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RESUMEN,

El propbsito de este trabajo fué el de fusionar el nfi-
cleo de une c8lulz somitica de conejo con un ovocito de cone
ja, mediante virus Sendai inactivados ‘previamente POr irrace
diacién ultravioleta. Gracias al estimulo que representd la
introduccidn del nficleo de la c&lula somftica se logrd la di

visién celular del ovocito,

Una vez extirpados los ovarios de coneja, se extrajew-
ron los foliculos y de &stos los ovocitos, que inmediatamen=
te fueron remojados en una soluclén de pronasa, para poder =
eliminar la zona pellicida, ayudados por microagujas adecua
das para el tamafio del ovoelto, que es aproximadanente de —-

140 B

Se relizé un cultivo de tejidos de rifibn de conejo pa-
ra tener las células de este Srgano como donadoras de niicle-
os. Para poder fusionar las células somiticas con los ovoci

tos, se utilizaron virus HVW (Sendai) inactivados.

Una vez puestos en contacto el ovocito y la célula’so-
mética en la solucidn viral se observd lo siguiente: Duran-
te las primeras veinticuatro horas hay fusién de la célula -
.Somética con el aovoclto; a las cuarenta y ocho y setenta y -

dos horas se presentan dos divisiones mitdsicas sucesivas.

Este huevo,.resultante de la fusidn del ovocito con =

una célula somftica, tiene toda-la informacién genética =



necesaria para poder desarrollarse en un organismo completo, =

sl se trasladara a las trompas uterinas de una coneja prefiada.

Este experimento implica el control genético total del -

producto y abre un campo de estudio ilimitado,

ETEN
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INTRODUCCTION.

1o~ FUSION CELULAR,

La fusién celular es el proceso de formacién de células
hibridas: homocaribticas o heterccaridticas. O sea, cé&lulas-
hibridas con nficleo y citoplasmas de un mismo tipo o células~
hibridas con nflicleo y citoplasmas de diferentes ;especies - -

(Watsgon, 1974).

La fusién celular citoplésmica es fundamental para la -
formacidn de estos policariontes y representa un paso esencial
en la fusién celular e hibridacién (Barski, 1970). La fusidn
celular y la formacidn de células polinucleadas es un fendme-
no poco frecuente en condiciones normales. Las células poli-
nucleadas aparecen frecuentemente en condiclones patolégicas-
(Steplewski et al. 1970}, las cuales fueron primeramente des-
critas en observaciones de tumores y mis tarde en lesiones in
flamatorias, tal vez causadas por virus (Harris, 1970; Sche-

neeberger y Harris, 1966).

Gracias a los métodos de cultive de tejidos, introduci-
" dos por Harrison (Harris, 1970), se hicieron numerosas obserw

vaciones de fusidn celular en cultivo de tejidos en animales,

Métodos para producir la fusidn celular.

Existen tres métodos para fusionar células somfticas:



a) Por induccién de la actividad con virus inactivados.
b) Por compuestos quimicos como la lisolecitina.

. ¢} Por microcirugia,

a) Fuslén celular por medio de virus,

Es enigmitico como los virus de diferentes familias son
capaces de inducir la fusidén celular y, consecuentemente, la
formacifn de policariontes. ILos policariontes han sido des—
critos en tumores :l.rxdmidos por el virus del sarcoma de Roux,
virus del polioma, el SV40. Ios virus que inducen policarion
tes sin dafio celular aparente pertenecen a los grupos de los

Herpesvirus, Poxvirus, Myxovirus y Paranyxovirus.

La fusifn de dos diferentes tipos de cé&lulas en presen-
cia del virus Sendai da ccmo resultado la formacion de hetero
cariocitos. Este hecho fué primeramente comunicado por Okada

y Harris en 1970 (Sf:eplewski', 1970).

En 1962 Okada y, mas tarde, Murayama en 1975, demostra-
ron que la radiacidn ultravioleta reduce o suprime 1a multi-
plicacién del virus Sendai en las célulés sobre las cuales o
son agsorbidos, pero no suprime su accidn fusionante (Watkins,
1971). Con la incorporacién de los marcadores timidina y uri
dina tritiadas, los mismos autores han demostrado que la sin-
tesis de ADN y ARN no es afectada en los nficleos de las célu-

las fusionadas por el virus inactivado.

