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RESUMEN. 

El propÓsito de este trabajo fué el de fusionar el nú­

cleo de una célula sornática de conejo con un ovocito de con~ 

ja, mediante viruu Sendai inactivados previamente por irra­

diaci6n ultravioleta. Gracias al est!.mulo que representó la 

introducción del núcleo de la célul.a somática se logró la d! 

visión celular del ovocito. 

Una vez extirpados los ovarios de coneja, se extraje-­

ron los fol!culos y de éstos los crvocitos, que :Lnmediatamen­

te fueron remojados en una solución de pronasa, 'Para poder -

eliminar la zona peJ.6cida, ayudados por microagujas adecua­

das para e1 tamaño del ovoc:l.to, que es aproximadamente de -

140 }1· 

Se relizÓ un cultivo de tejidos de riñón de conejo pa­

ra tener las cél.ulas de este órgano como donadoras de núcle­

os. Para poder fusionar las células somáticas con los ovoc,! 

tos, se utilizaron virus HVJ (Sendai) inactivados. 

Una vez puestos en contacto el ovocito y la célula so­

mática en la solución viral se observó l.o siguiente: Duran­

te las primeras veinticuatro horas hay fusión de la cél.ula -

som&tica con el ovocito; a las cuarenta y ocho y setenta y -

dos horas se presentan dos divisiones mitÓsicas sucesivas. 

Este huevo,.resultante de la fusión del ovocito con -­

una cfilula som&tica, tiene toda ·la informaci6n genética -
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necesaria para poder desarrollarse en un organismo completo, .• 

si se trasladara a las trompas uterinas de una coneja preñada. 

Este expei::imento implica e1 control gen~tico total del -

producto y abre un campo de estudio ilimitado. 
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!.1i T R o D u e e I o N. 

1.- FUSION CELULAR. 

La fusión celular es el proceso de formac.tón de células 

h!bridas: homocari6tic&s o heterocarióti.cas. O sea, células­

h!bridas con n<icleo y citoplasmas de un mizmo tipo o c~lulas­

h!bridas con núcleo y citoplasmas de diferentes especies - -

(Watson, 1974). 

La fusión celular citoplásmica es fundam~tal para la -

formación de estos policariontes y representa un paso. esencial 

en la fusi6n celular e hibridaci6n Caarski, 1970). La fusión 

ce1ular y la formación de células polii1ucleadas es un fenóme­

no poco frf'!Cllente en condiciones normales. Las células poli­

nucleadas aparecen frecuentemente en condiciones patolÓgicas­

(Steplewski ~ .!!!• 1970), las cuales fueron primerl'l~ente des­

critas en observaciones de tumores y más tarde en lesiones f:!l 

flamatorias, tal vez causadas por virus (Harria, 1970; Sche­

neeberger y Harris, 1966). 

Gracias a los m~odo~ de cultivo de tejidos, introduci­

dos por Harrison (Harris, 1970), se hicieron numerosas obser­

vaciones de fusión celular en cultivo de tejidos en animales. 

!létodos P$ira producir la fusión celular.:. 

Existen tres métodos para fusionar células somáticas: 
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a) Por inducci6n de la actividad con virus inactivados. 

b) Por compuestos quÍmicos como la lisolecitinao 

e) Por microcirug!a. 

a) Fusi6n celular por medio de virus. 

Es enigmático como los virus de diferentes familias son 

capaces de inducir la fusi6n celular y, consecuentemente, la 

formaci6n de policariontes. Los policariontes han sido des­

critos en tumores inducidos por el virus del sarcoma de Roux, 

virus del polioma, el SV40. Los virus que inducen policario_!l 

tes sin daño celular aparente pertenecen a los grupos de los 

Herpesvirus, Poxvirus, Myxovirus y Paramyxovirus. 

La fusi6n de dos diferentes tipos de células en presen­

cia del virus Sendai da como resultado la formación de heter2 

cariocitos. Este hecho fué primeramente comunicGdo por Okada 

y Harris en 1970 (Steplewski·, 1970). 

En 1962 Okada y, mas tarde, Kurayama en 1975, demostra­

ron que la radiaci6n ultravioleta reduce o suprime la mul ti­

plicac:f.6n del virus Sendai en las células sobre las cuales ..... 

son a(tsorbidos, pero no suprime su acción fusionante (Watkins, 

1971)0 Con la incorporación de los marcadores timidina y ur! 

dina tritiadas, los m.ismos autores han demostrado que la s!n­

tesis de ADN y ARN no es afectada en los núcleos de las célu­

las fusionadas por el virus inactivado. 

Se han obtenido resultados similares utilizando virus de 
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Herpes simple.'!:, inactivados por radiación Ultraviol.eta, fusio­

n!ndose células humanas KB suspendidas con células de~~ 

cricetus (Hamster) BHK21. Se formaron los heterocariontes hu­

manos-hamster en los cuales la incorporación de timidina -tri­

tiada continG.a despul!s de la fusión. Se obtuvieron policario,!! 

tes artific.iales mediante la fusión con myxovirus, .inactivado 

por radiación ultravioleta utiliz&ndose en particular cepas de 

virus Sendai, exhaustivamente estudiadas por Harris, y por - -

Watkings y su grupo (Barsk.1, 1970; Rao ~ !.!.• 1972). 

b) Fusión celular por inducción qu!mica. 

