. (Ed.) Mammalian Cell
Culture: The Use of Serum-Free and Hormone-Supplemented
Media. Plenum Press (En preparacién).

Y¥anagimachi R. y Usui N.; 1974. cCalcium dependence of the acroscme
reaction and activation of guinea pig spermatozoa. Exp. Cell
Res. §89: 161-174.




126.

127.

128.

129.

130.

Yelton D.E., biamond B.A., Kwan S.P., Scharff M.D.; 1978. Fusion .
of mouse myeloma and spleen cells, Curr, Top. Microbiol. -
Inmunol. 81: 1-7,

Zlotkin E., Rochat H., Kopeyan C., Miranda F., Lissitzky S.; 1971.
Purification and properties of the insect toxin from the
venom of the scorpion Androctonus australis Hector. Biochimie.
53: 1073-1078. '

Zlotkin E., Miranda P., Lissitzky S. 1972. A toxic factor to
crustacean in the venom of the scorpion aAndroctonus australis
Hector., Toxicon 10: 211-216.

2lotkin E., Miranda F., Rochat H.; 1978. Chenistry and Pharmacology
of Buthinae Scorpions Venoms. In: Arthropod Venons.
Handbook of Experimental Pharmacology vel. 48. Ed. Sergio
Bettini. Springer Verlag, New York. pp. 317-369.

Zurawski V.R. Jr., Harber E. y Black P.H.; 1978. Production of
antibody to tetanus toxoid by continuous human -lymphoblastoid
cell lines. Science 199: 1439,




	Portada
	Índice
	I. Resumen 
	II. Antecedentes
	III. Material y Métodos


	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Referencias