Se han obtenido resultados similares utilizando virus de



Herpes simplex, inactivados por radiacién ultravioleta, fusiow
néndose cflulas humanas KB suspendidas con células de Cricetus
cricetus (Hamster) BHK21. Se formaron los heterccariontes hu-
manos~hamster en los cuales la incorporacidn de timidina —tri-
tiada continfia después de la fusién. Se obtuvieron policarion
tes artificiales mediante la fusidn con myxovirus, inactivado

‘por radiacibdn ultravioleta utilizéndose en particular cepas de
virus Sendai, exhaustivamente estudiadas por Harris, y por = =

Watkings y su grupo (Barski, 1970; Rao et al. 1972).
b) Fusibn celular por induccidn quinica.

Por su bien conocida accidn hemolifica, la lisolicetina ha

sido reportada como una sustancia que induce la fagocitosis e
incrementa la permeabilidad de las membranas celulares y causa
prellsis esffrica en los eritrocitos. La lisolecitina ha sido
usada en variqs procedimientos de fusidn de las membr&nas in -
vitro. Los tratamientos con lisolecitina de estos sistemas de
membranas dan lugar a elongaciones de formaé irregulares = =
{Ahkong et al., 1972; Rao et al. 1972). La lisolecitina puede
inducir la fusién de células in vitro formando homo y heterow—
cariontes (Gledhill, 1972). La fusién celular, por lo tanto,

va acompafiada de una degradacibn de las células tratadas, sin

dafios extensos en las membranas de las mismas.

La posibilidad de que la lisolecitina y otras sustancias
quimicas puedan ser usadas para la formzcidn de células hibri-
das, en vez de usar virus, es de considerable interés; este m_é_

todo quimico ofreceria particularmente varias ventajas aparen-



tes como ahorrar el tiempo empleade en cultivar los virus y hae
liar 1la conceqtracién adecuadan del factor de fusibn que se nece
sita para cada tipo de virus, zdembs de evitar la blsqueda de un
lugar de almacenaje adecuado. La lisolecitina ha sido usada tam
‘bidn en e formacidn de hibridos entre dos células mutantes, una
de ellas con deficiencias enzimfiticas. La concentracidn de la -
solucidn de lisolecitina y el pH en que se lleva a cabo la fusién
es de gran importancia para la formacidén afortuna§a de células
hibridas. Croce et al.(1971), observdé que 2l nimero de colonias
‘de células hibridas, después del tratamiento con virus Sendai, =
fue dos veces mis grande que las tratadas éon lisolecitina., Pue-
de ser que, en contraste con los virus Sendal, la lisolecitina a-~
una concentracidn de 200 Jg/ml. (Croce et al. 1971), sea excesi-
vamente citotéxica reduciendo el total del nimero de células Gti
les para la fusidén celular. Por lo tanto, es importante determi
nar la citotoxicidad de la lisolecitina paca cada tipo celular -
usado en experimentos de hibridizacidn (Croce et al. 1971; Kopro

wski et al. 1973). -

La eficiencia en la formacidn de homocariontes depende del
origen de la 1l4nea celular y de la técnica de induccibn de la fue
sibn: lisolecitina o virus Sendai. Aparte de la lisolecitina -
han sido encontrados otros compuestos quimicos que producen fu-
sidn celular en diferentes grados: Retinol, Acido oleico, Aci-
do linolenico, 4cido lfurico, &cido glicocerol monolfurico, mo-
nobleato de glicerol y alcohol selachyvlico (Eter —o(-~ oleil-gli-
cerflico). Observéndose que el mls efectivo es el mono-oleato —
de glicerol y también menos dafiino que la lisolecitina (Lucy et

al. 1971; Diacumakos et al. 1972).



c) Fusidén celular por microcirugia.

Los hibridos de células sombticas de memiferos pueden ser’
formados por el camino mds directo y preciso de la fusién celu-
lar: la microcirugfa (Gordon, 1975; Dicumakos et al. 1972}, Ini
cialmente Diacumskos y col. (1972} fusionaron céiulas de una —-
misma poblacibn, aunque también es posible fusionar células de~
dos diferentes poblaciones o especies. La fusidn de células por
microcirugia puedg realizarse en cualquier etapa del clclo celu-
lar. Se observa que el mayor Iindice de fusidn se lleva a cabo =

cuando las células se encuentran en teiofase,

Accidn del virus en la fusidn.

Los mecanismos de la induccién por virus de la fusidn cewe
lular han sido estudiados por Barski, (1970). El primer paso pa
rece ser una adsorcidn masiva del virus sobre las superficies ce
lulares., Los procesos de fusidn principian por la formacidn de-
puentes citoplésmicos entre las células, los cuales se alargan -
répidamente, pe;mitiezudo fluir libremente el citoplasma de c&lu=
la a célula. Schneeberger y Harris (1966) fallaron en sus inten
tos de detectar particulas virales en el sitio donde los puentes
citoplésmicos son formados. Admitiendo que los virus pueden ac-
tuar por induccién de algunos cambios generales en la célula, es

peclalmente en su membranae.

