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l. RESUMEN. 

Diferentes tipos de células del sistema inmune expresan L-rl su membrana plasm8tica 

receptores para Ja fr-acción constnntc de las lnmunnglobulinas. a los que se denomina 

FcR's La union de complejos anligcno-anticuc:rpo a estos rcccpturcs induce su agregación. 

lo que a su \.'CJ desencadena una serie de eventos inu-acclularc ... que van a des.embocar en la 

activacion de las funciones cft.."Cto,-as de los anticuerpos, con10 c1toto"'ic1dad dcpcnd1cntc de 

anticuc..-po, fo~ocitu~is, liberación de mcdiadorc... de la 1nn<1macion c11ocinas, 

prolifcracion de linfocitos. rcgulacion de la producción de anticuerpos. t.."1C La secuencia 

precisa de los evento.¡ bi0<¡uimicos intracelulares que cstñn involucrados en la acti,.ación de 

las funciones cfcctol"as, aún =-c desconoce Sin embargo. se sabe que la agrcgacton de los 

FcR·s induce Ja aclivaciun u 1nacti"·ac1un de cierta.' cnJ.in1as. la clc ... ac1un de la 

concentración ciloplasmatica de iones Ca 2
". la hidrólisis de fusfolipidos de ino~itol. y la 

fosforilacion de pru1cinas celulares La fusforilación de ciertos rcsiduo'i en Ja proteína. 

puede modificar su función. induciendo un camhiu en su ac1ividad ca.1ahtica (en el cas.o de 

cn¡r.imas). u bien en su capacidad de unir:ioc a otras proteínas En el mecanismo de 

lransduccion de scfü1lcs por receptores Fe. y pur utros muchos receplorcs, Ja fo~forilación 

de proteínas. en residuos de tirosina. es un evcn10 cenual Esto ha sido demostrado aJ 

observarse que se puede inhibir Ja respuesta celular con el uso de inhibidores de cinasa.s de 

tirosina Los an1icuerpos anti-fosfolirosina son una hcrramienta muy Util. para estudiar 

estos procesos pues pueden usarse para· 

-ldenlificar si la activación celular induce cambios en el estado de fosfbrilación de 

proteinas. 

-Aislar esas proteínas para su caracterización. 

Este trabajo describe la preparación y caratcrización parcial de un anticuerpo 

monoclonal especifico para fosfoti.-osina. y su utiliz.ación en el estudio de Ja transducción 

de señales por .-cccptorcs de lgs 



11. INTRODUCCION. 

11. t. lnmuno~lobulinas. 

En los animales vcncbradm•. existen células y moléculas que de manera colectiva y 

coordinada. responden a la presencia de substancias neconocídas como cxtrai\as al 

organismo, a esta respuesta se le conoce como respuesta inmune De forma general. una 

substancia reconocida como cxu-ai\a (an:igcno) es captada por cclulas especializadas del 

sistema inmune <linfocitos, macrófagos) que llevan a cabo mecanismos efectores con el fin 

de mantener la integridad del organismo Al comenzar a estudiar y caracterizar la respuesta 

inmune. ~ cncont.-o que panicipaban tanto molcculas ~-,lublcs presentes en suero. como 

cClulas. postulándose as1 la division entre f"C!'lopucsta humornl y celular Ahora se sabe que 

ambas son elementos que no funcionan !!.cparadamcntc si no en conjunto 

Los factores humorales son las inmunoglobultnas (anticuerpos). que son producidos 

por linfocitos B nctivados p,1r otro lado. los hnll1c11os T c<-X"lpL"ran en la producción de 

anticuerpos y pueden part1c1par en reacciones de citotox1c1dad. hipersensibilidad. etc 

Todas éstas respuestas son iniciadas por el rcconocim1cntu de antigenos. en el cual 

intervienen la especificidad. diversidad y memoria de la respuesta inmune Esto lleva a la 

activación de los linfocitos que reconocen cspcc1ficamente al anugcno Primero. las celulas 

proliferan, expandiéndose las clonas de linfocitos antigeno-especificas, amplificándose de 

esta manera la respuesta Segundo. los linfocitCls sufren una diferc:nciacion. celulas cuya 

función primaria era reconocer al antigeno ahora son células efectoras que ayudan a 

eliminar antigenos 

Nuestro interCs está enfocado en el estudio de anticuerpos que scrin usados como 

herramientas para investigar la transducción de sci\ales intracelulares. Es entonces 

fundamental conocer y entender las caracteristicas estructurales y funcionales de estos 

elementos de la respuesta humoral 



11. t.t. EJilruclura dC' las lnmuno11:lohulin•s. 

Lns anticuerpos MlO molCculas formadas por dos tipos de cadenas polipcptidicas 

dos cadenas pesadas glucosiladm~ idcntica~ CPM ~0.000-70.000) y dos cadena.o; ligcra.. ... sin 

glucosilar también identicas ( l'~t :!~.000) l..as cadena.."' pesadas están unida.o; entre si a 

través de enlaces covalcntes disulfuru (cnt..-c residuos de ci!f.tcina) y cada cadena pesada se 

encuentra a!W.>ciada a una cadc-na ltgcra tambicn a trftv6 de un enlace d1MJlf"uru (Figura 1) 

Los dus tipos de cadena cstan fo1mados por una !'C.Crie de unidades homologas (de 

apro'.'timadnmcnte 110 aminoác1du~) llarnados dominios de inrnunoglobulina (lg) Todos 

los do1ninios de 1nn1unoglubulina licnen la misma estruL"tura compacta. g.lobular fi.nmada 

por cadenas de hoJólS beta-plegadas {)tras protc1nas tienen dominios C">tructuralmcnte 

similarc!'I por lo que todas estas rnulcculas forman parte de lil supcr-fantilia de las 

inmunoglobulinas La!'> diferentes cla.'\>CS de anticuerpo tienen una región extra llamada 

.. región de la bi$3gra··. con un.;1 conlhrn1aciun nta.'> tlexihlc. susccpllhlc a prot1..·uhsío; ).' que a1 

parecer tiene un papel b1olugtco importante. pcrnüt1cndo un fllCJllr acoplanuentu del 

anticuerpo con el antígeno La.. .. secuencias aminotcnninal de las cadena!-. ligera.."' y pesadas 

':ar-ían mucho entre n1olCculas, se le"' conoce entonces como regiones variables{\."). ~u:ndo 

V1 y Vh.. las regiones variables de las cadenas ligera..-. y pesadas. rcspccu ... amcntc En 

contraste. las regiones constante!> (C) '."iC encuentran hacia el extremo carbo,ítcrn\lnal de la 

cadena (Fahey. 1•.>bb. Franklin~ l9t>-1. Cuhcn. 1'•67. ,,hhas. 199-1. Rtlilt. JQ<)-1) 

En la a.'°ciacion entre las cadenas participan tanto enlaces covalcnte~ 

interacciones no-covalcntcs La estructura bas1ca fonnada por 2 cadena...-. pe~das y dos 

cadenas ligeras se conoce gracia. .. a estudios de protcolísis La papaina permite obtener tres 

fragmentos, dos de los cuales siguen reconociendo al antígeno y son llamados Fab 

(fragmcnt, antigen-binding). y un tercero llamado Fe (fragmento cr-istalizable) que es 

cTistalizable La digestión con pepsina origina un fragmento bivalente Fab que contiene la 

región de la bisagra y si los enlaces disulfuro intracadcna permanecen intactos. se le llama 

entonces F(ab')J 



Dentro de la 5CCUencia de aminoftcidos de cada región variable. se distinguen tres 

regiones llamadas hipcrvariabtes Las tres regiones hipcrvariablcs de la cadenas ligeras y 

las tres regiones hipcrvariahlcs de la cadenas pesadas se yuxtaponen en el espacio 

tridimensional de lal manera que forman una e!ltructura complementaria a la conformación 

tridimensional tic! anti.1.teno Se crc;i cn1onces un silio de unión al antlgeno formado por las 

regiones hipcr"ariahles o CDH. ·s (C"umplcmcn1artty-de1ennining rcgiuns) (Figura 2) Las 

diferencias en la secuencia de aminnacidos que fonnan los CDR·s de cada anticue~ 

resul1an en la cs1n1ctura linica del sitio de unión al antígeno. que determina la especificidad 

de los anticuerpos tPre~stnan. l''bM) En general los anticuerpos 1icnen dos sitios identicos 

de unión al anti.i.tcnu (paratopc) pero algunos anlicuerpos como la lgA y la Jgr.-1 polimericas 

tienen mas de dos 

En el humano y el raton existen dos 1ipus de cadena~ ligeras . ...:: y ) .. Las inmunoglobutinas 

se clasifican en cinco clases según sus caractcnsticas tisicoquimica5, propiedades 

biológicas y estn.tcturalcs lg.'-1. lgG. lgD. lgE y lgA (Tabla l) La clase de 

inmunoglobulina cslli determinada por el tipo de ..:aJcna pesada y ~ le conoce como 

isotipo. La lgA y la lgG en el humano. pueden dindír~c en subclases o subtipos. llamados 

lgAl y lg.A:?. y JgGI. lgG2. lgGJ y lgG4. respct.."1:t"amcntc En el ratón encontramos los 

mismos isotipos de inmunoglobulinas pero la lgG está dividida en las subclases lgG l. 

lgG2a. lgG2b y lgGJ Entre las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas de un mismo 

isotipo c"iste una gran similitud en la secuencia de aminoacidos en su rcgion constante 

(lgGI. lgG2. JgGJ. ) mientras que entf"e las distintas claM:s de inmunoglobulina (lgG. 

lg?\-1. lgE. ) obsef"\.·amos una gran hctcrngenc1dad, en la misma rcg1on (Spiegclberg. 

1974) 

Otra fuente de heterogeneidad esta dada por cambios en la secuencia de 

aminoclcidos (uno o dos aminoácidos) en las cadenas pesadas y ligeras de las lgs provocado 

por los distintos alelos que codifican paf"a los genes de las inmunoglobulinas Se habla 

entonces de alotipos de las lgs. dados por las diferencias gCnéticas que c"istcn dentro de 

una misma especie Estos alotipos proveen marcadores genCticos importantes siendo el 

grupo Gm de la lgG el má.s imponantc en humanos 



Figura l. E~'1ructura dr una molicula dr inmuno¡;lobulina. (a) Diagrama esquemático 
de la lgG (b) Diagrama basado en un modelo 1nd1cando la localización de funciones 
biológicas (Dr A Feisntein) y la rclacion entre los fragmentos Fab y Fe -en gris claro y 
obscuro. dos cadenas pesadas y en gris moteado. las cadenas ligeras 

6 



Por otro lado. ~istcn caractcrilllica.s que determinan la e1pccificidad de cada 

anticuerpo y son llamadas caractcristicas idiotipicas E .. ~l&.'l K encuentran localir..adas en la 

región hipervariablc a..«<>ciaJa.s a las rcgmne!S variables de los anticucr-pos E:ic.i!'i.ten SUC'f'OS 

anti-idintipicos que estilo cohr-andn in1pc.ntancia dcbado a to.nia" que proponen que el 

!Sistema inmune pudiera c~lar regulado por interaccanru:l\ 1dintipo/anti-1d1011po Por otro 

lado. se estU dcrnostrando su utilidad como hcnarn1cnta hi0Qu1m1ca o tcrapcut1ca 

l•odc1nos encontrar do!> tipos Je 1nr11unog,lohulina!'>. las que 'º" :o.ecrctadas y ~ 

encuentran en suero y sci.:rccu1nc~. y la!'>. que cst•111 asociadas a la mcmhrana de i.:clulas y 

tienen función de receptor de cclulas ll Las !.ecucncias de las cadenas pesadas de los dos 

tipos de 11fs son casi idCntii.:a,. con una variacaon en el C'lltrcmo ca1boxitcrrn1nal de la 

protcina La~ inn1unoglobulina.;. de rncrnbrana cstnn ¡l.o;.nc1adas a la m1.?mhrana a traves del 

extrerno carboxitcrmmal de l.t cadena pc~ada. el cual tiene un mayor número de 

aminoac1dos que la lg ~~retada. la n1ayuria de c.aractcr h1drofoh1co que permiten que la lg 

de membrana pcrmanc:r.ca embebida en la h1capa lipidica 

Para de!li-Cribir la unión anucucr-po-antigcno dchcmos estudiar stJ?t caracteristicas 

estructurales y fisic<Ktuim1cas 

Se conoce ahora. a partu de estudios cnslalograticu:i; que los. anticuerpos recunocc:n 

determinantes antigénico .. o C..'"fJitopes del antígeno. complementarias a sus regiones CDR 

(Padlan. 1994) Un par de r-cgmnc!-. "·ariables v.~vh con !'iieis .. loops .. hipcrvariablcs (tres de 

cada cadena ligera y pc!!iiad&. respectivamente) forn\an el sitio de unión al antigeno Esta 

superficie de unión es altamente vanablc en secuencia. tamai'lo y conformación. 

permitiendo de esta manera una enorme diver-sidad de combinaciones con diversos 

antigenos, a través de variacionc..-s en la forma y naturalcr.a de la superficie de contacto 

(Figura 2) 



Figura 2. •::S1ruc1ura drl silio dr uruon a •nlí~rno tk Ja cadena ligera de un 
•nticuerpo La tigurn ilustra Ja estnJctura globular <le cada dominio y la formación del si1io 
de unión Las tres regiones hipcrvariables (CDR 0 :<.J que .... ohrcs.alen hacia la derecha. están 
marcadas con Jos amínoacidos :?6 (CDRI). CJH tCDR.:!) y Q6 (COR3) (Tomado de 
Edmunson y col , 1975) 

El sitio de combinacion trc~ne un alto nUmero de amínnacidos capaces de formar 

puentes de hidro.geno (como la r1rosina, treonina y s,cnna) que intcrvicnC!'n en la '-!:nión al 

antigeno Ademas puede icner aminoácidos con carga neta, que contribuyen a la unión 

antígeno-anticuerpo a traves de enlace!I clectrostatico'!> dCbile!I Se requieren entonces de 

interacciones no-covalentes puentes de hidrógeno, tüer;..as de van dcr \\'aals. enlace!<. 

hidrofobicos e inlcraccioncs clcctrostaticas dcbilc!<io para la union an1icuerpo-ant1geno 

Ademas de las interacciones hidrofóh1cas. parece ahora tomar imponancia un cambio 

confonnacional que se da despues de la unión del anti.geno al an1icucrpo (Colman. 1991. 

Oavies y Chacko. 1993. \\.'ilson y Stanficld. JQ93) Las uniones antígeno-anticuerpo son 

generalmente estables en un rango amplio de pl-f (4-9) y de concentraciones de sal CNaCI 

O O 1-0 1 :\1) Generalmente se requieren condiciones desnaturali7.antcs para romper esta 

union (pfl entre 3 y JO. tiocianato 3 S l\.1. guanidina-hidrocloridrico 6 l\.1 y urca 9 M) 

Para comprender las propiedades tisicoquimicas de la unión anticucrpo·antigeno 

debemos de considerar un sistema en el cual el antígeno es monovalente (hap1cno simple) y 



todos los anticuerpos son cspccifico!'ii para e~ antigcno Imaginemos que las molCcula..'i en 

solución cstiin chocando conslanlemenlc. funnándnM: y disnciiindosc complejos antigeno­

anticucrpo, hasta alcanr.ar un equilibrio dinámico La afinidad es una medida de la fucu..a 

de. unión entre el anticuerpo y el antigenu. y ~ puede definir a travCs de la constante del 

equilibrio de asociación (Ka) de la reacciun de asociacion 1¡uc se muestra a continuacion 

Ab+ H - AbH ---y- • 1 
según la ley de acción de masas K • 

(Ahll( 
. ÍAhlHI 

en dónde (Ah] es la conccntracíon molar de sitios libres de combinación en el anticuerpo y 

(llJ la concentración molar de antígeno libre S1 la interacción entre este an1igeno y el 

anticuerpo tiene una alta atinidad, el equilibrio se despla7..a hacia la derecha y la Ka 

aumenta A una conccnttacion de nntí~enn dada [ /f, J en dónde la mitad de los sitios del 

anticuerpo se encuentran unidos al antigeno. podernos decir lo siguiente 

(Abllf-(Ah(. entonces K.' 'Ju .. ) 
es decir la constante de afinidad Ka es igual al reciproco de la conccn1rac1ón de antígeno 

libre en el punto en que la mitad de los sitios del anticuerpo estitn ocupados De aquí se 

desprende que a una mayor afinidad. !"e necesita una menor cantidad de anllgeno para 

saturar la mitad de anticuerpo'§ La afinidad también puede darM: en tenmnos de la 

constante de disociación Kd en la reacción de disociación si~u1cnte 

AbH -- Ab+H -Kd es el reciproco de Ka, es decir l!Ka. por lo tanto a una mayor afinidad. Kd disminuye 

Las unidades para Kd son Moles/L (M), Ka tcndria unidades de M" 1 Las constantes de 

disociación varian desde 10·' 1\.1 hasta lff 10 1\.1. los valores mayores a tff' l\.1 probablcmenle 

no tengan mucha importancia biológica 

9 



El valor de Ka está relacionado con el cambio en la cncr-gia libre (~G del sistema) 

por un lado entre el antigeno y el anticuerpo en estado libre y por el otro. en el complejo 

según la ecuación: t\G=-RTlnK-4 

R siendo la constante universal de los gases, T la temperatura absoluta y In logaritmo 

natural. 