Por su bien conocida acción hemol!tica, la lisolicetina ha 

sido reportada como una sustancia que induce la fagocitosis e­

incrE!llenta la permeabil.idad de las membranas celulares y causa 

prelisis esférica en los. eritrocitos. La l.isolecitina ha sido 

usada en varios procedimientos de fusión de las membranas J:a -

.Y!.5'.2.• Los tratamientos con lisolecitina de estos sistemas de 

membranas dan lugar a elongaciones de formas .irregulares 

(Ahkong & !.!.•• 1972; Rao ~ .!!.!.• 1972). La lisolecitina puede 

inducir .la fusión de cél.Ulas ~~formando homo y hetero-­

cariontes (Gledhill., 1972). La fusión celular, por lo tanto, 

va acompañada de una degradación de las células tratadas, sin 

daños extensos en las membranas de las mismas. 

La posibilidad de que la lisolecitina y otras sustancias 

qu!micas puedan ser usadas para la fo.:m:!ción de cél.ulas h!bri­

das, en vez de usar virus, es de considerable interl;s; este m! 

todo químico ofrecerla particularmente varias ventajas aparen-
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tes como ahorrar el tiempo e.'llpleado en cultivar los virus y 11a­

llar la concentración adecuad"' del factor de fusión que se ne.::~ 

sita para cada tipo de viru:::, además de evitar la búsqueda de i.111 

lugar de almacenaje adecuado. La lisolecitina ha sido usada tam 

bién en la formación de hi.bridos entre dos células mutantes, una 

de e1las con deficiencias enzimáticas. La concEmtración de la -

solución de lisolecitina y el pH en que se lleva a cabo la fusi6n 

es de gran importancia para la formación afortunada de células 

h!bridas. Crece~ !1,.(1971), observó que el número de colonias 

de c&l.ulas h!bridas, después del t.ratamiento con vi.rus SCndai, -

fue dos veces m&s grande que las tratadas con lisolecitina. Pue­

de ser que, en contraste con los virus Sendai, le: lisolecitina a­

una concentración de 200 pg/ml. (Croce ~ !!.• 1971), sea excesi­

V8lllente ci:totóxica reduciendo el total del número de células Út_!. 

les para la fusión celular. Por lo tanto, es ill\portante determl:, 

nar la citotoxicidad de la lisolecitina pai::a cada tipo celular -

usado en experill\entos de hibridización (Croce ~ !!.• 1971; Kopr~ 

wski ~ .!!.• 1973). 

La eficiencia en la formación de homocariontes depende del 

origen de la l!nea celular y de la técnica de inducción de la fu­

sión: lisolecitina o vi.rus Sendai. Aparte de la lisolecitina 

han sido encontrados otros compuestos qu!micos que producen fu­

sión celular en diferentes grados: Retinol, ácido oleico, ·áci­

do linolenico, &cido láurico, ácido glic:ocerol monoláurico, ¡no­

noÓleato de glicerol y alcohol selachylico (Eter -o<- oleil-gli­

cer!lico). Ohservfuidose que el más efectivo es el mono-oleato -

de glicerol y también menos dañino que la lisolecitina (Lucy ~ 

!1• 1971; Diacumakos ~.!!.· 1972). 
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e) Fusión celular por microcirugía. 

Los hÍbrídos de células som&ticas de mamí.feros pueden ser. 

formados por el camino más directo y preciso de la fusión celu­

lar: la microcirugla (Gordon, 1975; Dicumakos ~!!!.· 1972). In! 

eialruente Diacumakos y col. (1972) fusionaron células de una -

misma poblaci6n, aunque tambiél es posible fusionar células de­

dos diferentes poblaciones o especies. La fusión de células por 

microcirug!a puede realizarse en cualquier etapa del ciclo celu­

lar. Se observa que el mayor indice de fusi6n se lleva a cabo -

cuando las células se encuentran en telo:fase. 

Aé:ción del virus en la fusión. 

Los mecanismos de la inducción por virus de la fusión ce­

lular han sido estudiados por Barski, (1970). El primer paso pa 

rece ser una adsorción masiva del virus sobre las superficies c~ 

lulares. Los procesos de fusión principian por la formación de­

puentes citoplásmicos entre ~as células, los cuales se alargan -

rápidamente, permitiendo fluir libremente el citoplasma de célu­

la a célula. Schneeberger y Harris (1966) fallaron en sus intE!!, 

tos de detectar partlculas virales en el sitio donde los puentes 

citoplásmicos son formados. Admitiendo que los virus pueden ac­

tuar por inducción de algunos cambios generales en la célula, eE, 

pecialmente en su membrana. 