Eh 1968, Hosaka y Koshi, (Baxski, 1970), informaron que w~—

después de transferir a 37°C las células del tumor ascitico de -



Ehrlich con virus Senday, previamente adsorbidos en el frio; la
alteracidn local de membranas en células vecinas vy la formacidn
de puentes citoplés.mic:os entre ellas, es directamente inducida
por el contacto del virus con las membranas celulares. Kohn en
1965, (Barski, 1970} intenta identificar los componentes del vi,
rus de la enfermedad del Hewcastle, responsalbles de 1a fusidn -
celular. En algunos tratamientos se obserwd, que solamente = =
agentes que hidrolizan 1ipidos en la envoltura viral, suprimen
la facultad del virus Newcastle  para provocar la fusidn celular

y la formacién de sinciclos.

Los avances rdpidos en el desarrollo de las técnicas de =
fusién celular fueron posibles a través del use de 1os Virus =
(Steplewski, 1970). Cuando slgunas células son mezcladas en =
presencla de virus Sendai, sus membranas se unen, el citoplasma
llega a mezclarse y se forman cé&lulas multinucleadas homo y hew
terocariontes por fusidn celular {Gordon, 1975; Scheid y Choppin,
1973), Los receptores para los virus se encuentran distribuf.
dos ampliamente en las membranas celulares (Steplewski, 1970; -

Gordon, 1975).
Naturaleza del factor de Ffusidn.

El Ffactor de fusidn producido por el virus de la enferme-
dad de Newcastle y el virus Sendai, consiste como en otros para
myxovirus de una envoltura lipoproteica. La superficie del vi-
rus presenta proyecclones de mucopolisacéridos hemaglutinantes-
as! como neuraminidasa activa, que en los firus es probable que

que se encuentra entre las proyecciones.




La actividad de la fusiin celular parece estar ascciada con
ia presencia de una glicoproteiné‘ccn peso molecular de 53,000 =~
formada por una molécula precursora grande (fo) por divisién prow
teolitica; la facultad de fusionar células también pucde depender
de la presencia de otros componentes de la envoltura viral, El =~
grado de fusidn es posible promoverlo por contacto celular, en —--
suspensifn o sobre una superficie, y variando la proporcibn de ca
da tipo celular (Gordon, 1975; Scheid et zl. 1973; Steplewski, =
1970). La suceptibilidad de c&lulas diferentes para fusionarse,-
varfa por la presencia en la membrana plasmitica de la célula, de

zonas de distinta composicidn quimica (Haywood, 1973).

La actividad de la fusidn no estf ssocisda con la infectivi
dad, porque los virus ;etienen su facultad de fusién después de -
inactivarlos; la integridad de los fosfolipidos de la membrana vi
ral parece estar unida con la facultad del virus para causar la =
fusidn celular, ya que los tratamientos con lipasas fosfolipasas-

y detergentes destruyen el factor de fusibn (Steplewski, 1970).
Mecanismo de la fusién

El posible papel de los componentes especificos virales en~
la fusibén celular ya han sido mencionados. La hemaglutinina y =—-
netraminidasa viral pueden contribuir a>un funcionamiento adiciow
nal para promover el contacto celular y modificar la membrana «—
plasmitica (Gordon, 1975). Pueden distinguirse varios pasos en el

proceso de la fusién celular, basados en la fusidn

* Denominada glicoproteina (F).
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de cflulas del tumor asc{tico de Ehrlich:

a) Aglutinacién de las cflulas por el virus en el frio.

Todos los pasos subsecuentes se realizan a 37%.

b) Se establece el contacto de membranas celulares adyacentes

de las cBlulas aglutinadas, cercanas a los virus adsorbidos.

¢) Alteracibn de las membranas celulares gue estfn en contacto

con el virus, de cflulas adyacentes.

d) Conexifn de las membranas celulares rotas, de cflulas adya-

centes y formacién de puentes citoplésmicos.

e) Alargamiento de los puentes citoplésmicos y englobamiento del

virus dentro de ves{culas,

- £) Redondeamiento de células fusionadas y formacién de vesicu-
las conteniende virus y alteraciones de algunos de ellos ==

(Steplewski, 1970).