Existen distintos mCtodos para determinar la constante de afinidad. como ejemplos 

encuentra la diálisis en equilibrio. la inmunoprccipi1ación. el ELISA y metodos 

Ouorc:sccntes (Friguet y col . 1985) 

11. 1..3. FuncionN biológicas dr los anticuC'rpos. 

Las cadenas ligeras son imponantes en la dcter-minación de la especificidad de los 

anticuerpos de esrn n1ancr-a fr .. rn1an pane de la func1on biológica de estos. pCTo son las 

cadenas pesadas, las responsables de la función efectora de los anticuerpos (,,as secuencias 

companidas son las re~pon~bles de las propiedades fisicoquimicas y antigenicas similares 

de los anticuerpos del mismo isotipo. por- lo tanto diferentes tUnciones efectoras de los 

anticuerpos son mediadas por distintos 1sotipus y subtipos Las inmunoglobulinas son 

moléculas bifuncionalcs, el Fab permiticndn la unión al antígeno y el Fe rcspon~blc de las 

funciones efectoras Las siguientes funciones efectoras c!>tan mediadas po..- el Fe de las 

inmunoglobulinas 

a) Funciones mediadas a lravcs de la union de lo!> an11cuerpos a sus r-ccepton:s para Fe 

• Hipersensibilidad inmediata liber-acion de mediador-es de la inflamación por medio 

de la acli"·ación del FccRJ (se: discutirá en detalles en otro capítulo) 

• Opsonir..ación de particulas (cdulas. baclcrias. etc) parn facilitar su fagocitosis (a 

travCs del r-econocimicnto de anticuerpos lgG por los reccplores FcyR·sJ 

• Cilotoxicidad celular- dependiente de anticuerpo CADCC) que permite eliminar 

células recubiertas de anticuerpo lgG que se unen a los receptores FcyR's y permiten 

la lisis de la cClula "'blanco·· 

'º 



• Regulación de cClulas U. aumento o inhibición de la activación de células D a travCs 

de los FcyR "s 

b) Activación del Complemento por la via clMica. a través de la unión del componente 

Clq a la porción Fe de complejos de: 1~1 o lgG 

e) Inmunidad neonatal mediada por la lgG por el pa..'tO transplacentario de lgG 
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Tabla t. Pro¡>ird•dr.s dr las lnmuno-=lobulinas dr .-.eón (tomado dr Godin2. 1996). 

Pron1ed3des '""' '"" JuG 

"ºº·ººº Cadcn.;I"" J>e., .. ac..L1-.- --~ ~---- ----,.,--~-·-,---

Cadctl.ót"' Jiger.:1.-"" ..._ o ;._ "' o ) ... o ;._ .. o;.. .. o;. . 
Subcl.L-.c"" ____ ! ______ I --

Peso l\.folc:..:ul•u --------•--~---+---~--< 
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l.C\..r.:"LHLt M.O.llOU r.4',000 4>~.000 Ho.oou 

ntetnhr.uL~'-•--"~'~'~'~"~-i--7~"~-·-"~··~·•~'-+--~··~·~··~·~'---+------+-----------< 
l~oqu1umcltLt fu! .. ;;'!)~. 1.,....! .. !t tri!)_!) 
llg MX:fcLtd.;t) t. (l'>! ... !I 

h~;._:!) ~.1...,...?;.21 

cu.? .. 2) 1-J 
1u.?; .?t 1-l 

E'llequ1ontelrt;1 ~~ .... ~ ;.:! ... :!. fiJ ... 1 y:! ... :! u:!.i.::!. 

,__<~l~,;,-=--º-"-:-,~-·~-~~-:.-••~••+---,,~_~~.-.;~:2~.--1-~"·~~~~~~¡,~·"'.~I:·~'-•--:~,_~:!:~:~ .• -- ---,-~,-·-.~------..-----;~_;:;::-=:·===-· 
Dorn1m0'\dc 
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Grupos 
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A 
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G 

t:-.,o I'!{. lcm 
Propiedades 

c.1den.;¡ J 

ldu !\fenor ... un di.."t 

1. 1. 
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ADO. f.-:tor inc:nor clase en 
rcurna101dc 

Gld&1Jo 

GI. G2.a. Gl 4 
d1a..'\) G2b 2 

día.. .. 

1. 
m.;1,.or clase en 
suero. ma)oria 

de: anhcucrpo en 
las 1nfc:cc1ones. 
~csu 
oecundana 

rnc:nnf" 01 un dla 

1. 
tc!.poO!l..""tblc de 
la.s rcacaoncs 

aJél'g1cas_ 
hbcracaón de 
tustanuna )' 
scroton1na 

aiden.11 1 

1 d .. 
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11 ...... c~nética dr lnnu1noglobulinas. 

Los genes que codifican para la...¡ cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas 

cstñn localiT..ados en diferentes cromo!Mlmas, tanto en el ratón como en el humano (Figura 

J). Se distinguen 3 complej'-l'i o agrupaciones de genes (locus)· el complejo que codifica 

pnrn ta cadena li~cra -.:. el de la cadena A. y uno para las cadenas pesadas (Brack, 1978, 

Roitt, 1994, Abbas, 1994) En este caso nos enfocaremos a los genes de lgs del ratón 

El complejo "" esta Cormad'-1 por un gen para la región constante y varios genes para 

la región variable. Los gen~ de la región variable constan de tres panes en el extremo s· 
encontramos un primer c..xon que codifica para el .. péptido lidcr", le siguen los genes que 

codifican para el dominio variable de la cadena. y finalmente aparecen los genes de unión 

o gene~ ••J"' que codifican par-a los ultimas aminoacidos de la región variable DespuCs de 

cierta distancia aparece el gen que codifican para la región constante (Figura 3) 

El complejo Ji. comicnc ..t genes para la region constante y sólo 3 genes para las 

regiones variables En este ca.or.o los genes J están intercalados entre los distintos genes de 

las regiones constanles (Figura 3) 

El complejo de las cadenas pc!ktdas contiene cientos de genes para las regiones 

variables, de 4-6 genes J y un gen para las regiones constanles de cada clase de cadena 

pesada Todas las clases compancn los genes de las regiones .. ·ariablcs Cada gen para la 

región constante está di .. ·1d1da en ....cgmcntos. cada !>egmento codificando para un dominio 

de 1g distinto Ademas de los genes J (y ~lo presentes en este complejo), se encuentran 

varios genes de diversidad (0) Estan siluados entre los genes variables y los genes J de la 

cadena pesada y codifican para la mayor pane de la tercera región hiper,..ariable de las 

cadenas pesadas (Figurn 3) 
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Figun1 .l. Ora•niZAción dr los g~nr5 de in1nuno111:lobulina• dr ralón. Los nümeros en 
it.8.lica representan la longitud aprox de los segmentos de ADN en kilobases (Kb) Los 
asteriscos indican pscudogcncs no funcionales Cada gen C 11 está representado como un 
rectángulo compuesto de varios exones. sólo se muestra la estructura de cxones para la 
cadena µ Los segmentos de genes están indicados de la manera siguiente f~. lidcr 
(secuencia lider), J', variable. IJ, diversidad. J, unión. C. constante (Tomado de Abbas. 
1994) 



~fcdiantc mecanismos de recombinación de los genes de inmunoglobulinas. se 

puede generar la gran diversidad de anticuerpos El mecanismo es complejo y requiere de 

·•.-arias etapas mencionadas a Clllltinuación (Katauka, 1980, Kim, 1981, Abbas, 199·1 y Roítt, 

1994) 

El rc.ancglo del .-\DN en lns ll"Ci de lo!> genes de Jgs se da en un orden preciso Para 

cada mulccula de irununuglohulina. el primer rearreglu ocurre en los genes que codifican 

para la cadena pcs.ada, e in"·olucra la unión de un scgmcnlo IJ con un segmento J con la 

dclcción del ADN que ~e encuentra entre lu:.. dus segmentos (el ADN que se encuentra 

antes y despucs de los ~egmentos unidos permanece intacto) El siguiente paso involucra la 

unión de unu de los genes V al complejo DJ, Ju cual da como resuhado el gene VDJ (ocurre 

en cClulas precursoras que scran linthcito'i. B) En este pa.ui todos los segmentos 

con1prendidu:i. entre O y el gen "·ariable son clin11nadns ine••ersiblcn1ente Un gene de la 

región constante nu C!t. seleccionado sino ha!t.ta el procesamiento del transcrito primario del 

ARNm (mediante ··splicing" del in1rón entre el complejo VllJ y el gen mas cercano de la 

región constante). obtcméndo!>c finalmente una proteina i1 en el cnoplasma de la cclula. 

fenolipo del linfocito pre-U S1 el rcarrcglo de la prote1na J1 fue productivo. se inhibe el 

rcarreglo del alelo del otro cromoS<.-1ma (c'\.clusion alclica). además de 4ue se estimula el 

rearreglo de los genes de las cadenas ligeras 

Este siguiente pa!'Kl consiste en la union de un segmento V con un segmento J de 

uno de los alelo~...::, f'onnandosc el complejo VJ que se encuentra separado de la region 

constante por un intrón l\fcdi.-..me el "splicing" del intrón del transcrito primario, se une el 

gene constante al complejo VJ. Cormando el ARNm que dara origen a Ja cadena ...:: S1 el 

rcarrcglo es productivo la cadena ligera fonnada se ensambla con la cadena µ en el reticulo 

endoplásmico para Cormar- la molccula de lgl\1 de membrana La expresión de lg!\..1 de 

membrana es una característica fenutipica del linfocito B inmaduro De la misma manera. 

el rcarreglo de la cadena ligera i.:: (casi siempre el primero) inhibe el rcarrcglo del alelo del 

otro cromosoma (e:1C:clusión alelica) pero además tambiCn inhibe el rcarreglo del gen A 

(c.xclusión del isotipo de la cadena ligera) La \::elula tiene entonces cuatro posibilidades de 

rcarreglos productivos de la cadena ligera (dos de cada cadena ..: o A) Como se mencionó 



anlcrionnentc. estos rcarrcglos involucran mecanismos de eliminación de ADN entre varios 

segmentos de genes, seguido por una unión de los segmentos de interCs, el ADN cw:indido 

es eliminado por lo que los complejos VDJC y VJC formados inicialmente permanecen y 

son los que dan lugnr a la molCcula de lg Esta .. recombinación'• la llevan a cabo eru.:imas 

llamadas rccombinasas que despuC~ de reconocer secuencias especificas (secuencia!. de 

hept8meros y nnnD.meros) entre los genes V y J (igual para DJ y VDJ). ~inden el 

segmento de ADN <Jue no es el importante y unen los segmentos de ~enes \! y J requeridos 

Para la generación de la diversidad de anticuerpos <la creación del repertorio de 

anticuerpos) contribuyen distinto~ mecanismos gencticos 

• !\.1Ulliplc:s genes germinales la existencia de "·arios genes \!germinales (con ~uencias 

distintas) para las cadenas pesadas y ligeras contribuye a las diferentes cspec1fic1dades 

de los anticuerpos Ademas lns dislintus genes J y D que codifican para algunas 

porciones del sitio de un ion a antigeno. tambien son responsables de genCTar d1" ersidad 

• Diversidad cun1bsnatnr-ia la cumhinac1ón al a7..a,. de difcr-cntes segmentos de ,genes V.D 

y J genera di ... ·ers•L'i cspcc1ficidadcs de anticuerpos Cada clona de cClulas. B y su 

pr-ogcnic cxpr-esa una comh1nación Unica de genes V,D y J La mayor- d1.,,.ersidad se 

encuentra en la uniun de las r-egiones V y C de ambas cadena."' ligeras y pesadas que 

fo,.man la te,.ccra región hipcrvariable o CDRJ (que es una por-ción importante para la 

unión del antigeno en la molCcula de lg) Cada clona de cClutas B produce un sólo sitio 

activo 

• Diversidad de unión 

~ Rca,.reglo de ADS impreciso (la recombinación entre las secuencias de 

nucleótidos de los genes V. J y O puede llevarse a cabo en varios nuclcótidos en la 

secuencia germinal. dando lugar- a que aún u.sando la misma combinación de genes 

se genc,.c un sitio diferente) 

• Diversificación de la región "N.. adición de nuevos nucleótidos en la unión de 

genes VJ o VDJ rcarreglados mediante un proceso al a.zar que lleva a cabo una 

transfcrasa TdT (o l>csoxyribonuclcotidil tc,.minal transfcrasa) 
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• Combinación de diferentes cadenas ligeras y pcsada5 en distinta5 células B· dado que la 

región variable de cada una de las cadenas que participan en el rL-conocimiento del 

antigeno, cada combinación de cadena pesada y ligera. genera un sitio de unión 

diferente 

• l\.1utaciones somatica5 en los genes V. éstas mutaciones pueden producir cambios en la 

cspccilicidad del si1io de unión al antígeno 

La hipotc:sis de: la selección clonal, propuesta por Bumet en 195'7. explica porque el 

sistema inmune produce respuestas especificas para el antígeno inmuni7..antc. generando la 

diversidad de los anticuerpos De los mecanismos genéticos mencionados anteriormente, se 

desprende que cada individuo contiene multiples clonas de linfocitos, cada clona derivada 

de un súlo precursor y conteniendo el mismo receptor. disunto para cada clona Cuando el 

sistema inrnune encuentra por prirnera ver un anti.geno. c~tc es reconocido por una clona 

pre·existente de linfocilos n inmaduros que e:11;prc?<-an lgM e lgD de membrana La 

activacion de la clona de cclulas n lleva a la produccmn de anticuerpos y a la generación de 

cclulas B de memoria Da:..pue:o. de ser estimulada por el ant1gcnu. la cclula B pierde la lgD 

y empier.a a secretar lg~1 Este polimcro pcntamerico permite una unión fuenc al antígeno 

(aún cuando su afinidad sea baja. la avide.t: de la lg..'1 es alta). ademas de que actrva 

eficientemente al complemento Esta rcspuc'>ta se da a lo~ ::?-3 d1as dcspucs del primer 

contacto con el anti8eno y es llamada respuesta pnmaria (F18ura 4) Despucs de un nuevo 

contacto con el ant1geno y con la panicipación de c1tocinas producidas por los linfocitos T. 

se da la respuesta secundaria Se lleva a cabo un cambio de 1sotípo de lg o .. switch ... la 

cClula B secreta ahora otra clase de inmunoglobulina (principalmente lgG) con la misma 

especificidad La lgG tambicn act1~a complemento adema~ de que ayuda a la fagocitosi"' y 

a la ADCC El mecanismo para el cambio de isotipo de la cadena pesada está dado por una 

recombinación del segmento VDJ previamente rcarreglado. con un gene de la región 

constante (el ADN entre los segmentos es eliminado) Las citocinas producidas por los 

linfocitos T intervienen en la proliferación de las cClulas B y en la producción de 

anticuerpo. en este último caso. las distintas citocinas (IL-4, IFN·y •... ) pueden inducir 

selectivamente el "switchº' a un isotipo particular de Jg 
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r>urante la respuesta secundaria.. los genes de la región V de las cadenas pesada. ... y 

ligeras sufren mu1aciuncs sonuiticas al az..ar. que son las responsable!I de la maduración de 

la afinidad de lns anticuerpos Se vnn !.eh..~cionando la..-c cClula."I que 5Ufr-iCl'"on mutacione5 en 

estos genes, y cuya!I lgs de men1brana tienen mayor afinidad para unirse al antigcno cuya 

conccntraciun va disminuyendo \."ll d organismo Con el tiempo y el constante contacto con 

el ant1¡.,tcno. los :mticuerpus puuJw .. ·1do!. tienen cada '-'C"- una mayor afinidad, es decir que 

intcracc1unan n1cJnr "~un su 11n11~cno E-.ta tc!<opUc!.ta e-. entonce' n1as risp1da. ma-. vigoro~ y 

eficiente Si no existieran ntás contacto"I con el antígeno. la respuesta va disminuyendo pero 

pcrntancccn cclulas B y T de mcnuiria (memoria inmunológica) que sobreviven aftos y que 

pueden ser activad:ls y proliferar al cnlrar en contacto con el antígeno 

lt1G (la allnld•d 

•umrnta gradu11trnrnte 
con lnnnualzaclonrs) 

·r1empo 

1-~igura 4. 1\-ladur•ción dr la afinidad Respuesta primaria (lgf\.f) y respuesta secundaria 
(lgG) La concentración relativa de anticuerpo es la presente en SUCl'"O (tornado de Goding. 
1993) 
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11. 2. Anticuerpos monoclonales. 