Eh 1968, Hosaka y 1<",,'¡shi, (Ba=ski, 1970), informaron que -

después de transferir a 37°c las células del tumor ascítico de -
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Eh.t'lich con virus Sendi1:t, previamente adsorbidos en el :fd.o¡ la 

al te.raci6n local de membranas en cl!lulas vecim1s y la for.macilm 

de puentes citoplásmic:os entre ellas, es directamente inducida 

por el contacto del vi.rus eon las mCI"...br.anas celulares. Koh.n en 

1965, (Barski, 1970) intenta identificar los componentes del v.;_ 

rus de la enfermedad del N'ewcastle, resporusaJ:;lc:.; de la fui=:i6n -

celular. En algunos tratamientos se observó, que solamente - -

agentes que hidrolizan lipidos en la envol 'cura viral, suprimen 

la facultad del virus Ne11ico.stle para provocar la fusión celular 

y la formación de sincicios. 

Los avances r&pidos en el desarrollo de las técnicas de -

fusión celular fueron posibles a través del uso de los virus -

(Steplewski, 1970). Cuando algunas células son mezcladas en -­

presencia de virus Sendai, sus membranas se unen, el citoplasma 

llega a mezclarse y se forman células multinucleadas horno y he­

terocariontes por fusión celular (Gordon, 1975; Scheid y Choppin, 

1973). Los receptores para los virus se encuentran distribui­

dos ampliamente en las membranas celulares (Steplewski, 1970; -

Gordon, 1975). 

Naturaleza del factor de fusión. 

El factor de fusión producido por el virus de la enferme­

dad de Newcastle y el virus Sendai, consiste como en otros par,!!_ 

myxovirus de una envoltura lipoproteica. La supel:'ficie <lel vi­

rus presenta proyecciones de mucopolisacáridos hemaglutinantes­

as1 como neuraminidasa activa, que en los virus es probable que 

que ::.e encuentra entre las proyecciones. 



La actividad de la fusión celular par.ece esta!: asociada con 

la presencia de uná glicoproteína+ con peso molecular de 53,000 

formada por una molécula precursora grande (f ) poi: divisi6n pro­
º 

teol!tica; la facultad de fusionar c~lulas también puede depender 

de la presencia de otros componentes de la envoltura viral. El -

grado de fusión es posible pr0l3overlo por contacto celular, en 

suspensión o sobre una superficie, y variando la proporción de e~ 

da tipo celular (Gordon, 1975; Scheid ~ !l• 1973; Steplewski, 

1970). La suceptibilidad de células diferentes para fusionarse,-

varia por la presencia en la mecibrana plasmática de la c~lula, de 

zonas de distinta composic16n qu!i:lica (Haywood, 1973). 

La actividad de la fusión no est! asociada con la infectiv.!, 

dad, porque los virus retienen su facultad de fusión después de -

inacti.varlos; la integridad de los fosfol!pidos de la membrana v.!_ 

ral parece estar unida con la facultad del virus para causar la -

fusión celular, ya que los tratamientos con lipasas fosfolipasas-

y detergentes destruyen el factor de fusiÓn (Steplewski, 1970). 

Mecanismo de la fusión 

El posllile papel de los componentes espec!f icos virales en­

la fusión celular ya han sido m~onados. La hemaglutinina y -

net!raminidasa viral pueden contribuir a un t:uncionamiento adicio-. 

nal para promover el contacto celular y modificar la membrana -

plasmática (Gordon, 1975). Pueden distinguirse varios pasos en el 

proceso de la fusión celul.ar, basados en la fusión 

+ Denominada glicoprote!na (F). 
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de c~ulas del tumor asc!tico de Ehrlich: 

a) Aglutinaci6n de las c~lu.1as por el virus en el fr!o. 

Todos los pasos subsecuentes se realizan a 37°c. 

b) Se establece el contacto de menbranas celulares adyacentes 

de las cfil.ulns aglutinadas, cercanas a los vLrus adsorbidosº 

e) Alteraci6n de las membranas celulares que est&n en contacto 

con el virus, de c~ulas adyacentes. 

d) Conexi6n de las membranas cel.ulares rotas, de c~ulas adya­

centes y formaci6n de puentes citopl&smicos. 

e) Alargamiento de los puentes citopl&smicos y englobamiento del 

virus dentro de ves!cul6s. 

f) Redondeamiento de cillulas fusionadas y formaci6n de vesicu-

las conteniendo vi.rus y alteraciones de algunos de ellos -

(Steplewski, l.970). 

La fusi6n es independiente de la s!ntesis proteica celular, 

as! como de la s!ntesis de ADN o ARN. La inducci6n o proceso .... 

de fusi6n, requiere de la presencia de cationes divalentes como-

++ ++ ! 6 Ca y Mg que son cr ticos para el proceso de fusi n celular, 

ya que juegan un papel importante en la estebilizaci6n de la 

membrana o en los procesos reparadores; pues en su ausencia so-

breviene la lisis celular. El pH debe ser entre 7.3 y a.o 

(Steplewski, 1970, Gordon, 1975; Okada et al. 1968). 