La fusibn es independiente de la sintesis protefca celular,
as{ como de la sfntesis de ADN o ARN. La induccibn o proceso =
de fusién, requiere de la presencia de cationes divalentes comow
catt Y Mg“’ que son criticos para el proceso de fusién celular,
ya que juegan un papel importante en la estabilizacién de 1la « =
membrana o en los procesos reparadores; pues en su ausencia so-
breviene la lisis celular. El pH debe ser entre 7,3 y 8,0 o wm

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

N

Reactivacibn de los nlcleos.
En muchas células altamenta especilizadas el nficleo ge-—

‘neralmente no se divides; sin embargo, esta propiedad no repre-
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senta una diferenciacidn nuclear irreversible, ya que tales nfi-
cleos se activan si son introducidos en un clitoplasma menos die
ferenciado, ya sea utilizando microcirugia o fusidn celular por

virus (Watson, 1574).

Cuando .se fusiona un eritrocito nucleado de gallina con s
una célula humana de cultivo de tejido canceroso (la cepa Hela),
¢l nficlec del eritrocito ream;da ia sintesis tanto del ADN como
del ARN. La reactivacidn se inicia con un sumento dei volumen =
nuclear gque permite a los cromosomas del eritrocito de gallina,-~
antes estrechamente coempactos, expandirse y controlar la- s{nte-
sls del ARN. Mediante este experimento se han podido aclarar all
gunos aspectos de interrrelaciones celulares. En alguna forma =
desconocida, el citoplasma de la célula Helia debe aportar al ni~
cleo del eritroclto de gallina componentes que le permiten fun—

clonar (Watson, 1974; Barski, 1970).

‘Aplicacifén de la fusidn celular a problemas de la embriologia de

mamiferos.

‘EI papel del nfcleo en la diferenclacion embrionaria ha es
tado sujeto a datos experimentales que se iniciaron con ;anesti—
gaciones scbre embriologia. En las primeras experiencias reali-
zadas, algunos autores crefan que la diferenciacién es el resul-
tado de divisiones nucleares cualitativas (Watson, 1974)}. Es de
cir la diferencia de los. blastémeros al recibir diferentes par—
tes del nficleo es lo que determinaria su subsecuente difevencia-

¢ién (Briggs y King, 1952).

Se ha postulado la posibilidad de que los nicleos celulae—
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res puedan diferenciarse en respuesta a las distintas regiones
en el citoplasma y que tales cambics nucleares puedan tener -
efectos reciprocos sobre &1 mismo durante la diferenciacibn ce
lular (Grant, 1972}, Experimentos de este tipo se realizan ~-
trasplantando nficleos de cflulas diferenciadas a ovocitos epu-
cleados; tomando en consideracibn que el citoplasma de un ovoe
cito normal es capaz de dar origen a toda una gama de tipos ce
lulares diferenciados. Ia realizacibn de experimentos en mamf
feros es mucho mfs complicada, pero las técnicas de fusién cew
lular conocidas nos ayudan para que se lleven a cabo (Briggs -

and King, 1952; Steplwski et al. 1970).
Enucleacibn.

Uno de los problemas més interesantes en biologfa es el
estudio de las iﬁtex:rrelaciunes citoplésmicas en células euca
riontes. Los nficleos son trasplantados en otros citoplasmas -
enucleados (Goldman et al. 1974). Las primeras enucleaciones.-
fueron realizadas enamibag(Kopac, 1959), y en algas {(Haemmer—
ling, 1953). Posteriormente se realiz§ en ovocitos de rana, in
yectindole un nficleo de cflula somftica del mismo animal = =
{Briggs and King, 1952), fin.élmente se obtiene como resultado -
el desarrollo exitoso de un anfibio normal (Gurdon, 1963, 1968},
La enucleacién de los ovocitos de rana puede ser 1ograéa por me
dio de succidn o por eiposici&n del huevo a radizcién ultravio-

leta (Gurdon, 1960).

Algunos trabajos anteriores mencionan gque Grahem en 1968,

(Steplewski et al. 1970), logran transferir nficleos de células-
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sométicas de médula '6sea, 2 huevos no fertilizados de ratas v ra
tones, por medic de virus Sendai inactivados, y se obtienen huew
vos de dos cflulas, los cultivan tres dfas in yitro y los transe
fieren al fitero de animales pseudopreiiados; sin embargo no hubo

un desarrollo m4s allé de dos células in vivo,

Las técnicas de micromanipulacidn pueden causa‘r dafios irre-
parables a la cflula, cosa que se reduce casi al minimo si se in~
.troducen los nficleos por fusifn celular o logrando la enucleacidn
con tratamientos de citochalasina B (Prescott and Kirkpatrick, =
1973; Wrigh, 19733 Poste, 1973). Esta droga es obtenida S partir
de cultivos de hongos, e inhiben la citocinesis sin detener la di
visibn celular {(Croce, 1974; Prescott, 1972). Los métodos de enu«
cleacidn han abierto nuevos horizontes en el estudio dé la gendti-
ca, de manera que se pueden intencionadamente tomar una estructura

subcelular y colocarla en otra célula (Loyter, 1975).
Importancia de la fusibn celular.