Un inmunogcno, aun con un grado aho de pureza. tiene varios determinantes 

antigénicos o cpitupcs. que durante una respuesta inmune, son reconocidos por una mc1:cla 

hctcrogcnca de an11cucrpo!1i (respuesta policlonal), cada uno de ellos dirigido en contra de 

un epitopc (adema!!-. pueden e,.;:is1ir varios anticuerpo!li que interaccionen con un epitopc con 

distin1as afinidade!'i) Los anticuerpos monoclonales producido!'i por cClulas originadas de 

una clona Unica Je linfocitos U. cs1aran dirigidos en contra de una sola región del antigeno. 

no imponando la pure;.a de este últimn En el ai'to de 1 •n5. Kohlcr y !\.1ilstein. basados en 

estudios de tumores de cclulas plasma1icas Cmicloma) y fusiones celulares. rcponaTon la 

generación de hibndomas productores de anticuerpo .. monoclonalc!'i con la especificidad 

des.cada (Kohlcr y !\.t:1ls1c1n. J'l75. 1'>76) 

La inmonali.r.ac1un de cclulas productoras de anticuerpos específicos para un 

determinado antigeno es ix>siblc mediante la fusmn de las cclulas plasmáticas de un ratón 

inmuni7.ado con C!M! ant1geno con celulas de micloma (cClulas transformadas que se pueden 

cultivar 111 \·Uro) <Figura b) La fusión de las mcmbrnnas celulares. mediante el virus 

Scndai, polictilcnglicol (Ponlccurvo. 197b. Galfre y 1'.t:1lstem. 1981) o un pul~o eléctrico 

(l-lcwish y Werkmcisler. 1989) pt."Onilc ob1cner cclulas muhinuclcadas o hclc!'rocariontes 

Los nUcleos de los hclcrocarionles se t\Jsionan y dcspuC:s de una division. las cetulas 

gcnCticamente poco estables pierden cromosomas (Ringcn.z y Savage. 1976 • .Abbot y 

Povcy. 1995) Los híbridos se seleccionan mediante crecimiento en medio ffAT que 

contiene aminoplcrina. un antagonista del itcido fólico que bloquea la síntesis de guanosina 

(Figura 5) Existe una ruta que pcrmile esta santesis pero involucra a la enzima JIGPRT 

(hipoxantina guanina fosforibosil transfcrasa) Las células de ba7"o que contienen HGPRT. 

sólo crecen unos dias en cultivo y las cCJulas del micloma no contienen llGPRT (fueron 

seleccionadas con 8-a..7..aguanina) por lo tanto. Unicamcntc las cdulas hibridas resultantes de 
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la fusión entre células de bazo y células de mieloma. pueden multiplicarse en medio con 

aminoptcrina o medio llAT {Littlcficld. 1964) 

S-1\a.J.no 1...ml.d•xo1- - •-o.arbo•••.ld• 
r .lb<>nuc J.oOot.1.do •• S-F'or•jdo ••J.d•7<>l-•~c•rbo•••ld• 

r t banua 1.ot. ldo ....... ... . 
H.lpo••nt.Ln• '-==:-.. J 1 Tno•ln• t4nnnfn•C•tn 

H.lpos:'"t. .111• qu•n.1.n• 

1 Co•~or.lbo•.11 t.r•n•C•r••• 
cu,.n 1.n• llCPHT 

(H-A.Je,.qu•nin•) ?' 4" • Cu•n<>•ln• w:>noCo•f'•to 

- ... l 
T••ld'Tl•ldln• 

~J.n••• 

en..-- d1"DP-

* f T1..-~~~\ .... t..u• UDP _ _..._._... 

°"'"-"""" • • ---.... ... .,..,. ____ _ 

Fi1tura S. Vías mr1abcílicas rn l• sdrcción dr hibridos. La ~lección se TcaliLa en medio 
HAT que contiene h1poxantina. amin'"1p1crina y timidina La~ células de baLo no son 
inmortales La aminoptcnna bloquea la vía noTmal para la síntesis de nuclcotidos y 
ribonucleotidos (•) poT lo que las cclulas de m1cloma (inmortales) que no tu~nen llGPRT 
(fueron seleccionadas en medio con 8-AJ.aguanina) no crecen en este medio HAT Las 
células inmonalcs, resultantes de la fusión. pueden simcti7.ar AON y ARN pues poseen la 
flGPRT e Tomado de Goding. J. 19QJ) 

Los híbridos o hibridomas obtenidos deben de s.er clonados (en agar suave o por 

dilución limitante) para asegurar la monnclonalidad de los anticuerpos Finalmente los 

hibridomas son crecidos en cultivo celular o como tumor en la cavidad pcritoncal de 

ratones, a partir de los cuales !'OC obtienen los anticuerpos monoclonales 

20 



Figura 6. Producción dr hibridomas (Tomado de Campbcll. A.M .• 1991) 
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U. 2.2. Usos dr los anticurrpos monoc-lonalrs. 

La posibilidad de genentr anticuerpos homogCneos en cantidades viNualmente 

ilimitadas. abdó una gnma muy amplia e.fe aplicaciones de Jos antÍCUCT'pOS monoclonales. 

como se discute abajo 

Los distintos usos de lo5 anticuerpos monoclonales. podemos dividirlos en 

aplicaciones tcrapCuticas y como hcrramicmas en diversas técnica ... bioquimicas para l.a 

investigación 

En un inicio. el uso de los anticuerpos monoclonales eslaba restringido aJ 

diagnóstico en dif"crentes laboratorio~. corno re.acti\o·os especifico5 para la idemificación de 

parásitos, virus. bacterias y olros palóHcnos tanro en el arca clinica como en la 

investigación. En la investigación inmunolúgica. una de lu aplicaciones mas importantes 

que han tenido. a sido la generación de diferentes anticuerpos n1onoclonales que reconocen 

moléculas de membrana de distintas cclulas. los cuales han pcrmi1ido la idcmiticacion y 

separación de poblaciones cdularc~ para el csludio de su~ ti.Jnciones Esta molCculas de 

membrana (moJCculas CD o Cluster Differcntiation) son numeradas de la misn1a manera en 

todo el mundo Asi misn10. en el diagnostico de in .. ·cstigación. los monoclonales tarnbicn se 

uqn para identificar otro tipo de proteínas celulares como oncogenes, receptores. f"actores 

de crecimiento, mensajeros. 

En cuanto al uso en la dinica. además del diagnostico de enfermedades cabe 

mencionar la importancia de los anticuerpos monoclonales para el desarrollo de los 

sistemas estandarir..ados o lcits. cada ver. mas sensibles para la detección de aditivos en 

alimentos y bebidas. tra7..'L<;; de drogas y medicamentos. y de material potencialmente 

explosivo. cec 

En el caso del diagnóstico clinico, uno de los usos de los anticuerpos monoclonales 

es en imagenologia para detectar rumores, sitios de inflamación e infecciones. Esrc 
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diagnóstico consislc en empicar un anlicucrpo marcado radiooctivamcnte. que sea 

especifico para anlígenos tumorales. Ululas que intervienen en la respuesta inflamatoria y 

moléculas que sean caracteristicas de infecciones Es imponante entonces tomar en cuenta 

pnra cada sistema, tan10 a la moJC-cula acarreadora (el anticuerpo monoclonal) como al 

radioisúlopo La tnmunoglobulina no debe tener actividad biologica que pueda provocar 

efectos secundarios. para el rad1oi'"31opo se dchcn considerar vida media corta. emisión 

reducida, to'f.1cidad nunima y metabolismo conocido El uso de los anticuerpos 

monoclonales en inmunocnsayos como el El.ISA y la inmunoclectroforesis es cada VC7 

mayor y permite una mayor sensibilidad en la rncd1ción de protc1nas de importancia clinica 

Los anticuerpos n1onoclonales rc\•Ulucionaron los 1nmunocnsa.yos. adema,. de que 

establecieron nuevos metodos para la 111"e.!>l1gac1un Para entender el uso cada vc1. mayor de 

los antu:uerpus monoclonales. es nccc~ario mencionar Ja:- venta1a:- y des\.cn1aja!'> de estos 

anticuerpos. para después mencionar algunos ejemplo'.'> del uso de ellos como herramienta 

bioquímica La obtencion de un1icucrpn!I> homogencos cspcc1ficn' para un anllgeno impuro, 

esto en grandes can1idadcs y fac1I de purificar con buenos rcnd1m1cnto!lo, pcnnillo rcaliz...ar 

mCtodos cada "cz. más sensihle!lo y con una menor uniun inespccifica Ademas se obtienen 

más fit.cilrncntc fragmentos F(ab'):: que reducen la 1nterfcrcno.:1a en el ensayo de otras 

sustancias que pudieran unirse por el Fe Los anticuerpos monoclonales no Corman buenos 

complejos de pn:cipilación y en alguno!" mc1odus su alca especificidad puede no rc.~nocer 

pcquei\as \.'ariaciones que ocurren en epilopes l<ibiles 

La sensibilidad de los ensayos ha sido cons1derahlemcnte aumentada gracias al uso 

de los anticuerpos monoclonales y al acoplamiento de \.'arias molcculas a este anlicucrpo 

Se utilizan cada vez más distintos compucslos acoplados al anticuerpo como son enzimas 

(fosfatasa alcalina. peroxidasa de rábano), mokculas nuoresccntcs (fluorc:sceina) molcculas 

luminiscentes (isoluminol. acridinium) y otras sustancias que actUan indirectamente 

(avidina, cstreptavidina, biotina) Las tCcnicas má." utilizadas son las de RIA 

(Radioinmunoensayo introducido por Yalow y Berson. 1960) e IRt<i.tA (ensayo 

lnmunoradiomCtrico o tC-cnica de sandwich. introducido por Addison y Hales. 1971) con 

sus distintas \.'ariantc.s 
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Una nueva generación de inmunoensayos y mctodologias estiln surgiendo gracias a los 

anticuerpos monoclonales. tanto como herTamicntas para la invesligación como para 

laborn.lorios clínicos y, en un Cuturo podemos esperar un mayor uso de anticuerpos 

monoclonales en arcas de monitorco ambiental y anRli!'is de alimentos 

Seria crroneo pen!"ar que los anticuerpos rnonoclonale§ recmpla..r.aran a la serología 

convencional El u~ de los monoclonales no es recomendado, por ejemplo para la 

detección de antigcnos de!lonaturali.l'adoo;. o alterados La fina especificidad, el grado de 

reacti\>'idud, la afinidad y las propiedades thicas de los anticuerpos monoclonales pueden 

ser seleccionados para las ncce~1dades 1ndiv1dualcs. de tal forma que, al menos en tcoria. 

es posible obtener un anticuerpo monoclonal idonco para cada aplicac1un 

f•or otro lado. las apl1cac1oncs 1crapeutica!. de lo.!1- anticuerpos monoclonales 

cada vez mas pl"omctcdoras, aún cuando c'<1stcn muchtlS ohstaculos por vencer y 

descubrimientos por reali.7arse En teona. Jo .. anticuerpos monnclonalcs pueden llegar a 

sitios cspcciticos en el cuerpo humano. Je e,,.ta manera put.'(lcn reali.1'.ar las tUncioncs que 

nosotros deseemos en lugares localizados Es entonces que se deben considerar cienos 

criterios en la seleccion de un anticuerpo monoclonal. dependiendo de la función que este 

va a cumplir Un anticuerpo monoclonal que puede no IUncionar para tratamiento. puede 

SCf" útil en diagnóstico 

La utili7.ación de los anticuerpos monoclonalc!<o en procedimientos terapeuticos es 

diverso E'.ltisten difcrcmcs estf"atcg1a!I. posibles para aprovecha,. los anticuerpos 

monoclonales en tf"atamientos de enfermedades humanas (Tabla ::!J La primera consiste en 

enfocar una respuesta inmune contf"a un sitio en especial En este caso el anticuerpo 

monoclonal con actividad biológica se une a la cclula .. blanco .. y permite que se fije el 

complemento. lo cual resulta en la lisis directa (por el complejo de ataque de la membrana) 

o indirecta (opsonir.ación y lisis por células competentes) y provoca la destrucción de la 

celula Los factof"es imponantes que se deben de considerar son la expresión del ant1gcno 

(para el que es especifico el anticuerpo) ~u accesibilidad. heterogeneidad, densidad. 



estabilidad~ caractcristicas farmacocinCtica5 del anticuerpo y caractcri,.ticas del tejido 

.. blanco••: vascularidad, volUmcn sansumeo e integridad de lo!!O epitelios 

T•bl• 2.. Uso de •nlicucrpos monoclon•lc-~: rstr•ttXi•s trra¡1#uticas en hum•nos 
(Tomado de Goding, 1996) 

I _ Por su actividad inmunológica intnn!>-Cea 

Lisis por complemento 
Opsonización por complemento 
Neutralización 
Aclaramiento 
ADCC 

por células NK 
por ncutrofilos 
por monocitos 

:? Como "chiculo para 

Radio isótopos 
Atomos estables 
l\fedicamcntos 
lnterlcucinas. factores de crecimiento 
Toxinas 
PCptidos 
Proteinas y crl1'-Í mas 
l\folCcula..'i. reguladoras 
Liposomas 

3 Por su función reguladora en 

lformonas 
Factores de crecimiento 
lnterlL"Ucinas 
?\.folccula..'i. reguladoras 
Idiotipos de superficie (B o T) 
Receptores 

4 Como "acuna 

Antiidiotipu 
Adjuvantc 

Por su intervención farmacológica 

Alterar la farmacocinetica 
Alterar la biodistribución 
Cambiar las propiedades de moleculas 
Depuración de otros anticuerpos 

La segunda estrategia es la de utilizar al anticuerpo como vchiculo de molCculas que 

deben llegar a sitios específicos m '''"º Se deben de considerar para cada tratamiento, tanto 

las propiedades farmacológicas del anticuerpo como las de las moléculas que estiln siendo 

transportadas 
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l..a tercera estrategia consi:ne en utili7~ anttcucrpos monoclonales que rcconoccn 

molCculas o rcccpton:s que son de importancia critica en la regulación de f"uncioncs 

celuhucs rrimero se deben conocer los. mecanismos que intervienen en la regulación para 

dcspu~ poder modularlos de rnanera positiva n negativa La cuana estrategia. habla de las 

nuevas vacuna ... principalmente del uso de lu~ antu ... -uerpo~ monoclonales antiidiotipo E.slos 

anticucrp(.:Js reconocen el id1ot1po de ant1cuctpo' i.:ontra cierto anugcno y parecen mimeti1.~u 

C."ie anugcno Se cstan n:uh1..;u1do t.• .. 1ud10, paca intentar 1nduc1r una rcspucs1a inmune 

prolcctora a travé."i de una 1nn1uni1..01i.:1on con c'.'>tu-. anticuerpos Se cree tamb1cn que estos 

anticuerpos pueden regular la rc~puc~ta 1n1nunc i.:1)1Jll1 lo prtlpu~1 Jc1nc en l'J7-1 l·1nalmcntc 

la úhima c .. 1..-atcgia es la de cl1nunar del organismo (dcpur.u.::ion) cu:rtos compue~nos y 

alterar Ja-. propiedades de otra~ molc..:ul.ts l .n!'> unticuc..-pos put.·dcn ~r u~dos para variar la 

vida rncd1a en suero de rncdicarnenlos, cambiar la b1od1spon1b1ladad. etc 

A continuac1on se presc-n1an c1emplo,. de cnlCrmedadcs en la.." cuales el tratamiento 

con an1icucrpo~ monoct,,nales part.....::c prl1rnctcdllr (Tabla J) Es nei.:c.·...ario investigar Jos 

mecanismos e in1eracc1oncs 1n,•ol11c.:rad•.s en las cnfcrmcdadc~ y el agcnlc h .. --rapc...-utico, asi 

como nuevas tecnolog1as que llc"·en a la aplicac1on en un futuro. de los anticuerpos 

n1onoclonales como hcrran11cnta 1crapcut1ca 

Una limitacion actual es que el U!«> de anticuerpos monoclonales murinos puede 

inducir una respuesta inmune en contra de los anticuerpos Para eliminar este inconveniente 

se esta tr-atando de establecer una mc:todologia par-a producir anticuerpos monoclonales 

humanos 
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T•bla 3. Aplicaciones ltrmpfalicas de lo• anticuerpos monoclonales en rnf"ermrdades 
humanas (Tomado de Campbcll. 1991. llirch y col. 1995) 

~nrer1n~rd~•~d,,__~~~~~~~~~~~-t~~~·~••~•~•~~i~•~•~r~r~•~n~u~U~~•=-,~-..,,-~,--~~,--.,.--1 
Canccr ·Respuesta innamatona localir_ada en cClulas 
-tumores solidos (mclanoma, carcinom.a. tumoralc' 
neurobla.. .. 1on1a. pulmon. pcch.l. colon) -ln1er1Crcnc1a el crec1nuento y la 

-hcma1opu1ctico (linfuma de cclulas ll y T. 
leucemia a~uda linfocitica. mie1'.>e1t1ca y de 
cc:lulas plas1ná1u.:as) 

Tran!ioplantcc;;. 
-l\.fcdula ósea 

Infecciones 
-virales 
-por microorganimos 

rcgulacion 
-Inmunidad an111umoral ( Ac antiid101ipo) 
-Rcgulacion negativa de clonas malignas 
-Aumento de la respuc-.ta combinando los 
Ahs con intcrlcuc1na .. 
-Radioinmunnlcr-apia 
-Tcr-apia con 1nrnuno1ox1nas 

-Eliminac1on de celula!ii. malignas antes de un 
transplanlc 
-Teraprn con inmunnln"ina'" 
-Combinacion de qu1mioterap1a e inmuno-
terapia 
-Eliminacion de cclulas T norrriales para 
evitar la enfermedad inJc-rto contra huespcd 

-Neulfalizacion de viru!'o y de microorga. 
nisn1os 
-Opsoni.t.acion de .,.·tru!'o ., de m1crourga-
nismos 
-Ncutralir_acion de las to1linas liberadas por 
los microorlo(anismos 

Intoxicación oor DiR.oxina (en ca..rdiolm.r.ia) -Ncutrali7..acion 
Supresión Inmunológica 
·enfermedades autoinmuncs (artritis 
rcumatoidc. esclerosis mUlliplc. lupus) 

-Rechazo de transolantcs 
Función plaquctaria (angina. oclusión 
ancrias coronarias) 

-Destruccion de cclulas autoreactavas 
-Regulación de la r-espucsta inmune 
-Terapia con inmunoto'l1na 

de -Inhibición de la agregación plaquctaria 
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111. ANTt:Ct:Dt:NTt;s. 