Reactivaci6n de los nGcleos. 

En muchas c~lulas altamenta especilizadas el nGcleo ge--

neralmente no se diV'ide; sin embargo, esta propiedad no repre.-
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senta una diferenciación nuclear irreversible, ya que tales nú­

cleos se activan si son i.-itroducidos en un citoplasma menos di­

ferenciado, ya sea utilizando microciL-ug!a o fusión celular por 

virus (Watson, 1974). 

Cuando se fusiona un eritrocito nucleado de ga1lina con -

una célula humana de cultivo de tejido canceroso (la cepa HeLa), 

el núcleo del eritrocito reanuda la síntesis tanto del ADN como 

del ARN. La reactivación se inicia con un aumento del volumen -

nuclear que pexmite a los cromo:;001as del eritrocito de gallina,­

antes estrechamente compactos, expandirse y controlar la sinte­

sis del ARN. Mediante este experimento se han podido ac1arar a,!:. 

gunos aspectos de interrrelaciones celulares. En al~a forma -

desconocida, el citoplasma de la célUla HeLa debe a¡:ortar al nú­

cleo del eritrocito de gallina componentes que le permiten fun­

cionar (Watson, 1974; Barsld., 1970). 

·Aplicación de la fusión celular a problemas de la embriologia de 

mam!feros. 

El papel del núcleo en la diferenciacion embrionaria ha e.::, 

tado sujeto a datos experimentales que se iniciaron con investi­

gaciones sobre emb.t·iolog!a. En las primeras experiencias real.i­

zadas, algunos autores creian que la diferenciación es el resul­

tado de divisiones nucleares cualitativas (Watson, 1974). Es ~ 

cir la dilerencia de los blastómeros al recibir dif~e.ntes par­

tes del núcleo es lo que determinar!a su subsecuente diferencia­

ción (Briggs y King, 1952). 

Se ha postulado la posibilidad de que .los núcleos celula-
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res puedan diferenciarse en respuesta a las distintas regiones 

en el citoplasma y que tales cambies nucleares ~edan tener -

efectof;I ;:;ec!procos sobre él rnismo durant~ la diferenciaci6n ce 
. o -

lUlar (Grant, 1972). Experimentos de este tipo se realizan-~ 

trasplantando n~cleos de c~lulas diferencíadas a ovocitos e.nu­

cleados; tomando en consideraci6n que el citoplasma de un ova-

cito normal es capaz de dar origen a toda una gama de tipos e~ 

lUlares diferenciados. La realizaci6n de experimentos en mam,! 

feros es mucho m&s complicada, pero las técnicas de fusi6n ce-

lUlar conocidas nos ayudan para que se lleven a cabo (Briggs -

and King, 1952; Steplwski ~ &• 1970). 

Enucleaci6n. 

Uno de los problemas m&s interesantes en biolog!a es el 

estudio de las interrrelaciones citopl&smicas en c~ulas euc_! 

rientes. Los n6cleos son trasplantados en otros citoplasmas -

cnucleados (Goldman ~ .!!• 1974). Las primeras enucleaciones­

fue.ron realizadas en ami bas(Kopac, 1959), y en algas (Haemmer­

ling, 1953). Posteriormente se realiz6 en ovocitos de rana, i.!!, 

yect!ndole un ;-.6cleo de cfilUla som~tica del mismo animal 

(Briggs and King, 1952), fiMlmente se obtiene como resUltado -

el desarrollo exitoso de un anfibio normal (Gurdon, 1963, 1960). 

La enucleaci6n de los ovoci tos de rana puede ser lograda por 11\2, 

dio de succi6n o por eXposici6n del huevo a radiaci6n ultravio-

leta (Gurdon, 1960)q 

Algunos trabajos anteriores mencionan que Graham en 1968, 

(Steplewski ~!!.· 1970), logran transferir n6cleos de c~ulas-
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som!ticas de médula 6sea, a huevos no fertilizados de ratas y r~ 

tones, por medio de virus Sendai inacti.vados, y se obtienen hue­

vos de dos c€!lulas, los cultivan tres dias ~~y los trans­

fieren al fitero de animales pseudoprcñados; sin embargo no hubo 

un desarrollo m!s all6 de dos cfilulas .:!:!! ~· 

Las técnicas de micrornanipulaci6n pueden causar daños irre­

parables a 1a c~ula, cosa que se reduce ·casi al m!nimo si se in-

' ti:'oducen los nGcleos por fus.i.6n celular o logrando la enucleaci6n 

con tratamientos de citochalasina B (l?rcscott end Kirkpatrick, -

1973; Wrigh, 1973; Poste, 1973). Esta droga es obtenida a partir 

de cultivos de hongos, e inhiben la citocinesis sin detener la d.!, 

visi6n celular (Croce, 1974; Prescott, 1972). Los métodos de enu­

cleaci6n han abierto nuevos horizontes en el estudio de la gen~ti­

ca, de mnnera que se pueden intencionadamente tomar una estructura 

subcelular y colocarla en otra célula (Loyter, 1975). 