Los estudios sobre la fusibn celular han incrementado las =
investigaciones para obtener células hibridas y estudiar su compor,
tamiento genético ulterior que, seguramente, ayudarfn a aclarar fe
ndmenos que hasta la fecha se encuentran desconocidos. A partir de
3960, la hibridizacifn celular ha desarrollado una nueva frea de -
estudio de biologfa en c8lulas sombticas y en genbtica. Se han =
edificado nuevos conceptos concernientes a la herencia, diferencia
cifn, mecanismos de la expresidn gen&tica y transformacifn de cé&-

lulas malignas (Barski, 1970).
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Las técnicas de fusidn celular tienen muchas aplicaciones, gra-
cias a ellas es posiblé obtener hibricdos entre células de difew
rentes genotipos; dando la oportunidad de estudiar relaciones =
nficleo~citoplasmiticas en células de mamiferos por ceminos si-

milares a las investigaciones de técnicas de trasplantes nuclea
res en protozoarios y ovocltos de anfibios (Rao and Johnson, -

1972). Las técnicas de fusién celular tienen también aplicacio
nes en estudios sobre la regulacién de la sintesis de ADN e ini
ciacibn de la mitosis, ya que la latencia de muchos nficleos de

saparece cuando sus células respectives se conjugan con otros ~

tipos celulares,

Una aplicacién muy importante de la fusibén celular, es la
del control genético. Al reactivarse los nficleos de células 80
miticas, introducidos a ovocitos enucleados, se puede obtener =
un organismo con toda la informacién genética de la célula somb-
tica, dindonos la posibilidad de escoger las caracteristicas de

tal organismo.
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2a~ METODOS

El método seguido en este trabajo consiste de cuatro eta-

pas:

a) Cultivo de tejido de riiién
b) Obtencibn y limpieza de ovocitos.
¢) Irradiacidn y dilucidn del virus Sendai.

d) Fusibn de cllulas de rifién con ovocitos.

a) Cultivo de tejido de rifién.

El cultive de tejidos de rifidn fudé obtenido por el método

de tripsinizacibn (Kruse, 1973).

Se sacrifica un conejo de 4 a 9 semanas de edad, se abre
ventralmente haciendo tres incisicnes: una sobre el costado iz-~v
quierdo o derecho, otf; en la parte anterior un poco arriba delw-
diafragma y la tercera hacia la parte posterior cerca de la re-—
gién genital, Hechos estos cortes, se levanta la plel como si =
fuera una hoja de libro, se localizan los rifiones y se extraen.
Se colocan en una caja de petri estéril que contiene 10 ml. de -
solucion salina balanceada de Hanks (HBSS), para eliminar de los
S8rganos los excesos de sangre y grasa. Se decapsulan y se pasan
a otra caja de petri con solucién de Hanks. Despuds se cortan -
' 1on§itudinalmente, descartando la varte medular. Posteriormente,
se fragmentan en secciones pequefias utilizando tijeras; se pasan
a un vaso de vidrio grueso en donde se trituran lo mis fino que~
sea posible y se lavan diez veces en solucidén salina de Hanks, pa

ra eliminar completamente la sangre. Ya limplos los fragmentos-
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de rifién, se colocan en un matraz con 'mosca magnética™ en 150 ml.

o+

de solucidn salina amortiguadora libre de CaH y Mg {CMF/PBS) =

con tripsina al 0.25%.

El matraz es colocadso durante 20 minutos, en una estufa -
con una temperatura controlada de 37°C, en donde se encuentra unw
agitador magnético con el fin de disociar las células‘. Pasado el
tiempo sefislado, se retira el matraz del agitador, se deja reposar
un poco, se descarta suavemente el sobrenadante, para eliminar fac
tores tbxicos que podrian afectar el cultivo y se agrega nuevamen-
te solucién 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 has
ta que las células han sido disociadas y queden solamente grumos -

de tejlde conectivo.