111. t.Tr•nsductión dr srrlalrs rnrdiada por rrct"pforrs dr mc-n1brana. 

111. 1.1. Grnrralidadr!i. 

En la membrana celular existe una gran variedad de pro1cinas especializadas que 

pcnniten a la cclula interactuar con c:J medio que Ja rodea. un grupo de csta.s protcinas son 

los denominados rccepton:s. los cuales generalmente poseen tres dominios (uno oc.tracclular. 

otro transmembranal y un dominio citnplasmico) y son capaces de detectar la presencia ó el 

cambio de conccnrración de alguna molCcula (su ligando) en el exterior y traducir esta 

variación en el medio externo en una respuesta dcnaro de la célula 

Uno de los mecanismos mas comunmcnte encontrados en la regulación 

positiva/ncgati .... a de la función de protcmas es la fosforilacion - dcsfosforilacion de algunos 

aminoacidos cspcc1ficos dentro de Ja eslructura de las protemas Esta e-. una forma de 

regulación que no involucra el ajuste de la velocidad con que se sintcti7.an proteínas o 

enzimas; ademas es una fonna facil y rapida de modular la actividad de ervjmas en respuesta 

al cambio de condiciones e.'l(.ternas o ioiemas. para satisfacer necesidades mctabolicas de la 

célula y adaprarsc al entorno (transducción de señales par adcnilatu ciclasa, tran!<>duccion pl>r 

proteinas G. etc ) En la transducción de scr'iales mediada por proteinas de membrana puede 

prcscn1arsc Ja act1vacion de prutc1nas cmasas que fr1sforilan diversos sustratos Jcl citosol u 

del núcleo, Cstas cinasas o sus substrato'.'i juegan un papel critico en Ja regulacion metabólica, 

en el control del crecimiento y división celular Es impurtamc aclarar que la fosforilación 

puede activar o inactivar proteinas Existen dos clases de cinasas las cinasas de tirosina y las 

cinasas de scrina - treonina 
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Actualmente el estudio de los mecanismos por los que la unión de un ligando a su 

receptor es capaz de provocar una respuesta celular, es un área de investigación en 

constante avance 

111.1.2. L.. •11:rqcación dr rrcrptorrs conao mecanismo induelor dr activación. 

En algunos sistemas. la unión receptor - ligando. produce un cambio conl'onnacionaJ 

del receptor, generando una cascada de ~i'lales al interior de la cclula En otros caso!I. la 

sola unión del receptor a su ligando no es suficiente para inducir la acti .. ·ación sino que es 

necesaria la agregacion de dos o más rc..-ccptorcs para inducir la respuesta celular (!\1ctzger 

1992, Jfeldin 1'>95) Lo anterior ha sido demostrado de dos formas· en primer lugar. la 

adición de ligando monovalente a las celulas no genera sei'lal alguna Por otra panc, al 

adicionar a las células anticuerpos dingidos contra el receptor se ob~rva una respuesta 

semejante a la provocada por el ligando polivalente 

Dentro de los receptores que son activados por entrecru7..amiento existen algunos 

que poseen un dominio citoplásmico con actividad de cina~ tales como el receptor del 

factor de ca-ecimiento denvado de plaquetas (PDGF-R). el receptor del factor de crccim1cnto 

cpidennal (EGF-R), el receptor de insulina (IR). etc Otros receptores cuyo dommio 

ci1oplásmico no tiene actividad de cinas.a. pero cstan funcionalmente asociados a una enr..ima 

de este tipo. son los a-ccepton:s para IL-1 a IL-10. GM-CSF. INF-a, p, y, honnona de 

crecimiento. prolactina. los receptores multicadcna de a-cconoc:imiento inmune(~flRRsJ. etc 

111. 1.3. Fosforil•ción. 

En varios casos de Tcccptorcs con dominios de cinasa o con cinasas asociadas, se ha 

propuesto que la agregación es seguida por la "autofosforilación'" de los Tcccptorcs Una 
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posibilidad es que en el monómcro de n:ccptor exista cicna actividad basal. la cuaJ sea 

suficiente para fbsforilar al receptor contiguo por transíosforilación (1 leldin 1995) (Figura 

7) 

Lyn Lyn 

.,.igur• 7. Tr.nsfosíoril•ción 

La fosforilación inicial ocurre principalmente en rc:o;.1duo~ de tirosina dentro del sitio 

regulador de la cinasa (del propio receptor o de la cinasa asociada) con lo que "óC puede 

aumentar o disminuír la acth.·idad cnziméltica. ademas. fucrn de los dominios de cinasa pero 

en el receptor. se fosforilan ouas tírosina..,. que sirven de anclaje para otras proteínas que 

panicipan en la transducción de señales Para que estas prolcinas puedan anclars.c a las 

tirosinas fosforiladas del receptor. deben contar en su estructura con dominios SU2 (Src 

Homology2) 
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111. 1.4. Dominios Sll2 y Sll3. 

Los dominios SH2 y 5113 participan en interacciones protcina·protcina y. aunque 

distintos estructurulnu:nte, prc!M!'ntan ciertas caractcristicas comunes aznbos forman 

estructunas compactas aisladas con sus extremos amino y carboxilo cercanos. de tal forma 

que quedan expuestos en la superficie de la prolcina Estos dominios no están restringidos a 

un tipo particular de molCcula:s, es decir, se localiT..an en distintas proteínas que participan en 

diferentes \.-ias bioquimicas. tal es el caso de cinas.as de proteínas o de tipidos. en fosfatasas. 

fosfolipa.sas, factores de transcripcion y proteinas adaptadoras 

Los dominios SI 12. constan de aproximadamente l 00 aminoácidos y el suio de unión 

de estos dominios_ reconoce fosfotirosinas (P'\'). siendo de gran importancia para la unión 

los tres aminoacidos situados hacia el e:octrcmn ca1bo11tilo de la PV(PY-X·X-X) 

Dependiendo de Ja naturale7a de los aminoacidus que '"iguen a la PY de las secuencias a las 

que se unen, estos dominios se han clasificado en do'" grupos Los dominios SI 12 

pertenecientes al grupo 1 ~ unen a sccucnc1a!> PY-h1drolilico-hidrofihco-hidrofóbico. 

mientras los del grupo 11 se unen a s.ccucnc1as PY-tudrofobicn-X-h1drofobico l lay proteina!> 

que pueden contener dos dominios SI f:? con especificidades similares o dif"erentes, 

adicionalmente. un dominio su= puede unirse solamente a c1cnas fosf"oprotcmas, esto 

dependera de los aminoácidos cercanos a la PY. lo que da c1cna especificidad a la union 

(Songyang y col 1 QQJ) Esta especificidad dctcrnunada por los aminoacidos cercanos a la 

PY no es absoluta. por lo que pudna haber en la cclula mas Je un SJ 12 con afinidad por un 

mismo ligando La unión de un dominio SH:: a una protcana fosforilada en tirosina, tamb1Cn 

depende de factores como concentracion y locali7.ación del ligando en cuestión, sin olvidar 

que algunas proteinas cinasas presentan además otros dominios de union CCohcn y col 

19<>5) 

Los dominios SH2 presentan una minin1a afinidad por otros fosfoaminoacidos como 

fosfoscrina (PS) y fosfotreonina (J>T) Esto se explica por la estructura del dominio Slf2. en 

la que hay una cavidad en donde se une J>Y. en esta cavidad existe un residuo de arginina 
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(R) ahanlCnlc CC.lnscrvadu, cuya carga positiva inlCt'actUa con el fosfalo (con carga negafr1oa) 

de PY. Esta arginina rc..,.w.ha inaccc:uhle a PT y PS por ser C5tos últimos mas cortos. adema."' 

en esa ca,;dad hay mult1ple:i; s111os que fi.innan puc-ntes de h1dru1otcno con el fosfato y 

conlactns hidrofóbicos con d arullll fenol1ct> de la tirosina (l~ck y col 1'193. Cohcn y col. 

19'>5) (Figurn M) 

Los dominios SJl.l h.1n -.utu rncnos estudiados, '"ª" ernhar~11 parecen ser tarnb1cn 

importantes en la tran!>ducc1ún de '.'i.Cñale'.'i. Estos dnmin1os st.• unen a ~ccucnc1a!'I. ricas en 

prolinn (P) de apro,un.¡ufa1ncnte lfJ an11nu.1c1d,1:i;, n1uchi1:-. de las cinas."1.!'I a!'o(ic1<1da!i con 

reccptorc!'o contienen donumo!'I. Sii:? ,. SI IJ. en lanlo que el Sii:! permite la asociación al 

receptor ..,. la modulaciun de la propia actividad cn.l'jmatica, el SI IJ promue .... ·e la asociac1on 

con el sustrato y esaabili.ra su uniun Como ambo!iO don1inios son mediadores de interaccione~ 

protcína·proteina. si una cinasa los JKlSC-C, es capar. de formar cumplcJO!i proteicos mas 

estables (Cohen y col 1995) 
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Figura a .. lzq A) Fosfotirosina.. B) Fcnilfosfalo, C) Fosfoscrina y D) FosCotrconina 

Der. Sitio de unión de la fosfotirosina al dominio SH2 
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111. 1.5. Rr<:rptorrs l\lullicadrn• dr Rrcnnocimirnto lnmunr (MIRlb) 

Un grupo de receptores que participan en la activación de células del sistema inmune 

inducida por antigcnu. son los reccplurcs multicadcna de reconocin1ienlo inmune (?1..1lRRs. 

?\..fultichain lmmunc Recogní1ion Rcceptors) Este grupo incluye TCR. BCR. FcR "s, 

etc Los !\URR.s comparten una scr-ie de caractedstaca~ funcionales y estructurales 

Funcionalmente. todus estos receptores intervienen c:n procesos de acfr1o·acion celular 

mediados por- antigcno y se requiere la agregación de c ... tos receptores para que proceda la 

activacion. tarnbicn se ha \ll!>lo que lo, procesos bmquirn1cos intracelulares ma!> tempranos 

en la cascada de !>Ci"aales inducida por la agregación. !'><ln semejantes f lay hidrolisis de 

fosfolipidos de inusttol que genc.-an d1acilgliccrol (DAG) e inositol l.4.5~tr-ifosfato(IPJ). 

siendo este último el rcspon!Wlhle de la libcrnc1on de ca·· del lumen del rcuculo 

cndoptasmico hacia el citoplasma, ademas de la hbcr-acmn de Ca·' intracelular- hay cntrnda de 

ca·· e:iii.tracclular contribuyendo al aumento de la conccntr-acion citoplasmica Por- otra parte. 

también se ha observado la fi..1sfonlac1on de proteanas y ac11v."1c1ón de cinasa~ 

Estructur-almente los ?\..URRs, como lo indica su nombre, son receptores compuestos 

por- varias cadenas polipeplidicas asociadas y el dominio e)(tracclular de algunas de éstas 

cadenas pertenece a la familia de las inmunoglobulinas Adicionalmente. la presencia de un 

motivo estructur-al comun en el dominio dtoplasmíco de algunas cadenas es una 

caracteristica estructur-al y fundonal muy importante Este motivo fue descrito por Rcth 

(RcÍh 1989) y la secuencia consenso que lo dclinc es l>IE-X 2 -Y-X 2-IA-XrY-X2-Lll. 

actualmente este motivo es conocido como IT A.'-f ( lmmunorcceptor Tyrosine-based 

Activation ~1oti0 (Figura 9) 

Numer-osos estudios han demostrado que par-a la transducción de señales mediada 

por ~flRRs resulta esencial la fosforilación en tirosinas de los IT AMs (revisado por Ortega 

1995) Los resultados de estos estudios pueden resumirse de la siguiente fonna 



a) La delcción de los IT AMs anula la activación mediada por receptores. 

b) J\.1utacioncs en las tirosinas de los ITAMs anulan la activación 

e) Receptores quimCricos con difcrcnlc!I dominios extracclularcs pero iguales en su parte 

citoplásmicn (ITAM intacto) provocan una cstimulación igual a la de un receptor intacto 

d) Al trntar c¿Julas con inhihidores de c:inasa ... no se fosforilan los ITAMs y no hay 

activacinn 

Se piensa que la agregación de receptores induce la fosforilación de residuos de 

tirosina de tus ITA?'l.h. y que esrn.;; fosfutirnsmas funcionan como punto de anda1e para 

cinasas de tirosina...' con dominio" SI 12. que al unirse a los IT A~1s fosforilados incrementan 

su actividad catahtica 

En este gnJpo localir..amos a los receptores de cdulas T (TCR). de cclulas B (BCR) 

que reconocen directamente al antígeno y a los receptores de membrana para 

inmunoglobulina.'> (FcyRI. FcyRll FcyRlll y FccRI) que reconocen a la porcion Fe de las 

inmunoglobulinas(lg's) y así tambic-n reconocen de mancr-a indirecta al antigcno r-~onoc1do 

por la lg espcc11ica 

TCR BCR 

Fi1tura 9. Recrpto~ Mullicadrna dr Rrc:onociimirnlo lnntunr. 