Importancia de la fusi6n celular. 

Los estudios sohre la fusi6n celular han incrementado las .. 

investigac:ione.s para obtener células hihridas y estudiar su compo!. 

tamiento genético ulterior que, seguramente, ayudar&n a aclarar f~ 

n&nenos que hasta la fecha se encuentran desconocidos. A partir de 

:1.960, la hibridizaci6n celular ha desarrollado una nueva Srea de -

estudio de biolog!a en c~lulas .so~&ticas y en gen~tica. Se han -­

edificado nuevos conceptos concernientes a la herencia, diferenCi,! 

ci6n, mecanismos de la expresi6n gen~tica y transformaci6n de c~ 

lulas malignas (Barski, 1970). 
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Las técnicas de fusión celular tienen muchas aplicaciones, gra­

cias a ellas es posible obtener hÍl>ridos entre células de dife­

rentes genotipos; dando la oportunidad de estudiar relaciones -

nÚcleo-citoplasmSticas en c~lulas de mam1feros por caminos si­

milares a las investigaciones de técnicas de trasplantes nucle.!!, 

res en protozoarios y ovocitos de anfibios (Rao and Johnson,~ 

1972). Las técnicas de fusión celular tienen tambifui aplicaci2_ 

nes en estudios sobre la regulaciéin de la s!ntesis de ADN e in,! 

ciación de la mitosis, ya que la latencia de muchos núcleos d.!; 

saparece cuando sus c~lulas respectivas se conjugan con otros -

tipos celulares. 

Una aplicaciÓn muy importante de la fusión celular, es la 

del control genético. Al reactivarse los núcleos de c~.lulas so 

máticas, introducidos a ovocitos enucleados, se puede obtener -

un organismo con toda la inforrnación genética de la célula somá­

tica, dándonos la posibilidad de escoger las caracter!sticas de 

tal organismo. 
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2.- ME'l'ODOS 

El m~todo seguido en este trabajo consiste de ~uatro eta-

pas: 

a) Cultivo de tejido de riñón 

b) Obtencibn y Hmpieza de ovocitos. 

e) Irradiación y dilución del virus Sendai. 

d) Fusi6n.de células de riñón con ovocitos. 

a) cultivo de tejido de riñón. 

El cultivo de tejidos de riñón fué obtenido por el método 

de tripsinización (Kruse, 1973). 

Se sacrifica un conejo de 4 a 9 semanas de edad, se abre 

ventralmente haciendo tres incisiones: una sobre el costado iz-­

quierdo o derecho, otra en la parte anterior un poco arriba del­

diafragma y la tercera hacia la parte posterior cerca de la re­

gión genital. Hechos estos cortes, se levanta la piel como si -

fuera una hoja de libro, se localizan los riñones y se extraen. 

Se colocan en una caja de petri estéril que contiene 10 ml. de -

solución salina balanceada de Hanks (HBSS), para eliminar de los 

Órganos los excesos de sangre y grasa. Se decapsulan y se pasan 

a otra caja de petri con solución de Han>. 'l. Después se cortan -

longitudinalmente, descartando la ~arte medular. Posteriormente, 

se fragmentan en secciones pequeñas utilizando tijeras; se pasan 

a un vaso de vidrio grueso en donde se trituran lo más fino que­

sea posible y se lavan diez veces en solución salinR de Hanks, PS 

ra el:imi."lar completamente la sangre. Ya lirapios los fragmentos-
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de riñón, se colocan en un matraz con "mosca magnética" en 150 ml. 

Ó • ++ ++ de soluci n salina amortiguadora libt·e de Ca y Mg {Cl"i.F/PBS) ,-

con tripsina al 0.25%. 

El matraz es colocaco durante 20 minutos, en una estufa -

con una temperatura controlada de 37°c, en donde se encuentra un-

agitador magnético con el fin de disociar las célUlas. Pasado el 

tiempo señalado, se retira el matraz del agitador, se deja reposar 

U.."l poco, se descarta suavemente el sobrcnadante, para eliminar fas 

tores tóxicos que podr!an afectar el cultivo y se agrega nuevamen­

te solución fresca, se repite el paso anterior. A partir de éste 

los sobrenadantes de las tripsinizaciones se filtran a través de -

una malla de gasa y se incuban en hielo. Se repite el proceso ha,!!. 

ta que las células han sido disociadas y queden solamente grumos -

de tejido conectivo. 