Los sobrenadantes recolectados se colocan en tubos de cen
trifuga; se centrifugan a 600 g durante diez minutos y se decanta
el sobrenadante de los tubos, se rs:suspenden_ los "botones™" de cada
uno de los tubos en medio de cultive d\;-_- Eagle, con el f£in de dete-
ner la accién de‘la tripsina. Se juntan los "botoues" y se vuelve
a centrifugar durante el mismo tlempo a las mism;s revoluciones;-
se descarta el sobrenadante. El1 “botdén! obtenido es nuevamente =~
resuspendido en 100 ml. de medlode Eagle fresco, se toma 1,5 mle =
de la suspensién celular, cuya concentracidén es de 2x 10° células/
ml,, se agrega a los tubos de Leighton que contienen laminillas de

vidrio y se incuban en una estufa a 37°C. Peribdicamente se revie

san y si es necesario se les cambia el medio.
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b) Obtencién vy limpleza de ovocitos.

Se sacrifiqaron conejos de seis semanas de edad, Jue va
habian tenido gazapos, se abren de igual manera que se hizo pa-
ra obtener los rifiones; se locslizan y extraen los ovarios co-
locéndolos en cajas de petri que contienen solucidn amortiguado

ra (CMF/PBS).

Para realizar la extraccidén de los foliculos del ovario,
se utilizaron agujas de sutura y pinzas de relojero (fig. 2), =
que permiten sujetar y rasgar el tejido ovlrico para separar los
foliculos (fig. 3). Todo el proceso se lleva a cabo bajo un mi«
croscopio de diseccién. A continuacién y utilizando también las
agujas de sutura, se procede a obiener los &vulos de los follcu-
los que salen expulsados por el 1iquido folicular. Los ovocitos
(fig. 4) se colocan por medio de micropipetas en una solucibn de
pronasa con una concentracién de 0.0125%, para limpiarlos de cé-
lulas foliculares (fige 5) y de la zona pelficida (fig. 6). Se =
lavan con solucién amortiguadora y se tienen listos para trabae.-

jar.

¢) Irradiacidén y dilucibn del virus Sendai.

Los virus Sendal fueron inactivados utilizando radiacidn
ultravioleta, Uno o dos ml. del concentrado viral se coloca en
una caja de petri, se exponen a la luz de una lémpara de arco de
mercurio de 30 watts a una distancia de 15 cnm, duraAte 5 minutos
(Gurdon, 1962; Rao, et al. 1972). La suspencidén viral debe ser
agitada suavemente a intervalos aproximados de un minutp para =

asegqurar que todo el concentrado viral sea inactivado. Después
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de diluir &ste cn solucidn de Hanks sin glucosa {se encontrd co=
mo concentracidn adecuada 200 UHA/ml); se toma un mil{litro de -
la 4ilucidn viral para su uso inmedliato y se almacena él resto-~

en el congelador.

d) Fusibn de células de rifidn con ovocitos.

s =2

Al encontrarse las células del cultivo de rifibn en condi
ciones 6ptimas, se procedid a realizar el experimento objeto de=-
este trabajo: La fusidn de un ovocito con una célula somftica -
por medio de virus Sendai inactivados. Para tal efecto se fabri.
cb una cémara de cultivo, con un portaobhjetos y tiras delgadas ~
de vidrio (fig. 1 (A); se escoge el largo y ancho de la cémara =
de acuerdo con las dimensiones de la laminilla donde estfn las -
células de rifidn en cultivo. Dentro del recinto, formado con
las laminillas, se colocan los ovocitos y se esparcen a todo lo=-
largo del mismo, se pone sobre ellor la laminilla con las células
de rifidn fig., 1 (B y C) y se busca el campo adecuado de células-

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

Hecho esto se agrega la dilucidn viral, previamente = =
inactivada, hasta cubrir todo el volumen del recinto construido,
se coloca un cubreobjetos encima y se sella la preparacibn con -
parafina (fig. 1 (d). La cémara se incuba a una temperatura =~ =
de 4°C durante 10 minutos y se mete después en una estufa a -
37% por un lapso de 3D minutos. Al término de este periodo,
la preparacién se lleva a un microscoplo con termostato y chna~

ra foiogrifica adaptada para su observacién y toma de fotogra-



tiritas de vidrio
ovocitos
“-—Portacbjete

Figura =1 Etapas enla conatruccidn de una camara para fusionar ovocitos y células somaticas.
4 <
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Fig. l.— Ovario completo de coneja con foliculos
(F). (Pelicula polarcid, 7x campo claro).

Fig. 2.- Foliculos aislados de conejo (F) (Pelicu-
la polaroid, 10x campo claro).



Fig. 3.~ Ovocito de coneja nostrando su nlcleo (n), zo-
na pelicida (p) v cé&lulas foliculares (f). (Pe
1icula polaroid, 200x contraste de fase).