Los rect3.ngulos negros verticales representan a los IT AMs 



Los rcccp1ores FcyR son una f"amilia hctcrogCnca de molCculas que reconocen la 

porción Fe de las dis1in1as lgG y panicipan en una amplia gama de funciones ef"CC1oras 1alcs 

como: f"agoci1osis, secreción de citocinas y mediadores intlamalorios, activación de 

respuesta oxidaliva, cilmc:icidad celular dependiente de anticuerpo:-.(AOCC), etc (revisado 

por Ravctch y Kinet )Qt:Jl) Es1os rcceplnres uenen dommios ex1racclulares de union al 

ligando muy similares. pero difieren en ~!'i. dominios transmembranal y citoplasmico En 

base a distintos criterios ~ clasifican en tres grupo!!> FcyRJ, FcyRll y Ff...-,RIJI. dentro de 

cada grupo exi!'>tcn a !'>U .. ·e.r. vanas isofornla!'i. (Tabla 4) 

El Fic-yRI (CD6.a) es el Unico capaz de unir ING monomCrica por lo que se le 

considera de alta afinidad por su ligando Se han identificado tres genes distin1os que 

codifican para es':c receptor en humanos, !Un embargo, la 1soforma que se expresa en cClulas 

hematopoyCticas es solo la FcyRla Este receptor es una glucopro1cina (seis sitios de 

glicosilacion en humanos) con dominio extracclular en el que se localizan tre:!lo dominios de 

inmunoglobulina y tiene un peso molecular aparente de 721..I>a en humano y 67kDa en ratón 

Se encuentra aMJctadu a un d1n1cru de cadenas y las cuales contienen un dominio IT AJ\.1 que. 

como se menciono anteriormente, es 1mponanlc para la transducc1on de sci\ales 

t:J ¡.·ic-yRll (CD32) tiene baja afimdad por el ligando. tiene dos dommios de 

inmunoglobulina en su panc extracclular Puede poseer dos o tres sitios de glucosilacion. y 

presenta un peS4.."> molecular aparente de 40kDa A diferencia de los otros FcyK, no se ha 

visto que este tipo de receptor se a~de a otras subumdadcs Existen tres genes que 

codifican para este u.~cplor denominados FcyRJIA. FcyRllR y FcyRIJC que dan lugar a seis 

transcritos a 1, a2. b 1. b2. bJ y e La isolorma a2 probablemente es soluble ya que no posee 

dominio transmembranal. en cambio la isofonna a 1 prescn1a un motivo ITA~1 (con 1 S 

amino&cidos de separación entre las tirosina."' en lugar de 10) Las isoformas bl y b2 

presentan un motivo <1ue inhibe la señalización por BCR denominado ITIM 



(lmmunorcccptor Tyrosinc-bascd Jnhihilion Motif) con la secuencia T/S-XrY·X~-L 

(Fi¡¡un1 l I ). ' 

•:1 ... cyRlll (CDl6) e1'iste en dos isofi.>rma.-. pco,.·enicn1e~ de gene!I dislinlos, una de 

las isofonnas denominada FL-,RlllA C!i una glucopruteina que en su porción extracclular 

presenta dos dominios para mmunoglobulinas. y se cxpre~ en Ja membrana en asociación 

con dimeTos de cadenas y o~. tanlu las cadenas y como las C contienen motivos ITAM l..a 

otnt isoforma. FcyRllJB, no posee dominio tran~mcmbranal y está unido a la mcmhrana por 

un enlace slicosil-fosfalidil-inu!!.ilol (GPI) (revi!Mldo por Sanlana y col 1996) 

E.I receptor de alta afinidad para JgE (Fci:RI) es un complejo tctTamérico compuesto 

por una cadena a. otra fl y un homodimero de cadenas y (Paulini y col 1994) La cadena 

a es una glucoprotcina que en su porción extracelular posee dos dominios de 

inmunogJobulina. siendo el ~gund(.'l el sitio de union pa.-a la lgE El peso molecular aparente 

es de entre 4S-65 kDa La cadena fl atra,.·icsa cuatro veces la membrana. sus extremos C· 

terminal y N-tcrminal cstan en el cnopl.tsm..'l, el peso apacente de ésta cadena es de J:?kDa y 

contiene un IT A:"t.1 en la parte c1toplásm1ca Las cadenas y S(."ln muy homólogas a las cadenas 

~su pcM> aparente es de 7-9k0a y contienen un motivo JTAl\.1 
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T1bl1 t Cmclrridicu dt Rrcrplorn pm l1G dt hum1n01. (AdJpl.ldi &: Hulcn) llogarth 1994) 

Corocltri•k11 HíqRIA bíqRIB bíqRIC bíqrllA bíqRllB bíqRJJC bíqRJllA bíqRJIO 

bolormu hfqRla hfqRlbl, hfqRlc ~.fqRIJal,hfqRIJa hfqRllbl.bl.bl hf¡-¡Rlk hFC)RlllJ hfqRIJlb 
hFC)Rlbl l 

Altlot - -- - LR. HR - - - SAllSAl 
l.oulilldón m lot lqlll lqll I lqlll lqB-24 lqll·ll lq23·24 lqll·ll lqll·ll 

cromot0mu 
Oominiot dt 1¡'1 

Rcnplor 

1 

TM TM,S s TM,S Thl rn Th1 1J1CbdoaGPI 
Sub-unld1dt1 Oldc1u¡dcl º!.- - ·1 oodcna¡dcl 

11od1du FoRI fo.RI 
c.ldcna;d<ITCR 

PM (klla) 
a¡>lmllt 7l ~'D ~'D 10 10 10 lO-IO lO-IO 
botkboat 10 ll JI JI 29,27 JI J] 29 

Aliaid1dporl¡G' l01·IO'M 1 ~'D. <JO' ~'D <Jo'M 1 <IO'M' ~'D 2•10' \I' <IO.M 1 

M' 
Eiprcificid1dpor 3>1>4»)2 NO ~'D LR 1"•1"2>)>~ ]>1•4•21 

~'D ~'D I • J»>l•I 
hl¡G llR l•l»l>I 

Distribod6a moooo!os ~'D so monc-=1tos IOOfkl.:1105 monoc11os nuaofa¡os nnnrótilol 
c:rl1l1r maaófagos rn.1'rofagll! ¡llbl,llbli tlU..10Íl~ cdutuSK. OJ•nófiloi' 

ncutrófil0!1 1JtUiróf1l01 m.i.1ofa¡01 ncutrofilOI ctluw rr.1. 
rosinófilos. pllqucw <tlub1B <tlul.nB 1ubpobl.icion de 

<tlub1dc \llbl,llbli monoo1os 
Lln¡ah.tru 

Rtploclón dt l1 , IFN·1 l, IL·IO ~'D so IL-l l SD ~'D TGf.JI f.11.-l l Th'f-a l. IFN· 
nprui6n 1', G.CSFl. IL· 1.G\l.CSF,Q. 

¡) CSF! 
NO!a TM. 1ran1n<mbranal. S 10lublt, SO. no dtlcmun.>lo 
' lgG 1nonomlnca 
~ C\pmlÓn 11d1K1blc con IFN·y 
' upm1ón rcguladJ ~11n1ncn1c con IL· IU o IFS·y. rcgul.W ncga11umcn1c con IJ..¡ hp-n1on umb1cn rtgulJdJ ¡x>\1l1\1mcn1c en nruuófilos ton Q.('SF. 
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Figur. ID. RC"prescntación nqucmátic:a de los Fc:R•s. 
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Figura 11. Rrprrsrnt•ción ~qur1niilica dr lo!I 1-·c-yR•!I y sus cadrnas asociadas. Los 
motivos ITA?\.,1 que contienen los residuos de tirosina (Y) cstli.n sci\alados El motivo YSLL 
corresponde al ITl~1 

El rrC"rptor dr anti~rno" llC' crlulas T (TCR) esta confonnado por las cadenas de 

unión a ligando o:U o y6. el complejo CDJ (formado po..- cadenas y.O.e) y un dímero de 

cadenas C:-< o C: · 'l Las cadenas ap o yl) son responsables de reconocer al pcptido 

antigcnico expuesto por una célula presentadora a travcs de moléculas codificadas en el 

complejo principal de tustocompatibilidad (MllC). m1cnt..-as que el CDJ y las cadenas~ y 

r¡ son responsables de la trnnsducción de sei\alcs Las cadenas ufl, yó, Y. O, e forman panc 

de la familia de las inmunoglobulinas por sus dominios en la porc1on cxtracdular Por otra 

parte las cadenas y. ó, e, C y '1 tienen dominios ITA~-f (Romeo y col. 1992 • lrving y col 

1991) 

El rrcrplor de anlil(rnos dr cé-lulas B (UCR) consiste de una inmunoglobulina de 

membrana asociada a un hctcrodimcro de cadenas Jga. e tgp, las cuales tienen en su porción 

39 



citopln.smálica motivos ITAM. l..a.s cadenas Jga e Igp son producto de genes difercn1es 

(Campbcllycol. 1991). 

Se han encontrado dos lipos de cinasas asociadas a estos receptores luego de la 

activación; el primer grupo son las cina53s de la familia Src (Fyn. Lyn. Lck. Blk y Yes) y las 

de la familia Syk-Zap70 Diferentes cinaus de las familias antes mencionadas se asocian a 

los receptores; esto depende de cual l\.URR se trate y del tipo celular Sin embargo. en 

ciertos casos se ha visto que una cinasa de la misma familia puede suplir en funciones a la 

otra Un ejemplo, si el receptor Fa;RJ al que se asocia Lyn se transfccta a cclulas T que 

expresan Lck pero no l.yn, se ohscrva a 1.ck a~ciada al receptor (Adame.Le" ... J..:j y col 

1995. Paolini y col JC)Q5). además si Lyn no es fun\'.'.u.mal puede ser sustituida por ot..-a 

cinasa de Ja misma familia 

Las cinas.as de la ram1ha Sn:: presC'man sitios de m1ns11lación en su e"'"1remo N­

terminal que permiten el anclaje de la cmasa a la membrana. también poseen un dominio 

SH2 y uno SllJ El dominio catali11co se encuentra en el extremo C-terminal y s.u actividad 

es regulada por el estado de f"osfonlacinn de una liro'ioma en el sitio actl"'º de la eru.ima 

(Flas'Winkcl y col 1995) Algunos es1ud1os han sugerido que las cinasas cstan aM>Ciadas al 

receptor aUn en el estado no activado No es claro como sucede ya que se pens.aba que solo 

podian a.....ociarsc al receptor por sus dominios Sl-12. aunque se ha sugerido que Ja union se 

puede dar por una región en el extremo N-tcnninal de la cinasa (Plciman y col 1993) Por 

otro lado. sc propone que la rosforilac1ón de una cadena del receptor por su cina..c;.a asociada 

es estéricamente imposible (Oncga 1995) y que el papel de la agregación es pcnmtar que las 

cinasas asociadas al receptor puedan fo!l>forilar los IT Al\1s del receptor contiguo 

(fosforilación cruzada) La íosf"onlación de los IT AMs permite que otras cina.sas :i.oe unan al 

receptor ya fosfo..-ilado Estas segundas cmasas son las de la familia SyL.-Zap70 que 

contienen dos dominios Slf2 en su extremo N-tenninal seguidos del dominio catahtico. que 



no es regulado por el estado de fosforilación de una tirosina en el extremo C-tcnninaJ Estas 

cinasas no poseen sitios de miristilación ni dominios Sll3 (Flaswinkel y col 1995) 

111.1.7.Un modrlo drl p•1>rl dr I• rosroril•cióu rn tirosin• rn la tr•nsducción dr H·ll•lrs 

por rl FccKI. 

La transducción de señales mediada por los diferentes ~11RRs esta siendo estudiada 

intensamente por varios grupo'.'!> de investigacion Es~os estudio'" han re" ciado que los 

mecanismos de aclivacion son semejantes El interés del laboratorio donde rcaliL.amos este 

trabajo se centra en los receptores para Fe de las inmunoglobulinas Dentro de este grupo de 

receptores se ha visto. hasta el momento. que los primeros C'locntos de~ncadcnados por la 

agregación de FcyR y Fcc.R son semejantes pero adelante en ta cascada intervienen 

diferentes protagonistas por lo que la respuesta final varia El Fe&RI es el receptor mas 

estudiado así que lo usaremos como ejemplo de modelo de transduccion de señales 

mediadas por FcRs 

Se piensa que al ocurrir la agregacion de receptores, la cmasa Lyn previamente 

asociada es capa.1'. de fosforilar a los 1T A~is, a las cadenas J3 y y de otro receptor (Yamashita 

y col 1994 Jou,·m y col l9Q4) con lo que ahora Lyn puede unirse por medio de su 

dominio SU:? Syk es capaz de unirse a la cadena y fosforilada. esta union trae consigo un 

aumento de su actividad catahtica AJ activarse. Syl puede fosforilar una serie de 

sustratos (Figura 12) como PLCy (Scharenbcrg y Kinct 1995). Vav (i.ntcrcambiador de 

GTP/GOP). l\.,APK(mitogen act1vated protein kinase). PKC(protcina cinas.a C), etc Esto 

trae como consecuencia un incremento en la h1drolisis de fosfohp1dos de inosuol. el 

incremento en Ja concentracion intracelular de calcio. induccion de genes y respuestas como 

la liberación de mediadores de la mflamacion (pretOrrnados y sintes1s de novo) y produccion 

de citocinas (Figura 1 3) 

~· 
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Fisura 12. Modelo qur ilu•tr• los primeros eventos lues,o de la •areaacióa del Fa:RL 
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Agregación del 
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--- Fc~I - - - - _ • 
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Fisura 13. Esqurm• mostrando los posiblrs ~·rntos bioquímicos qur sr han propue.sto 
luqo dr la •ctivación dC' la dnasa Syk.. Los eventos no comprobados cst3n representados 
por una linea punteada 
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IV • .lllSTll'ICACIÓN. 

El interCs del grupo de investigación del Dr. E. Oncga se centra en la transducción de 

sc:i\alcs mediada por lllS FcyR en células hcmatopoyéticas Existen ,.·arios tipos e isoíorrnas 

de los receptores para IgG, cslos son molCculas que presentan gran humologia en sus 

region1:5 cxtracclulaTCS, sin embargo las regiones intracclulare!'O presentan diferencias 

notables entre si y pueden o no tener cadenas asociadas 

Puesto que los ligandos que reconocen estos n:ccptorcs son Jos mismos. y las via.s 

de tranMfucción son similares. se piensa que la existencia de tantas variedades de este 

receptor conficl"e a Ja cdula la capacidad de responder adecuadamente bajo dircrcntcs 

circunstancias 

En primer lugar. aunque al agregarse los FcyRJ. FcyRlla y f'cyRJllA presentan 

fosforilación en tirosina de los IT A?\.fs y activación de-' cinas.as de 111·osina. lo'lo complcJOS 

pr-oteicos ensamblados a consecuencia de la agregación pueden ser- distmtos. esto depende 

de la estructura y el Ct.">ntexto en el que se encuentre el tT Af\-1. a.si como la espectficidad (no 

absoluta) de la intcraccion de los dominios SI 12 de diversas proteínas con los IT Al\.1s 

fosforilados 

En segundo tCnnino. las cClulas hcmatopoyCticas pueden expresar uno o nlás tipos 

de estos receptor-es, por lo que al inducirse la agrcgacion por- el ligando pueden formarse 

agregados hctcrogCncos 

Los anticuerpos monoclonales anti-fosfotir-osina son una herram.icnla fundamcnlal 

para el estudio de la composición de los complejos de activación ensamblados luego de la 

ayegación de los diferentes FcyR 



Existen en el mercado anticuerpos anti-fosfotirosina Sin ernhargo, sena muy 

conveniente contar con anticuerpos numoclnnales anti-PY propin"i, ya que rcqucnmos del 

anticuerpo con distintos marcajes o acoplados a en.r.imas Dado el elevado costo de los 

anticuerpos comcrciotlcs. junto con la'."i ahas cantidades que.- rcqucnmns. hacen poco 

conveniente el depender del anticuerpo comcrctal Aden1a:\ del aspecto cconúm1cn. el hcmpo 

que drmoran !luruendo el pedido puede ... er de rne!->c'."i. y no siempre ~ ohtu:ncn In-. 

anticuerpos en cond1c1oncs optimas Dado la uh1cu1dad de pto\.'.c!'Kls de fosfonlac1on de 

rrotcinas en diversas rutas bioquitnicas, es po'1blc suponer que un anticuerpo cspcc11ico 

para PY podr-ia redundar en beneficios para ntrn!lo grupos de mvestigacion del pa1s 



V. OD.Jt:TIVOS. 

V. t. Objrlivo Grnrr•I. 

Producir anticuerpos monoclonales murinos de la clase lgG especificas para 

íosfotirn,,.ina 

V. 2. Ohjrlivos Par1icularr-s. 

• Revisión bibliugrafica del tema (FcyR "s y transducción de sci\alcs intracelulares 

mediadas por estos ) 

• Obtcncion de anticuerpos monoch.,nalcs murinos anti-íosfi..ltiro!>ma Preparación 

del inmunógeno. inmunir.acion de ratones, cns.ayos de El.ISA para detectar los 

anticuerpos anti-fosfotirosina. fusiones celulares. obtenciun de h1bndon"1a.S 

• Produccion de anticuerpos monoclonales an1i-fosfot1rosina Prnduccion '" w1ru e 

• Purificación de los anticuerpos monoclonales ant1-fosfotirosina 

• Caracterización Ens.ayos de ELISA y \\'cstcrn-Blots 



VI. l\IATERIAl.t:S Y l\H:TODOS. 

Vl.1. M•trrial biolótcko. 