L<>s sobrenadantes recolectados se colocan en tubos de c~ 

tr!fuga; se centrifugan a 600 g durante diez minutos y se decanta 

• 
el sobrenadante de los tubos, se resuspenden los "botones" de cada 

uno de los tubos <m medio de clll.tivo de Eagle, con el fin de dete­

ner la acción de la tripsina. ;>e juntan los "botoües 11 y se vuelve 

a centrifugar durante el mismo tiempo a las mismas revoluciones;­

se des<':arta el sobrenadante. El "botón" obtenido es nuevamente -

resuspendído en 100 ml. de mediode Eagle fresco, se toma 1..5 ml. -

de la suspensión celular, cuya concentración es de 2x 105 células/ 

ml., se agrega a los tubos de Leighton que contienen laminillas de 

vidrio y se incuban en una estufa a 37°c~ Periódicamente se revi-

san y si es necesario se les cambia el medio. 
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b) Obtención y limpieza de ovocitos. 

Se sacrificaron conejos de seis semanas de edad, ';ji.le ya 

hablan tenido gazapos, se abren de igual manera que se hizo pa­

ra obtener los.riñones¡ se localizan y extraen los ovarios co­

locándolos en cajas de petri que contienen solución amortiguad.2_ 

ra ( CI1F' /PBS) • 

Para realizar la extracción de los folicuJ.os del ovario, 

se utilizaron agujas de sutura y pinzas de relojero (fig. 2), -

que permiten sujetar y rasgar el tejido ovárico para separar los 

fol!culos (fig. 3). Todo el proceso se lleva a cabo bajo un mi­

croscopio de disección. A continuaci6n y utilizando también las 

agujas de sutura, se procede a obtener los 6vulos de los fol1cu­

los que salen expulsados por el liquido folicular. Los avocitos 

(fig. 4) se colocan por medio de micropipetas en una solución de 

pronasa con una concentración de o.0125%, para limpiarlos de cé­

lulas foliculares (fig. 5) y de la zona pelÚcida (figo 6). Se -

lavan con soluci6n amortiguadora y se tienen listos para traba-­

j ar. 

c) Irradiación y diluci6n del virus Sendai. 

Los virus Sendai iueron inactivados utilizando radiación 

ultravioleta. Uno o dos ml. del concentrado viral se coloca en­

una caja de petri, se exponen a la luz de una lámpara de arco de 

mercurio de 30 watts a una distancia de 15 cm. durante 5 minutos 

(Gurdon, 1968; Rao, et al. 1972). La suspención viral debe ser 

agitada suavemente a intervalos aproximados de un minuto para -

asegurar que todo el concentrado viral sea inactivado. Después 
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de diluir éste en solución de Hanks sin glucosa {se ~~contró co­

mo concentración adecuada 200 UHA/ml); se toma un mil1li tro de -

la dilución viral para su uso iurnediato y se almacena el rcsto·­

en el congelador. 

d) Fusión de células de riñón con ovocitos. 

Al encontrarse las células del cultivo de riñón en condl:_ 

cienes Óptimas, se procedió a realizar el experimento objeto de­

este trabajo: La fusión de un ovocito con una c~lula somática -

por medio de virus Sendai inactivados. Para tal efecto se fabr_i. 

có una cámara de cultivo, con un ¡::.ortaobjetos y tiras delgadas -

de vidrio (fig. l (A); se escoge el largo y ancho de la cámara 

de acuerdo con las dimensiones de la laminilla donde están las -

célUlas de riñón en cuJ. ci.vo. Dentro del recinto, formado con -

las laminillas, se colocan los ovocitos y se esparcen a todo lo­

largo del mismo, se pone sobre ello~ la laminilla con las células 

de riñón fig. l (B y C) y se busca el campo adecuado de c~lulas­

(fig. 7) para que queden estas sobre los ovocitos. 

Hecho esto se agrega la dilución viral, previamente - -

inactivada, hasta cubrir todo el volumen del recinto construido, 

se coloca un cubreobjetos encima y se selln la preparación con -

parafina (fig. l (d). La cámara se incuba a una temperatura 

de 4ºC durante 10 minutos y se mete después en una estufa a -

37°c por un. lapso de 30 minutos. Al término de este ped.odo, 

la preparaci6n se lleva a un microscopio con termostato y cáma­

ra fo~ográfica adaptada para su observación y toma de foto9ra-
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A 

e e 

Figura -1 [tapas en la conatrucclÓn de una cámara para fualonar ovocito1 y célulaa somáticas· 
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Fig. 1.- Ovario co171pleto de coneja con folículos 
(F). (Película polaro~_d, 7x campo claro). 

Fig. 2.- Folículos aislados de conejo (F) (Pelícu­
la polaroid, lOx car.-ipo claro). 



21 

Fig. 3.- Ovocito de coneja i:iostrando su núcleo (n), zo­
na pelÚcida (p) y c6lulas foliculares (f). (Pe 
l:f.cula polaroid, 200x contraste de fase). 

Fig. 4.- Ovocito de coneja 1~10strando su zona pelÚcida 
(p) después de eliminar las células folicula­
res con una solución de pronasa. (Película -
polaroid, 400x campo obscuro). 
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Fig. 5.- Ovocito de coneja después de haber eliminado 
su zona pelÚcida con una solución de pronasa. 
(Pelicula polaroid, 400x campo obscuro. 