Pig. 4.~ Ovocito de coneja mostrando su zona pel{icida
(p) después de climinar las cé&lulas foliculaw
res con una solucidn de pronasa. (Pelicula -
polaroid, 400x campo obscuro).



Fige 5.- Ovocito de coneja después de haber eliminado
su zona pelficida con una solucidn de pronasa.
(Pelicula polaroid, 400x campo obscuro.

Fig. 6.= Célula de rifibn aislada (c). Se observan per-
fectamente todes sus partes, Se wuestra parte
de la micropipeta. (Pelicula nanatomic X, Kn-
dalk. 240x coniraste de fase).
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3.~ RESULTADOS

Después de una serie de pruebas con diversas diluciones
del contenido viral, se encontrf que 200UHA/ml., es una concen

tracién adecuada para producir la fusibn celular,

Al poner la laminilla de c&lulas en la chmara (fig. 1
(C) con 1la solucifn viral, se observb aglutinacifn y fusién ce
lular en las cflulas de riiifn (£ig, 8). Las células aglutinae
das adoptan una forma mls o menos redondeada y pierden la carac
terfstica forma estrellada de un cultivo normal (fig. 9), se =
une una cflula con otra 3 forman una verdadera marafia de c&lu.
las, cada uné de ellas conserva su lfmite celular. Las cflulas
fusionadas tambifn presentan una forma redondeada, pero se ine

troducen unas en otras.

Obtenida la concentracibn viral, se procedié a fusionar
el ovocito con la célula somética de rifibn, observéndose en las
primerag veinticuatro horas después del tratamiento (ver m&to~
do), como la clula somftica se ha redondeado y empieza a pene
trar poco a poco en el ovocito (figs. 10 y 11). Esta penetra-
cibn rep:resenta el estimulo suficiente para provocar la divie
sién celular del ovocito, formAndose dos blastbueros a las cua
renta y ocho horas del tratamiento y cuatro a las setenta y dos

horas (fig. 12).



Figs 7.~ Cultivo de tejidos de rifidn antes del trata-

miento por virus. (Pelicula panatomic, 240x
contraste de fase).

Cultivo de tejidos de rifibn despuéds del tra-
tamiento con virus, sc observa a la derccha
aglutinacidén de células (A) ¢ en el centro ~
fusidn de éstas (7). (Pelicula vanatomic, ——
250x contraste de fase).




Fig. 9.= Célula somdtica (s) fusionada con el ovocito.
(Pelicula panatcmic, 200x contraste de fase).

Fig. 10.~ Mayor penetracidn de la célula somética (s)
en el mismo ovocito. (Pelicula panatomic, -
200x contraste de fase).
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Fige 1l.- El ovocito de las figs. anteriores, dividido
en cuatro blastbmeros. (Pelicula panatomic,= :
200x contraste de fase). :
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44~ DISCUSION

El experimento se realizb en mami{feros, ya que estos rew
presentan la etapa evolutiva a seguir, a partir de los trabujos -
realizados en anfibios por Gurdon, (1968)., Se eligid el conejo ~
pues este animal posee una ovulacibn provocada, constituyendo la -
cbpula un requisito necesario para que se presente la ovulacibn.—
A diferencia de otros mamiferos que ovulan espontineamente (Arey,
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 tenfa la sequridad que al extraerles los ovariés, los~
foliculos conténdrian ovocitos y no serian foliculos amarillos o~

hemorrdgicos v as{ se evita matar al animal sin necesidad.

En este experimento, las conejas resulitaron también idea—
les porque el tamafio de su ovocito es mas grande (140}1 ) que el-
de la rata o ratbn (75 y), lo que permite poder manipularlos con -

mayor facilidad.

En 1962, Mintz, reportd que la zona pellcida del ovocitim
evita la fusidn celular, por cuya razdn fué necesario eliminarlas.
Estl formada por mucoprcteinas que pueden extraerse mediante el «
uso de enzimas especificas. Mintz en 1962‘y Daniel en 1972, lo-
graron remover la zona pelficida de huevos de ratdn utilizando pro-
nasa sin provocar dafio al ovocito, Esta fué la razbn por la que -

se prefirid usar esta enzima.

En este experimento se emplearon virus Sendai pues Watkins

y Harrls en 1970, (Harris, 1970), reportaron que el virus Sendal -



inactivado podrfa ser usado para fusionar c&lulas de diferentes w
especies animales y que las cfiulas hibridas asi producidas son -~
viables. BEste virus conserva su facultad de fusidn despufs de w=
ser expuesto @ una dosis de radiacibn ultravioleta para anular su

infectividade

El método de inactivacién del virus por medio de radiacibn
ultravioleta es simple y répido; y para los propdsitos del presen~
te trabajo, completamente satisfactorio. Antes de cada experimenw
to se procede a reinactivar el virus por segunda vez con radiacibn
ultravioleta pars tener la seguridad de haber anulado su infectivi

dad (Rao, 1969).