Se utilir...aron raloncs hembra.o; de H a 1 O semanas de Lo.dad. de la cepa Balb/c 

obtenidos del Aiotcno del Instituto de Investigaciones BinmCdicas Los animales ~ 

mantuvieron en el biotcrio en condiciones controladas de temperatura. ciclos lu7.lobscuridad. 

y alimentación 

Las cClulas de micloma murino Sp210. fueron obtenidas del ATCC y !'>e mantuvieron 

en medio D-!\.tE~1 complementado. a J7 ºC y en atmosfcra hUmeda con S~-0 C01 

Las cclulas TllP-1. linea celular de monocito!i humanos obtenida de ATCC, fucl"on 

mantenidas en medio D-F\.1E~t complementado. a 37 "C y en atmósfera humcda CQO 5%. 

Se presentan en el Apéndice 

VI. 3. !\tetodlolocia. 

VI .. 3.1. Producción dr anticuerpo• monoclonal~ •nei-,.osfotirosina. 

VI. 3.1.1. PR"par•ción del immunóacno PV-A.la-Gly-KLll. 

El antígeno (fosfotirosina) en este caso es un ha.ptcno por lo que fue necesario 

acoplarlo a una proteina aca"eadora para volverlo inmunogénico. Se utilizó una 

hemocianina (KLH) como proteina aca"cador-a por- su alto peso molecular (4 SxlO~ -
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1.lxlO") y por no c:o;tar pn:scntc en amortiguadores y !Wlucionc~ empleadas (que es el caso 

de la albúmina. otra protona acarreadora) La KLI 1 o Keyholc Limpc:t..'l 1 lemocyani.n.. es la 

hemocianina aislada del molusco Ah•gathuru ':ré"ttUltJtc1 (Scll. S, 19K7, Banct A y 

Campbell. D. 1959) 

Como agente acoplantc. us..imn~ carhndiintidas. que reaccionan con grupos c.arboxilo y 

amano (Lotschcr- et col. IQ84). para smtctlr.ar péptidos y acoplar pCptido'i y haptcnos a 

proteinas acarreador-as La rna.s uhli7.ada es el EDAC o hidr-ocloruro de 1-Etil-3-( 3-

dimctilaminopropil )-carbodurmda que permite la formación de enlaces amida o c:nlaccs 

peptídicos La carbodiirn1da primero reacciona con los grupo'i carbO"otiln libres de la prote1na 

acarreadorn o del haptcno. fonnando un intcrrnrc1iarin activo de o-acllourea Este 

intermediario reacciona entonces con una amina primaria para formar un enlace amido, 

liberando urca La reaccion de acoplamiento que se lleva a cabo con EDAC es la "'igui.cnte 

-t[+c1~-l 

CH3 - CH2 - N • C • N - (CH2 ) 3 - ~ - CH3 

CH 3 

EOAC 

(EDAC) 

R 1N •C • N -R2 

H 
1 

R 1- N - e¡: = N - R 2 

R3-~ -O 

o 

o 
11 © 

~-C-OH ~ 

O H 

H 
1 

R 1-N -e¡:= N-R2 

R3-~ -O 

o o 
11 

11 1 
R 3-C-NR4 + /e, 

H2 N N:zH 
(urea) 

El protocolo que usamos para preparar el inmunogcno PY-Ala-Gly-KLH fue el 

siguiente {Abclson y Simon. 1991 ) 

•• 



1. Disolver 160 mg de fosfotirosina (O 64 mrnol) en 3 mL de agua dcsioni7.ada ai\adicndo 

pcqueftos voli.lmenes de NaOl I ::?N Tener cuidado de no ai\adir mas NaOl f de la necesaria 

2. Agregar 47 mg de glicina (O bS mmol) y Sb mg de alanina (O b4 mmol). disolver 

agitando y ajustar el pi 1 a 5 7 

J AJ\adir agua dcsionir.Bda hasta un volúmen final de 4 mL 

4 Agregar 1 O mg de KLI 1 ( disuello en glicerol al 50 • ó) y agitar viguros.amenle a 

temperatura ambiente 

5 Ai\adir 47:::? mg de EDAC (2 56 nmol) en alicuotas de 80 mg durante 1 hora. manteniendo 

el pfl en t> con llCL 1 ~1 

6 Agitar durante una hora. manteniendo el pi 1 en 6 

7 pejar agitando toda la noche 

8 Dializ..ar 48 h a 4ºC en l L de PBS l X con varios camh1os Si durante la dililisis. algo del 

conjugado se precipita. se debe colectar el precipitado y almacenar a -::?OºC 

Nota no usar reactivos o amoniguadores que contengan grupos nuclcofilicos como Cstcrcs 

de mctilglicina o cationes de amonio porque reaccionan con el agente acoplante 

VI • .J.1.2. Selrcción del donador de linfocito•. 

Se pueden usar como especies para obtener linfocitos. al ratón o a la rata. Va que los 

miclomas que tenemos son murinos. utilir..anms al ratón Los mielomas murinos más 

comunes son de la cepa Balblc. por lo que se prefiere usar esta cepa como donador.a Los 

hibridomas scran crecidos entonces en ratones Balb/c 

VI. 3.1.3. l•munU..ci6n. 

Los ratones se inmunizaron de acuerdo al siguiente esquema 

1. l\.1C7.clar el antigeno PY-A·G-KLU (conc 1 2 mg/mL) con Adyuvante Completo de 

Freund hasta obtener una emulsión ( 1 Oµg de antigeno I 1 OOµL de emulsión) 

2 Inocular a los ratones por vía subcul3.nca ( 100 µL I ratón) 
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3. Dos scrnana.s después, preparar la emulsión del paso # 1 pero ahora con Adyuvanle 

Incompleto de Frcund, e inocular a 'º"' ratones por la misma via 

4 Repetir la inmuni.1..ación (paso UJ) tre.s ''C'Ces má.s Rcali7.ar un ensayo de ELISA anti-PY 

para dc1ccta.- la presencia de anticuerpo' en el suero de tus ratone~ Si ya e'<isten titulas 

altos, se procede al pas.o U5. en ca!'>o contr.uin repetir el pa!'n #4 ha.sta obtener anticuc.-pos 

S Los nnitnalcs se 1nant1encn ~in inocular un rnnurnu de 4 semanas 

6 Utili.1..ar el ratón para ta füsion (scccion VI J 1 S ) 

VI. 3.1.4. Selrcrión dr I• linr• crlular drl rnirlorn•. 

Las lineas celulares de micloma que hay en el laboratorio son P3-NS 1-Ag-4-1 

(NS-1) y Sp2/0-Ag-14 Las dos lineas son resistentes a 8-a.r..aguanina (20 µg/mL) y 

sensibles al medio con llAT Las celulas NS-1 han sido muy populares pero actualmente no 

son tan usadas ya que producen una cadena ligcr-a inactiva Las Sp2/0 no pr-oduc::cn cadenas 

de inmunoglobulinas y most.-ar-on un buen crecimiento, por lo que fucron usadas para la 

fusión Las cClulas Sp210 fuer-on amablemente donadas por el laboratorio del Dr- Librado 

Oniz-Oniz.. Instituto de Investigaciones BiomCdicas. UNA11.f 

VI. 3.1.5. Fu•ión c~lular. 

La fusion fue mduc1da mediante el PEG. que pcl"mite ob1encr- una frecuencia alta de 

fusión y una gr-an r-cproducibilidad, además de que es fitcil de manipular-. no es caro y se 

puede obtener- comercialmente (Pontecof'Vo, G , 1976) El pr-otocolo de fusión que 

utilizamos es esencialmente el pmpuesto por- GalfrC y col ( 1977 y 198 1) con algunos 

cambios 

A) Tres o cuatr-o dias antes de la fusión. reinmunizar al .-atón hiperinmunc dos dias 

consecutivos por- ,.¡a intraperitoncal con 10 µg de antigeno (KLll -A-G~PY) en 100 µL de 

PBS lx 
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B) El dia de la fusión 

1 Colocar tos medios HAT y l\.fF en bai\o de agua a J7ºC 

:! Introducir los instrumentos quinJrgicos en etanol al 70"/o . 

3 Preparar 3 mL de PEG al 41 6"".9 (plv) en ~fF. este fue csterili7.Ado por filtración con 

membrana de O 22 J.1 y se mantuvo a 37ºC 

4 Colectar las cclulas de mieloma en fase logaritmica de crecimiento; lavarlas una v~ por 

ccntrifugacion. con l\.U: 5' a 1 000 rpm I 3 7ºC 

5 Agrcg.u 1 5 mi. de M F a J 7"C a una caja Petri microbiológica estéril. 

b Lavar nuevamente las cclulas de micloma y ajustar la concentración a 2xl07 c:Clulas/ mL 

en l\.fF 

7 Sacrificar al ra1on y !'i.umcrgirlu en etanol aJ 7~-0 

8 flacer un coT1c en el costado izquierdo del ratón y retirar la piel 

9 llaflar al raton con etanol al 7~ ó y llevarlo a la campana de flujo laminar. 

1 O Estcrilir..ar los instrumentos quirúrgicos a la flama del mechero (PRECAUCION) y 

enfriarlos en el medio contenido en la caja Petri 

t 1 l lacer un coT1e pequei'lo en el costado izquierdo del animal para exponer la cavidad 

pcritoneal Extraer el bazo y colocarlo en la caja Petri (con ?\.fF). 

l:? Sacar al ratón de la campana lo antes posible 

13 Esterilizar dos pinzas al mechero, enfriarlas en el medio de la caja Pctri y disgregar el 

bazo 

14 Transferir la suspensión de células a una caja pretratada para cultivo de tejidos ( 100x20 

mm) Incubar de 20-30' a 37ºC I So/. COz. para permitir la adherencia de los macrófagos al 

plastico 

1 S. Colocar las células de bazo que no se adhirieron a la caja Pctri en un tubo cónico estéril 

de 1 S mL y dejarlas reposar S • en hielo 

16_ Contar las células de bazo 

1 7. Juntar las cClulas de haz.o y mieloma en un tubo cónico estéril de SO mL en una 

propOl"Cion de 10 l (evitamos tomar los grumos Juego de los 5• en hielo). 

18 Centrifuga!" 5 • a 1000 ...-pm 

J 9 Decanta!" TODO el sobrcnadante y descompactar el botón celular muy suavemente. 
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20 Agregar 2 mL de PEG al 41 611/o {p/v) muy lentamente a lo largo de 2·. agitando con 

:ruavidad periódicamente (adicionarlo gota a gota rcd>alado po.- la pared del tubo) 

21. Va adicionado el PEG. rcsuspcndcr- suavemente por pipeteo durante 1 •. dejar reposar 1 • 

y adicionar 5 mL de MF a lo largo de 5 • 

22. Adicionar 1 O mL de ~1F a lo largo de S • y luego 1 S mL de MF en las mismas 

condiciones (agitando suavemente) 

23 Centrifugar S' a 1000 rpn1. eliminar el sobrcnadante y resuspender muy suavemente en 

40 mL de medio llAT (a 37"'C) 

24 Tomar una gota de esta suspensión de células y ponerla en un porta objetos. asrcgar una 

gota de ar.ul tri pan. mezclar y observar al microscopio el porcentaje de células viables 

25. Distribuir la suspensión de cClulas del paso 23 en 4 placas para cultivo de 96 pozos e 

incubar en atmósfera húmeda con So/o de COi a 3T'"C 

VI. 3.1.6. Proccdimi~nlo Pose-Fusión. 

1 Tres a cuatro dias después de Ja fusión. retirar la tercCf"& pane del volumen de cada pozo 

y reponerlo con medio ltAT. calentado a 37ºC 

2 Seis a ocho dias despucs, retirar la mitad del medio y reemplazarlo con medio HA T 

3 Revisar al microscopio periódicamente Diez a catorce días después de la fusión pudimos 

apreciar clonas a simple vista y el medio tomó un tono amarillo. en este momento 

colectamos el medio para detectar anricuerpos con la especificidad deseada (ELISA) 

4 Dividir en más po.t:os las clonas cuyos sobrenadantcs resultaron po~itavos y luego 

expander las cclulas de esos por.os a superficies de cultivo más grandes determinando 

periódica.mente la producción del anticuerpo de intcrCs 

S Congelar en nitrógeno liquido, las células de pozos cuyos sobrenadantes resultaron 

positivos tan pronto como es posible 

6 Probar la especificidad y el isóripo del anticuerpo presente en los sobrenadantcs y clonar 

a panir de los po7.os que conricnen los anticuerpos con las características deseadas 

(cspccificos para PY y de clase JgG 

7. Progresivamente cambiar el medio 1 tAT por 1-fT y éste último por medio de cultivo 



D-MEJ\.t complementado con Sl:-0 al 1 O o/o 

VI. 3.1.7. Sdrc::c::ión di! clonas produdoras dr anticuerpos anli-íosrotirosina. 

\.'l. 3.1.7.1. Pruebas 1>•ra drtrctar antic::urrpos anti-íosíotirosina. 

rara este fin, utilir..amos ta tecnica de El.ISA (En.rime lmleJ immuno~rbant assay) 

que f'ue cstandarir.ada previamente en el lahoratorio Este método tiene como ventajas que 

es fi.cil de rcalir.ar. se obtienen resultadn!<io cuant1tafr1.os mediante un lector de ELISA y los 

reactivos no son caros Es el método ideal para ensayos en los cualc5 el antígeno es puro. 

como en este ca.....;o 

El principio es que los anticuerpos presentes se unen al antigeno que se encuentra en el 

sopone, se lava el n1aterial que no se unin y se rc\.·cla mediante un anticuerpo anti­

inmunoglobulina de raton (lgG) conjugado a una en.1:ima (fosfatasa alcalina en este caso) 

que actUa sobre un sustralo produc1cndn un compuesto colorido (Snyder y col, 1972) El 

protocolo que empicamos fue el siguiente 

1. A una placa para ELISA agregar 50 µL I pozo de una solución 2 µg / mL de anligeno 

PY-Ala-Gly-BSA en amortiguador de carbonatos 50 m.1'.f (pll 9). A otros pozos agregar 

sólo BSA al 3 o/o y seguir con el protocolo 

2. Incubar dos horas a temperatura ambiente 

3. Lavar dos veces con TBS 1 X 

4. Agregar l SO µL de la solución de bloqueo (TBS 1 X: con BSA J•/o) e incubar a 4°C toda 

la noche. 

S. Lavar 2 veces con TBS 1 X-Twecn O 1 °/o 

6. Agregar SO µL de la muestra /pozo e incubar una hora a temperatura ambiente (por 

duplicado) Las muestras pueden ser sobrcnadante de hibridomas, diluciones de suero y 

ascitis. asi como los controles positivos y ncgati"·os Los controles usados fueron a) control 

positivo PV20 (anticuerpo monoclonal murino especifico para PV.obtcn.ido 

comercialmente), b) control ncgatÍ\r'o medio de cultivo, anticuerpo goat anti-mousc:, TBS 
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7. Lavar dos veces con THS y dos con TBS·Twccn O. 1 % 

S. Agregar el anticucrpo específico para la cadena gamma o Goal a.mousc gamma chain 

(segundo anticuerpo). acoplado a fosfata!'Wl alcalina diluido 1: 1000 en TBS·BSA l "'• ~ SO 

µL J pozo e incubamo" <lO' a J 7ºC 

9. Lavar treb .,,·cccs con THS-T ..... et..."Tl O 1 ~• 

10. Disoh.er el ~ustrato (p-nitrufcmlru~fah>) en amor1iguador FA (1 mg/mL) y agregar SOµL 

de sustrato/po7o 

11. Incubar 30' a temperatura amb1cnte 

12 Detener la reaccion con NaOt I ~ N. SO µl../pozo 

13 l\.tedir la absurbancia a 40S nn1 en el lector para placas de ELISA. 