Fig. 6.- Célula de riñón aislada (c). Se observan per­
fecta;;1cmte todas sus Dartes. Se 1i1ues tra !)a::-te 
de la m:!.cropipeta. (P~Ltcu~.a )anatornic X, K0-
dak. 240x contraste de fase). 
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fr!as. 

3.- RESULTADOS 

Después de una serie de pruebas con diversas diluciones 

del contenido viral, se encontr6 que 200UHA/ml. , es una conce.u 

traci6n adecuada para producir la fusi6n celular. 

Al poner la laminilla de cfilulas en la cfunara (fig. l 

(C) con la soluci6n viral, se observó aglutinaci6n y fusi6n C.!; 

lular ~ las células de riñ6n (fig. 8). Las células aglutina-

das adoptan una forma m&s o menos redondeada y pierden la cara;:. 

ter!stica forma estrellada de un cultivo normal (fig. 9), se -

une una cl;lula con otra ~ forman una verdadera maraña de célu­

las, cada una de ellas conserva su l!mite celular. Las células 

fusionadas también presentan una forma redondeada, pero se in-

troducen unas en otras. 

obtenida la concentrnci6n viral, se procedi6 a fusionar 

el ovocito con la célula somática de riñ6r., observ!ndose en las 

primeras veinticuatro horas después del tratamiento (ver méto­

do), como la célula som&tica se ha redondeado y empieza a pen~ 

trar poco a poco en el ovocito (figs. 10 y ll). Esta penetra­

ci6n representa el estimulo suficiente para provocar la divi­

si6n celular del ovocito, form&ndose dos blast6tr.eros a las :::~ 

renta y ocho horas del tratamiento y cnatro a las setenta y dos 

horas (fig. 12). 
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Fig. 7.- Cultivo de tejidos de riñón antes del trata­
miento por virus. (Película panatomic, 240x 
contraste de fase). 

Fig •. 3.- Cultivo de tejidos de riñbn después del tra­
tamiento con virus, se observa a ü:: derecha 
aglutinación de células (i\) :/ en el centro -
fusión de és'-:as (?). (Película panator.iic, --
250x contraste de fase). 
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Pig. 9 .• - Célula somática ( s) fusionada con el ovoci to. 
(Pelfcula panatcr.lic, 200x contraste de fase). 

Pig. 10.- Mayor penetrad6n de la célula somática (s) 
en el mismo ovocito. (Película panatomic, -
200x contraste de fase) • 

. ~··· 
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Fig. 11.- El ovocito de las figs. an~eriores, dividido 
en cuatro blástómeros. (Película panatomic,-
200x contraste de fase). 
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-4.- DISCUSION 

El experimento se realizó en mamíferos, ya que estos re­

presentan la etapa evolutiva a seguir, a pa:::tir de los trab;:,j os -

realizados en anfibios por Gurdon, (1968). Se eligió el conejo -

pues este animal posee una ovulaci6n provocada, constituyendo la -

c6pula un requj.sito necesario para que se presente la ovulación.­

A diferencia de otros marnfferos que ovulan espontáneamente (lu:ey, 

1968), en el conejo no es necesario realizar frotis vaginales pa­

ra saber en que etapa de su ciclo estral se encuentra. Usando -

conejas se tenla la seguridad que al extraerles los ovarios, los­

fol!culos contendri'.an c.wocitos y no sedan folf.culos amarillos o­

hemorrágicos y as! se evita matar al animal sin neeesidad. 

En este experimento, las conejas resultaron t~~bién idea­

les porque el tamaño de su ovocito es más grande (140 p ) que el­

de la rata o rat6n (75 ¡>, lo que permite poder manipularlos con -

mayor facilidad. 

En 1962, Mintz, reportó que la zona pelÚcida del ovocite;­

evita la fusión celular, por cuya razón fu~ necesario eliminarlas. 

Está formada por mucoprcte!nas que pueden extraerse meñiante el -­

uso de enzimas especificas. Mintz en 1962 y Daniel en 1972, lo­

graron remover la zona pelÚcida de huevos de ratón utilizando pro­

nasa s:ln provocar daño al ovoci~o. Esta fué la razón por la que -

se prefirió usar esta enzima. 

En este experimento se emplearon virus Sendai pues Watkins 

y Harr1s en 1970, (Harris, 1970), reportaron que el virus Sendai -
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inactivado podr!a ser usado para fusionar c~ulas de diferentes ... 

especies animales y que las cé:tulas hÍbridas así producidas son -

viables. Este virus conserva su facultad de fusión despul!s de -

ser expuesto' a una dosis de radiación ultravioleta para anular su 

infectividad. 

El m~todo de inactivación del virus por medio de radiación 

ultravioleta es simple y r&pido; y para los prop6sitos del presen-

te trabajo, completamente satisfactorio.. Antes de cada experimen­

to se procede a reinactivar el virus por segunda vez con radiación 

ultravioleta par8 tener la seguridad de haber anulado su infectiv,! 

dad (Rao, 1969). 