La habilidad fusionante del virus reside en su envoltura,
pues se ha comprobado que la capacidad de fusifn es completamente
abolida por la extraccibn de 1f{pidos de su membrana mediante eter.
Estas observaciones sugieren quec la fusibn celular requiere de la

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

Como se observa en la fig. 8, existe aglutinacién y fusibdn
de células de rifin. La aglutinacibn se realize a temperatura de
4% y la fusibn celular empieza hasta que se cleva &sta a 37°C. o
Parece razoﬁable supoher que dofxde las superficies de las dos c&-
lulas _'de encuentran en contacto, la envoltura del virus puede fue
sionar ambas superficies celulares formando puentes intercelulares.
La fusibn de c&lulas varfa seytin los itipos celulares a la tempera-

tura de 37°¢. (Steplewski, et al, 1970).

Seqfin Okada y col. (1968) tanto la superficie de la célula
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como 1a del virus estfn cargados negativamente, por lo tanto, exis
te una repulsidn electrostéitica entre ellos, en un wedio no idnico,
disminuyendo la adsorcifn del virus hacis la célula. Es muy impore
tante por esta razén la presencia de cationes en concentraciones o
adecuadas en el medioc para neutralizar estas fuerzas repulsivas, =
formando una doble capa eléctrica o por proteccibn de las cargas =
negativas, aumentando la adsorcifn del virus cuandc hay cationes en

el medio.

Por lo tanto, la aglutinacifén de cflulas y la presencia de
jones de Cat¥ son factores esencialés para la fusibén celular. En -
las figuras 9 y 10 se observa la fusibn del ovocito con la célula-
sombtica, ésto demuestra que c8lulas con distinto grado de diferen
clacifn son compatibles unas con otras cuando son amalgamadas denw-
tro de una unidad. En este caso se observa que no hay mecanismos
intracelulares en el reconocimiento de incompatibilidad, -similares
a aquellos responsables del desconccimiento y des_trucci6n de ix_xje_g_
tos de tejidos u Srganos de diferentes individuos, ya que el ovocie
to de una coneja con la célula de rifidn de o&o conejo fusionan sus -
citoplasmas. También se muestra que el virus Sendai inactivado = =
puede ser utilizado como un medio para fusionar leos tipos celulares

antes mencionados bajo condiciones controladas.

Estos tipos celulares fusionados se prestan a experimentos
que hasta hace pocos afios, ni siquiera se pensaban poder realizar-
se. Se observd que la penetracibn de esta célula somftica represen
ta g:‘Ldgstimulo suficiente para provocar la divisibn del ovocito, -

Esto comprueba que el pronficleo masculino ne es esencial en la seg~
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mentacidn del ovocilte, debido a que éste se dividid por estfmulo
de la c&lula somdtica, o sea, que 1la unidr de los pronficlecs mag
culino y femenino no constituye el factor deséncadenaﬁte princie
pal, y el espermatozolde que penetra al &vuls no proporcions nin

guna sustancia especifica que sea necesaris prnra la activacidn -

del évulo.

El citoplasma del ovocito contiene constituyentes respon
sables de los cambios en la funcidn de los cromosomas. Las diw
ferentes clases de activided génica son inducidas por los constie
tuyentes normales del citoplasma; como el &vulo es el sustrato -
esencial del futuro enbridn y los genes de log nficleos de las cé.
lulas somfticas no se plerden, se inactivan solo aqueilos que no
se necesitan para la diferenciacién de cada tipo celular. Por
tanto es posible, al fusionar un nficleo de cflula somftica con un

ovocite enucleado, obteﬁer un organismo controlado genéticamente,

De este modo se ha obtenide un ovocito con toda la infor
maciln genftica para dividirse, y si este es trasladadc a las =
trompas uterinas de una coneja prefiada, podrfa dessrrollarse en
un organismo completo con todas las caracteristicas genéticas -
del nficleo de la célula somftica. Esto significa obtener el con

trol genético total del producto.

El siguiente paso a realizar es enuclear el ovocito para
que el nficlec de la cflula somftice entre en divisidn celular ==

junto con el cltoplasma del ovocito.

El experimento realizado abre las puertas para subsecuen
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tes investigaciones sobre la regulacién de La sfintesis de log =
&cidos nuclbicos, reactivacibn de los nficleos sombticos y reguw

lacibn de las actividades de sus genes,
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