VI. 3.1.7.2. Drlrnninación drl isolipo. 

Por otra parte, para la selección de los hibridomas productores de anticuerpos anti· 

fosfotirosina tambicn r-eahz.mos una prueba para detectar el isotipo de los anticuerpos 

Existen varias técnicas pero nuevamente escogimos una prueba de ELISA. Utilir..a.mos dos 

protocolos para la determinación del isotipo (l\.1ousc l\.1onoclonal Antibody lsotyping 

Rcagcnts, Dircctions for use, Sigma Jmmunochcmicals) 

La determinación del ELISA de captura indica el isotipo (clase de lgs) de cualquier 

anticuerpo en solución 

ELISA antl·ISOTIPO (CAPTURE ELISA) 

1 En una placa para ELISA colocar 100 µL /pozo de una dilución 1 1000 de cada uno de 

los seis anticuerpos c:r.pis.otipo (obtenidos en cabra) a-lgA. a.·lgt..t. c:r.·lgGt, a.·lgG2a. 

a.·lgG2b y a·lgGJ, por duplicado 

2. Incubar dos horas a temperatura ambiente 

3. Lavar dos veces con TBS l X 

4 Agregar 100 µ1..Jpozo de la muestra problema e incubar dos horas a 37ºC. 

5. Lavar dos veces con TBS l X 



6. Lavar dos veces con TBS-Twccn O O 1 •/ •. 

7. Preparar el anticuerpo (de cabra) e:i1pcclfico para ta cadena gamma acoplado a fosfata.sa 

alcalina diluido 1 500 en TBS-BSA J ~~. agregar 50 µL del anticucrpo/po7.o e incubar 

una hora a 37ºC 

8. Lavar tres veces con TBS-Twccn O 01 ~/. 

Q Di'"°l"·er c1 sustrato (p-mtrufenilfmifato) en amon1guador FA ( 1 mg/mL). y agregar 

50 µL del sustralo/po7.o 

10 Incubar JOº n temperatura amhicnte 

11 _ Detener la reacción con NaOl I 2N. 50~ll..JpoLo 

12 Medir la absorhancia a 405 nm en el lector para placas de ELISA 

El ELISA sandwich determina :i>0lamentc el isotipo del anticuerpo especifico para el 

antigeno empicado, en este caso BSA-PY 

ELISA anti-isotipo (A?'.1.TIGEN J\.tEDIATED o SAND\VlCH) 

1 A una placa para F.LISA agregar 50 µl. / po.t:o de una solución 2 µg I mL de antigcno 

PY-Ala-Gly-BSA en amortiguador de carbonatos SO m?\-1 (pll 9) A otros po7.0S agregar 

sólo BSA al 3 °/o y seguir el protocolo 

2 Incubar dos horas a temperatura ambiente 

3 Lavar dos veces con TBS l X 

4. Agregar SO µL de la muestra /poro e incubar una hora a temperatura ambiente (por 

duplicado) Las muestras pueden ser sobrenadantc de hibridomas. diluciones de suero y 

a5eitis, y los controles positivos y negativos Los controles usados fueron a) control 

positivo PY20 (anticuerpo monoclonal murino especifico para PY comercial), b) control 

negativo medio de cultivo. anticuerpo goal anti-mousc, TBS 

Incubar 60' a temperatura ambiente 

6. Lavar 2 veces con TBS 1 X y dos veces con TBS 1 X-Twecn O l ~/. 

7 Agregar 1 00 µL /pozo de una dilución 1 1000 de cada uno de los seis anticuerpos 



a-isotipo (obtenidos en cabra)· a-lgA. a.-lgM. a.-lgGI. a.-lgG2a,, a-lgG2b y a-lgG3. por 

duplicado. 

K. Incubar 120' a temperatura ambienle 

9 Lavar 2 veces con TUS 1 X y dos vcccs con TBS 1 X-Twccn 0.1 %. 

10 Agregar SO 1-1.l..Jpoz..o de anticuerpo (de conejo) especifico para cabra (rabbh anti-goal) 

acoplado a Ín!'ofatasa alcalina dilución 1 : 1 500 en TBS-BSA 3 %. 

11 Incubar 60" a 3 7ºC 

12 Lavar J veces con T8S-Twecn O l %. 

l] Disol\.·cr el sustrato (p·nitrof"cnilfosf"ato) en amortiguador FA (1 mglmL). y agregar 

50 s.1L de sustrato/por.o 

14 Incubar JO' a temperatura ambiente 

l S. Detener la reacción con NaOJI 2 N. SO µ.Upozo. 

16 P\.fcdir la abs.orbancia a 405 nm en el lector para placas de ELISA. 

VI. 3.t.s. Clon•c:ión. 

Tan pronto como se detectó la producción de anticuerpos de la especificidad 

deseada en los sobrcnadantes de los h.ibridomas, realizamos la clonación de las cclula.s 

productoras para realmente obtener anticuerpos monoclonaJcs y no permitir que crecieran 

las clonas no productoras Existen varios métodos como clonación en agar suave (Coffino et 

al., 1972, revisa.do por Metcalf, 1977) y clonacion por dilución limitante Se empleo la 

tCcnica de clonación poT dilución limitante ya que tiene mayoTes ventajas que la cloración en 

agar suave (como el probar directamente los sobrenadantes, entre otras) La tecnica de 

dilución limitante (Lcfkovits and Waldmann. 1979, Coller and Collcr, 198]) perntJte una 

elevada eficiencia de clonación cuando se colocan 1 O. 3 y O S células de hibridoma por pozo 

en placas de 96 po;.os Cuando se crecen cdutas en poca densidad. el crecimiento sigue la 

distribución de Poisson f(O) = ~ "', siendo /(O) la fracción de pozos sin crecimiento y A. 

el númeTo promedio de clonas por poz.os. 

Con el fin de aumentar la eficiencia en la clonación, colocamos celulas de bazo de 

ratón que alimentan a la.s clonas que se están multiplicando (llamad.as cClulas 



"alimentadoras .. o ººfeeder ccllsº') ObSCf"Vanios las clonas como macrocolonias alrededor de 

7 a 14 dias despUcs de la clonación Se deben de probar los sobrcnadantes de estas 

monoclonas para asegurar la producdon de anticuerpos especifico5 para PY con la actividad 

y del isotipo deseados y, se rccomit.-nda clonar nuevamente para g:aranti.l'..ar la 

monoclonalidad Empicamos el siguiente protocolo de clonaci1·1n por dilucion limitantc 

1 Un dia anle:t de la clonacion. colocar cclulas ·•alJmcntadnrns"' del bB.l'.o de un raton BaJb/c 

en una caja Pctri para cultivo de tejidos (ver obtención de células de bazo en la sección VI 

J 1 S ) Dejar rcpos~tr Ja~ célula~ de 1 S a :?.O y tomar el sohrcnadante sin resuspcnder el cual 

se coloca en placa." de 96 poLos (aprox :?:00.000 cClula!llpo7o) De Csta manera climin&111os 

Jos fibroblastos 

:?: Rcsuspcnder suavemente los po;ims de los híbridos positivos y llevarlos a 1 mL con medio 

IIT 

J Contar las cCJulas 

4 Colocar las siguientes diluciones J. 1 y O J cCJula.s híbrida.• /pozo con cClulas 

••alimentadoras"" (es decir JO, 10 y 3 c.Clulas hibridasf'mL) 

S Incubar las placas en atmósfera hUmcda con J7ºC IS~-- CO: 

6 A los tres dias rclirar la cuarta parte del medio y reponerlo con medio HT. 

7 Cada tres d1as rclirar la mitad del medio y reponerlo 

8 Cuando se ob!'Crven colonias macroscópicas. reali7.ar las prueba." de ELISA (sección VI. 

J 1 7 ) para delectar las monoclonas posi1ivas E"<pander é:i-tas ultimas clonas tanto '" wrr<> 

como in ... ,..,., 

VI .. 3 .. 1.9 .. Cultivos a aran esc•la .. 

Fue necesario eJCpandir las clonas probadas '" wtro para obtener grandes cantidades 

de anticuerpo anti-fosfotirosina La eJCpansión se realir.ó de manera gradual. manteniendo el 

crecimiento exponencial y evitando el sobrecrccimicmo que prodria provocar estrcs y 

aumentar el riesgo de tener cClulas no productoras 
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VI. 3.1.1 o. Crioprrsrnr•dón dr los hibridom••· 

En cuan lo tuvimos apro:itimadan1cn1c 1O7 células hibridas. congelamos algunos viA.Jcs 

en nilr-ógeno liquido en ca~1 de emergencia (el riesgo de sobrccrccimicnto de los hibridos no 

productores siempre esta latcnlc) La prescrvaciOn a -70ºC sólo permite conservar las 

cClulas viablc!o de 1 a 2 me'!9C ... mientras que el nitrogcno liquido las conserva vanos aikls. 

con buenos rendimienlns de recuperación después de la dcscongclacion Los protocolos 

empicados para la congclacion y descongelación son los siguientes 

1 Centrifugar las celulas a 1 000 rprn/5' a 1 Sacar el viaJ del tanque de niuogeno 

4ºC (las cClulM deben de c!.lar en Ca.se de liquido e inmediatamente introducirlo en 

crecimiento log) un recipiente con agua a 37ºC 

2 Retirar el sohrenadante. rompcr el pcllct 2 En la campana.. bai\ar el vial con etanol aJ 

con suavidad y resu:.pcnder las células en 70 ~·G y abrirlo 

SFB con 10 ~¡.de D!\1SO J Rcsuspcndcr la.o¡ cclulas cun una pipeta 

3 lnmcd.1a1an1cn1c altcuotcar en v1alcs de Pastcur y pa...-..arlas a un tubo de ccntntUga 

crioprescrvacion 1 S mL de la suspensión cstcril con medio a J 7ºC 

de células 4 Cenlrifugar a 1000 rpm/S' a temperatura 

4 Llevar los viales al ultracongclador ambicnlc 

( • 70ºC). los cuales se conservan aquí 5 Retirar el sobrcnad.anle. romper el pellet 

durante algunos días con suavidad. rcsuspcnder las células en 

5 Finalmente almacenar en tanque de 

nitrógeno líquido 

medio a 3 7ºC y las pasamos a un.a bo1ella 

con medio a 3 7ºC 

6. Incubar las cC:lulas a 37ºC/ 5 •4 de COz 

58 



VI .. 3 .. 1 .. I t .. Crrc:imirnlo d~ los bibridomas .. 

La.."' cantidades de anlicucrpo~ que se oblicnen en sobrenadantc de cultivos son de 5-

SO µg/mL. mientras que la cantidad oblenida a partir de líquido de ascitis o suero pueden ser 

de 2-10 mg/mL (Goding. JQ96) Expandimo~ las clonas productoras tanto en medio de 

cultivo en la incubadora (I" wtro) corno en nnimaJc.,. (u1 ,·nn) Es neccsano para la 

expansión en animales crt.-..::cr lus hibnJunias en ratones h1~tocompa1ibles (en nuestro caso de 

:a cepa Balb/c). aUn cuando por- este mCtodo (ur ''"'º) se obtienen olras inmunoglobulina.s. 

por lo que e" necesana la punficaciun del anlicucr-po deseado Se prefiere el liquido de 

ascitis al suero ya que se obtiene una mayor cantidad de hquido (2-5 mL de ascitis contra 

0.5-1 mL de suero) Utilir.amos el síguieme protocolo para el crccimienlo de los hibridomas 

en animales 

l. Inocular un ratón Ralb/c (de ma."i de 12 !Oemana."i) ~or via intraperitoncaJ con O 5 mL de 

pristán (2,6.10, 14-tetr-ametil ac:ido decano1cn). 7 a 10 día~ antes de mucular la~ células 

hibridas (esto mejorara ta probabilidad de ta formaciun de a.scius. lfoogenra.ad et al. 1983) 

2 Inocular por via intraperituncal I0"-107 cclula'.'i. hibridas en PBS IX /ratón 3 Cuando se 

observe un aumento de volumen en la cavidad pcntuncal del animal. recolectar el liquido de 

ascitis por punción con aguja del U:!.O 

4 Centrifugar para separar las celulas y guardar el líquido a -:?OºC 

VI. 3.1.12. Purific•ción de •ntkucrpos monuclon•ln. 

La técnica de purificación por afinidad se basa en la unión de los anticuerpos anti· 

fosfotirosina de clase JgG 1. a la protema G inmov"iliz.ada en perlas de Agaros.a Los 

anticuerpos 1~1. lgA.. lgE y componcnlcs del suero no se unen a la matri~ por lo que son 

eliminados en los lavados La JgG purificada se cluye de la proteína G mediante un cambio 

de pft. La técnica de purificar:ión que empicamos para el anticuerpo especifico para 

fosfotirosina fue la siguiente 



l. Lavar 1.5 mL de perla." (proteína G-aguosa) 1 vez con TOS IX. 

2. Lavar las perlas con la solución .. D .. (Glicina 0.2 M. pll-2 8). 2 veces 

J. Lavar las perlas con TOS t ~ J veces 

4 Ccmrili.igar el wbrenadante u liquido de a....cilis JO' a 2500 tpm/ 4ºC 

5. Filtrar la muestra a lravcs de mcmhrana de O 22 a.1m. 

6 i\grcgur 1 mi. de la solución '"A" (Tri!l :?M. plf·-H :::?)/SO mL de mue5tra 

7 Incubar 1 S mL de perlas de Agaro!<t.a·pn1tcína G (del paso J) con el volumen de muestra 

del paso ti. toll•t '" not.:hc a .i··c 1:on agnaciún 

8. EmpacaT la muestra con perlas en una columna y rcaJi7..ar 1 O lavados con la solución ··e·· 
(Tris O 1 M-NaCI O ::?M. pi 1 H :?) l\1cdir la abs,orbancia y empcr.ar a cluir cuando la 

ab~rbancia a ::?HO nm es menor de O O 1 de I> O 

q Eluír los anücucrpos con la solución ··11·· y recoger los eluatos en tubos que contengan 

unas gotas de la solución ""A" para neuttalil'..ar d pll Almacenar los anticuerpos a 4ºC con 

a.z.ida de sodto al O O 1 "!ó. pero durante pcnodos largos es mejor almacenarlos a -:?OºC en 

PBS con glicerol al SD°!'a 

1 O Obtener la absorbancia de las fracciones el u idas a 280 nm en d espcctrofotóme1ro Las 

fracciones se guardan a -20"'C sin ar.ida de sodio 

11 lnmediatamenle ajustar el pll de la columna con 5 a 6 lavados con la solución ~A"º y 6 a 

8 lavados con la solución ··c .. 
1:::? Guardar la columna en ésta solución a 4"C y si f"ucra por periodos largos. entonces 

agregar a.7jda de sodio al O 02•/o 

VL 3 .. 2. Carmct~rizació• d~ lo• ••licun-po• •oaocloaa~ ••IJ..ro.ro1U..U.a. 

VI. 3.2.1. De1~rmi .. ación dd isolipo 

___ El protocolo que utilizamos se encuentra en la sección VJ.3. l.7.2 
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VL 3.2.2. ~Crrminación dr la conacancr dr afinidad. 

Calculamos la constante de afinidad a pan1r de la dctenninaciOn de la constante de 

disociación (Kd) dr.1 complejo antígeno-anticuerpo en solución. en equilibrio. mediante el 

mCtodo de Fri,Kucl y c..ol Para esto detem1inamos la concentración aproximada del 

anticuerpo AC~1.· en el "'ohrenadante utili¡r..ando la tecnica de ELISI\ (sección VI 3 1 7 1 ) 

Posteriormente. pa1a conocer la l.'.onslantc de afinidad. reahr.amo~ un ensayo de competencia 

por el anticuerpo entre antigeno soluhlc y antígeno ad!l.orbidu a la fase sólida en un ELISA; 

usamos concentraciones equivalentes de cada an11cucrpo El procedimiento fue el siguiente 

1 Preparar una placa con el antígeno PY-Ala-Gly-HSA (sc..~..:óon VI 3 1 7 l. pasos 

l-4) 

:?_ l.a'\o-'ar :? ,,.cces con TUS l X-Tv. ccn O 1 • é 

3 Agregar SO µL de la solucion del anticuerpo y 50 µL de cada solución de 

fosfoaminoácido I cada conccntracion (por triplicado) Ulili7.ar concentraciones de 54 hasta 

l.SS"'l0" 8 m~1 del fosfotiro!l.ina. fosfnscr-ina o fosfotrconina 

4 Incubar 1 S-30' a temperatura ambiente 

S. Agregar la mc;.cla del paso 3 a cada poro e incubar 60' a temperatura ambiente 

6 Continuar con los pasos 7· 13 de la sección VI 3 1 7 l 

7. En las grBficas de DO contra concentracion de inhibidor. se dctcnnin6 la concentración 

de cada fosfoarninoácido que inhibe la unión en un 5~"• Esta sera la concentración 

necesaria para el SO-/e de saturación. la cual está relacionada a la Kd (ver Sección 

Vll.2 2 3.). 
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Vl.3.2.3. EsPfl:ifidd•d dr lo• •ntic:urrpo• (comparac::ión rntrr I• cap•cid•d de 

distialo• ío•ío•n1ino,c::idos P•ra inhibir la unión dr ACMz a antigrno• íosforibidos). 

Conocimos la especificidad del anticuerpo ACl\.1 2 por la fosfntirosina mediante el 

ensayo de competencia deKrito en la sección VI 3 2 2 

Vl.3.2 • .a. Drlrcdón dt:" 11rotrin•s fosforiladas rn 1iro!lina n1rdi•nlr \.\!rslrrn-Hlo1. 