La habili~ad fusionante del virus reside en su envoltura, 

pues se ha comprobado que la capacidad de fusión es completamente 

abolida por la extracción de lipidos de su membrana mediante eter. 

Estas observaciones sugiere.-i que la fusión celular requiere de la 

integridad estructural de la envoltura viral (Harris, 1970). 

Como se observa en la fig. 8, existe aglutinación y fusión 

de c~lulas de riñón. La aglutinaci6n se realiza a temperatura de 

4°C y la fusión celular empieza hasta que se eleva ésta a 37°C. -

Parece razonable suponer que donde las superficies de las dos el!-

lulas de encuentran en contacto, la envoltura del virus puede fu-

sionar ambas superficies celulares formando puentes intercelulares. 

La fusi6n de c6lulas var!a segtln los tipos celulares a la tempera­

º tura .. de 37 e_. (Steplewski, ~ &• 1970). 

Según Okada y colo (1968) tanto la superficie de l~ c~lula 

o 
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como la del virus estSn cargados negativamente, por lo tanto, eY.iJ! 

te una repulsi6n ele<:trost&tica entre ellos, en \ID medio no i6nico, 

disminuyendo la adsorci6n del viL-us hacia la c~lula. Es muy lmpor-

tante por esta raz6n la presencia de cationes en concentracione::: -

adecuadas en el medio para neutralizar estas fuerzas repulsivas, -

formando una doble capa el&:trica o por protecci6n de las cargas -

negativas, awnentando la adsorción del virus cuando hay cationes m 

el medio. 

Por lo tanto, la aglutinaci6n de c~lulas y la presencia de 

iones de Ca++ son factores esencial.es para la fusión celula·r. En -

las figuras 9 y l.O se observa la fusión del o·vocito con la cl?lu1a­

som&t:!.ca, &st.o demuestra que cfilulas con distinto grado de difere,!l 

ciación son compatibles unas con otras cuando son amalgamadas den-

tro de una unidad. En este caso se observo. que no hay mecanismos 

intracelulares en el reconocimiento de incompatibilidatl, similares 

a aquel.los responsables del desconocimiento y destrucción de ~je!. 

tos de tejidos u Órganos de diferentes individuos, ya que el ovoci­

to de una coneja con la cfilula de riñÓn de otro conejo fusionan sus · 

citoplasmas. Tambifui se muestra que el virus Send.ai inac:t:Lvado - -

puede ser utilizado co1110 un medio po.ra fusionar los tipo¡; celul.ar.es 

antes mencionados bajo cnndiciones controladas. 

Estos tipos celulares fusionados se prestan a experimentos 

que hasta hace pocos años, ni si<¡\ti.era se pense.bnn poder realizar­

se. Se observó que la penetración de esta c6lula som&tica repres~ 

ta el estimulo suficiente para provocar la divisi6n del ovocito. -
~:.. ' .. '-'• 

Esto comprueba que el pronúcleo masculino no es esencial f'.n la seg-
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mentaci6n del ovocito, debido a quP. ~stc se dividi6 ~or estimulo 

de la célula somática. o sear que la unión de los pronÚcl<::os ma!!. 

culino y femenino no constituye el factor desencadcmmt"' princi­

pal> y el espermatozoide que penel:i·a fll 6vulo no propm:ciona ni!!. 

gunn sustancia espec:t'.:fica que sea necesnrin prrn:.i h1 ac'dvac:i.Ón -

del 6vulo. 

El citoplasma del ovocito contien(: con.stituyentes respo_!! 

sables de los cambios en la funci6n de los cromosomasº Las di­

ferentes clases de actividad gfuti.ca son inducidas por los consti­

tuyentes normales del citoplasma; como el óvi1lo es el sustrato -

esencial del futuro e.inbri6n y los genes de los núcleos de las cé­

lulas somáticas no se pierden, se inactivnn ¡-;olo aquellos que no 

se necesitan para la diferenciación de cada tipo cclulnr6 Por 

tanto es posible, al fusionar un núcleo de c~lula soiniltica con un 

ovocito enucleado, obtener un organismo controlado gen~ticamente. 

De este modo se ha obtenido un ovocito con toda la infoE, 

maci6n genética para dividirse, y si este es trasladado a las • 

trompas uterinas de una coneja preñada, podr!a desarrollarse en 

un organismo completo con todas las caracter!sticas genéticas -

del n&cleo de la cluula som&tica. Esto significa obtener el CO,!l 

trol genético total del producto. 

El siguiente pnso a reaU.zar es enuclear el· ovocito para 

que el n<ícleo de la c~ula som&tica entre en divisi6n celular -

junto con el citoplasma del ovocito. 

El experimento realizado abre las puertas p&:a subsecue.u 
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tes investigaciones sobre la regulac:i6n de la sfntesls de los -

!cidos nucl&icosj reactiv1::1ci6n de los nficleos so!Tl5.ticos y regu­

laci6n de las actividndes de sus genes. 
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