Los anticuerpos nuinoclunalc!> anu-fo!tolOt11us1na sc:ran utili.r.ados para detectar la 

presencia de residuos de fosfutirosma en proteínas celulares dcsnatura.lir.adas, mediante la 

tccnica de Westcm-lllot que se re"clara con et anticuerpo anti-fosfotir-osina (blot anti­

fosfhtirosina) Debemos de conocer la i.:apac1dad de reconocimiento de la fosfotir-osina por 

el anticuerpo en las condiciones de estos ensayos Realir.a.mos la detcnní~ción con el 

anticuerpo monoclonal ant1-fusfutirosina presente en sobrcna.dantc El protocolo para el 

inmunoblot anti-fosfotirosma que cmplcan1os es 

VI. 3.2 • .a. t. lnmunoblot anti-ío'.lfotiro,ina. 

l Rcalir.ar una separación de protc1nas por clccuoforcsis en geles al IO"/o de concentración 

de acrilamida (SDS-PAGE) Utiliz.amos c&ntaJ-a.s tloefTcr, Tall Mighty SmaJI La..s 

dimensione~ de los geles fueron de 8 5x7 cm y O 7S mm de espesor Aplicamos 120 V al gel 

concentrador por JO' y 1 SO V al gel separador por 90', en a.inortiguador de corrida 

2 Transferir las prolcinas separadas a papel de nitrocelulosa de O 45 µ (Bio~d). mediante 

una elcctrotransfcrencia en cálnara húmeda (BioR.Jld) 1 h a 1 OOV, en arnoniguador de 

transferencia 

Utilir..amos dos sistemas de revelado distintos para comparar la sensibilidad y especificidad 

de cada uno 

a) R.c,·cla.do por fosfata.sa alcalina 

J Bloquear la(s) rncmbrana(s) de nitrocelulosa. toda la noche a 4ºC, con agitación en la 

solución de bloqueo ( 1) (para eliminar el pegado inespecífico) 
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4. Lavar J veces la(s) memb..-ana(s), s• e/u con solución de lavado 

S. Incubar la(s) membnuta(s) 120', en 10.20 rnL de la solución con el anticuerpo primario 

cspcc:Uico pa..-a PY (PV20 o sobl'"cnadante de ACM;z). 

6 l..ava..- J veces la(s) mcrnb..-ana(s), s· clu. con solución de lavado 

7 Incuba..- la(s) rncmbrnna(s) QO', en 10~20 rnL de la solución con el anticuerpo secundario 

diluido 1 1000 en solución de bloqueo (3) (anticuerpo de cab..-a, especifico para la cadena 

gamma. aC<Jplado a fosfatA..'ut alcalina) 

8 Lavar J veces la(s) mcmb..-ana(s), S · cJu con solución de lavado 

9 Ag..-cgal'" la solución de ..-cvcladu (susua10 pl'"ccipitablc de fosfa1asa alcalina) 

(una pastilla de BC'IPINDT disuelta en 10 rnL de agua bidcstilada) I mcmbl'"ana 

1 O Espera..- las bandas y enjuaga..- el blot 

b) Revelado por quimioluminisccncia 

Bloquear la(s) mcmbrana(s) de nitrocelulosa toda la noche, a 4ºC con agitación. en la 

solución de bloqueo (2) (para eliminar el pegado especifico) 

4. Lavar l vez la(s) rncmbrana(s). t s· e/u, con solucion de lavado 

Bloquear la(s) mcmbrana(s). t>Oº. con agitación a temperatura ambiente. en solución de 

bloqueo (3) (para eliminar el pegado inespec1fico) 

6 Lavar 1 vez la(s) mcmbrana(s). 1 s· e/u, dos la,.·ados más de la(s) memb..-ana(s), s· e/u 

con soluciun Je lavado 

7 Incubar las membranas <)()º en 10-:?0 rnL de la solución con el anticuerpo primario 

especifico para PY ( PY20 o sobrenadante de ACMl) 

8. Lavar 1 vez la(s) mcmbrana(s) IS" clu, 4 lavados mits de la(s) membrana(s) 5• e/u con 

solución de lavado 

9 Incubar 90• en l 0.20 mL de solución con el anticuerpo secundario diluido l 1000 en 

solución de bloqueo (J) (anticuerpo de cabra Fe especifico acoplado a pcroxidasa) 

10 Lavar 1 vez la(s) mcrnb..-ana(s) 1 s· e/u. 4 lavados más de la(s) membrana(s) s· e/u con 

solución de lavado 

11 Revelar con ECI.. (Walker, GR .• 1975, KaufTman. S H, 1987) 
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Vl-3.2.5. Krc:onocimi«-nto dr prnt«-ina• cdularTS rosroril•d•s ro tirosio• por r1 

anticurrpo monocloaal. 

El objetivo principal de la producción de los anticuerpos monoclonales anti­

f"osfotirosina es su uso connl hcnamicntas para detectar cambios que ocunen en la 

Cosforiladún en tirosina de pn>lCIO.lS cclulare-. (l"oopcr y col . 1983, Abclson y col., 1991, ) 

Por lo que tanto. con!iidcramos importante L~aJuar si el anticuerpo ACtl.h puede reconocer 

protcinas rosforiladas en ihmunoblot 

VI. 3.~5.1. Tn1tami«-nlo dr ci'lul•• TllP-1 co• &Mrv•n•d•to. 

1. PrepaTar al momento. la soluc1on de pervanadato ( onovanadato 1 mM y Hz(>2 1 mM}. 

Coloca.- 100 µL de ortovanadalO l mM y SK R p.L de 11.:0.: l mM I mL de cClulas e incubaT 

a 37°C. durante 1 s· 
2 Colecta.- las cClulas TllP-1. colocaT la cantidad de cclulas deseada / mL de medio D­

~~1 con SFB al l O-/ •• en tubos cppendorlT 

3 Agregar el pcrvanadato e incubamos S' a 3 7cc 

4 Detener la cstlmutación con SOO µL de TBS t X fno 

S Centrifuga.- l pulso en la microfugc y retira.- TODC> el sobrenadantc 

6 Agregar l S µL de amortiguador de lisis con inhibidorcs de proteasas y de fosfatasas I 

300.000 células durante l 5' a 4ºC 

7 Centrifuga.- 1 S • a t 4000 rpm en fria 

8 Tomar el sobrcnadantc y transf'crirlo a otro tubo cppcndorff, agn~gando SO µL de 

amortiguado.- de muestra 4X reductor/ 300,000 células. 

9 Hervir las muestras du.-ante S • y almacenarlas a -20ºC 



VI. 3 .. 2.5 .. 2. lnmunoblot antJ..ío•íotiro•ina .. 

Usamos la técnica de revelado por quimioluminisccncia mencionada en la sección 

Vl. 3.2.4. 1 .• con las siguientes modificaciones 

Paso 7. La incubación con el anlicucrpo primario fue de 1 hora 

Paso 9 La incubación del anticuer-pn secundario lile de 40' y Ja dilución l l 500 en TBS­

Twcen O OS ~-e .. IJSA 1 ~ó 
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VII. R•:Slll.TADOS. 

VII. l. Producción drl anticurrpo anli-ío!líotirosina. 

Luc~o de la fus1on. sdecciunamus lu!i pn.r.us con crecimiento celular- en los que se 

estaban produciendo an1icuerpos anli-fusotlrosina de la clase lgG, lo cual se determinó 

mediante rl ensayo de ELJSA anti-PY (sección VI J l 7 1 ) De esta selección obtuvimos 12 

pozos que dcnuntinamos con Ja lcu-a A y un nUmcro cunsecuti'l.·o (Tabla S) Ut1li1..amos un 

anticuerpo comercial an1i-fosfot1rosina como control positivo. PY20 CGlcnney. J y col 

1988) En esta selección comprobamos que los ancicucrpos producidos en cada po7o 

reconocen BSA-PY y no USA., adicionalmente dcscanamos Ja posihilidad de intcñcrcncias 

debidas a factol"cs como el segundo anticuerpo y el medio dc culti\.:o Como muestra la 

Tabla S. dc las 1 2 clon~ posilivas detccladas en los primeros cn~yus, algunas se perdieron 

por contantinacion de los po.r.o"' de cultivo. y otras aparentemente: dejaron de producir 

anticuerpos Unas mas no lograron mantenerse reproduciCndosc en cultivo Únicamente la 

denominada A.:? logró man1enerse en crecimiento y continuó produciendo anticuerpo 

Realizamos la clonación del po.r.o denominado A:? por dilución limitante (sección 

VI 3 1 8 ). durante este procedimiento se congelaron cclulas (sección VI 3 1 1 O) 

Periódicamente probamos el sobrcnadanle de cada pozo y botella con células en crecimiento 

tanto de la expansión como de la clonación. para asegurar que ~ mantenía la producción del 

anticuerpo 

La clona resultante fue nombrada AC~i,:. expandimos ésta clona tanto In t.'llro como 

111 w&.v.1 C sección VI J 1 19 y VI J 1 1 1 ) Se determinó el isotipo del anticuerpo ACM 2 con 

el fin de empicar la tecnica adecuada de purificación (sección VJ.2 l.) A panir del 

sobrenadante y del liquido de ascitis purificamos el anticuerpo (sección VI 3 1 12 ) 
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Por cromatografia de afinidad en columnas de Proteína G-Agarosa. obtuvimos 

aprox.imadamcntc 3 mg de proteína a partir de 500 mi de sobrcnadante de ACf\.1 2 Se 

pr-obaron las fracciones cluidas con una concentración mayor a 1 mg/ml c:n un ensayo de 

ELISA (sección VI J 1 7 l ) y los valores de: densidad óptica que obtuvimos luc:ron 4 veces 

menores a los del rY20 ( 1 Jtg/ml). además probarnos el sobrcnadantc sometido a 

puñficación y la lectura de densidad Uptica fue de l /J de la lectura del sobrc:nadantc antes de 

purificar (datos no mostrados) Por otra parte. muestras del sobrcnadantc sin purificar y del 

anticuerpo purificado, sometidas a una electroforesis (SDS-PAGE al 12~{.). mostraron las 

mismas band;u. las cuales corresponden a las cadenas ligef"a y pesada del anucucr-po (datos 

no mostr:11.dos) 

Debido a que en el proceso de purificación. la f"CCUperación del anticuerpo con 

actividad es muy baja. (VCT discusión) y. como el r-csullildo del sobn:nadante es comparable 

con el del anticuerpo de referencia (PV20) en los en.sayos de ELISA ... decidimos en adelante. 

usar el sobrcnadante de AC~h com~ fuente de anticuerpos anli-PY 
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Tabla ~. Pozos con cilulas productora.s d~ •nlicu~rpos anli-PY. 

POZOS PRODUCCION Ot: 

ANTICUERPOS ASTl~PY• 

Al 

A2 

A3 

A4 

A5 

A6 

A7 

A8 

A9 

AIO 

All 

Al2 

OBSERVACIONES 

Mucre 

Crece bien y da lecturas elevadas en 

la selección por ELISA 

Dejó de producir anticucrpos 

Dejó de producir anticuerpos 

Dejó de producir anticuerpos 

Contaminada 

Contaminada 

Dejó de producir anticuerpos 

Mucre 

?\.-1uerc 

Dejó de producir anticuerpos 

Contaminada 

La producción de anticuerpos fue dctenninada mediante ensayos de ELISA. La cantidad 

de + es una representación de los valores de densidad óptica obten.idos. 
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VII. 2. Caraictrrización drl anticurrpo anti-f"o•íotirosin• ACM:z. 

VII. 2. t. Drtrrn1inadón drl isolipo. 

l..a dctcnmnaciún del isntip...-, se rcalir.o por dos mCtodos diferentes con el fin de 

asegurar un resultado correcto ( scccion VI J 1 7 :! ) Una de las determinaciones no~ indica 

el isotipo de cualquier anticuerpo en solución (ELISA captura, Figura l4A), mientras que la 

otra (l:LISA sanJ"1ch, Figura 14B) nus dctcnnina solamente el iS>Otipo del anticuerpo en 

contra del ant1geno empicado. en este caso BSA-PY Como ..e puede observar en las 

figuras. el anticuerpo /\C~t~ es lgG l mientras que el PV20 es lgG:?b 

Se utiliT.aron los siguientes controles en las dos dctcrminacaones 

- ELISA CAPTURA 

• sin anticuerpo anti-isotipo lectura de O 095 

• sin muestra lectura de O 097 

- ELISA SANDWICI! 

• sin antígeno lectura de 1 3 70 

• sin muestra lectura de 1 036 

&. Antfgeno 

bJ w &--< Ac acoplado 

'f Ac problema 7 

Y- Ac anti-lsotlpo 

CAPTURA SANDWICH 

69 



A) 
EUSA ANTI~OTIPO CCAPTURAJ 

'. -· .. ~ 
--~ t2 

~ .. 

B) 
ELISA ANTl-ISOTIPO (SANDWICH) 

·\\8.L. 
'GQ1 lgG2a lgG2b • ~ ~ 

SSOT..a DEL ANTICUERPO 

Figura 14. Rc-prrsrntaci6n 2ráfica dd rnsayo para drtrrminar rl isolipo. 
••c .. : datos del ELISA de captura, "'s" datos del ELISA de sandwich. Los datos que se 
muestran provienen de un experimento representativo de un total de t.-es realizadas 
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VII .. 2..2. Drtrnnin•ción dr .. con,untr dr •finidad y nprcifidd•d drl 

anticuerpo (reactivid•d con distinto• rosfo•1ninoácidos). 

Vil. 2.2.t. Ohtrnción dr la concirn1n1rión dr ACM 2 • 

Para con"-x::er aproxunadamcnle la concentración de ACM 2 en el sobrcnadantc. 

comparamos los valores de dcmud1td óplica en ELJSA de un rango de concentraciones de 

ACl\.h y PY20. para luego realir.ar una curva patrón de PY20 cuya concentración ies 

conocida (Figura l S) A partir de la curva palrón interpolamos los datos correspond1enlcs a 

lcc1uras de ACM.r (Figura 15 B y C) 

Y= A+HºX (1) 

a panir de la ecuación ( 1 ). 
Y-A 

X=-­
B 

(2) 

La lectura de densidad óptica del sobrenadante sin diluir es de 1. 995. si rccmplar.amos este 

valor en la ecuación (2), tenemos X= 1995-1.156 = 6655T"l0 ·.\/ 
1260624679 979 

La c.onccntración apro:itimada de ACI\1 2 en sobrcnadanle de cultivo es entonces de 

6.65Sx10" 10 M. y es comparable en densidad óptica con la dilución 1 8000 del PY20 

(7.8xto·10 l\.1). 

VII. 2..2.2. Esprcificid•d dd anticurrpo. 

Para investigar si los anticuerpos anti-fosfot1rosina pudier-an mostrar re.acción 

Cru7..ada con fosfoscrina y fosfolrconina. determinamos la capacidad de PY, PS y PT. para 

inhibir la unión del anticuerpo a BSA-PY en ELISA Como mucstrn la Figura 16. la unión 

de ambos anticuerpos es inhibida por concentraciones muy bajas de PY (2:it 1 o·' M). mientras 

que PT y PS sólo son inhibitorias a concentraciones de 1 Bx 1 o·;:l\.1 para AC~h y de 

4.5:itl0.:JM para PV20 
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A) 

25 

20 

, . 
o.o. 

'º 

os 

00 

B) 

·1 
.... : . 

'º 

·-· .. ·-··· ·-.... ~~c.~.-. 

"'"" 1/dilución 

1: PY20 1 
ACM2 

• • • 

C) 

•0000 •00000 

Rcgl"csión Lineal 
v-A+a•x 

A-1.156 
º""' 1260624679.97952 

R~o 93177 

Figu ... 15. Drtrrmin•ción dr I• concrntrac:ión dr AC?\t 2 • 

A) Se rcalizAron diluciones consecutivas 1 2 en ·ms l X de los anticuerpos ACM: 
(sobrcnadantc sin diluir) y PY20 (6 2Sxlff~1 igual a una dilución 1:1000 a partir de una 
solución de 1 mg/ml) Este es el resultado del cxpcrimcmo más representativo B) Curva 
patl"ón de PY.:!O obtenida a partir de la gr&fica A tomando solo los valores con tendencia 
linear C) Datos de la regresión lineal de B 
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A) 

DO 

B) 

o.o. 

r . 
1 

;,, . ~: 

--o-ACM2.TIR 
---•- PV20.TIR 

- ACM2.THR 
-._PY20THR 

ACM2SER 
PY20 SER 

.:._.o.____ •~~"""-~~~~ .... 
01 

CONCENTRACION DE LOS FOSFOAMINOACIOOS(M} 

i~:~~;_i-1 
-o-- ACM2.Tm1 
- • PY20 TIR 

.:... ACM2 THR 
• PY20 THR 1 

: ~~~;~~\ 
·~-1 •. -.,-.,r_,~,-~-,~E_. te.e t1:.1 1c-e 00000100001 0001 001 

CONCENTRACION DEL FOSFOAMINOACIDO (M) 

Figura 16. Esprcificidad dt •nticurrpos anti-fo~fotirosina. 
A) Se compara el rcconocirn.iento de fosfuttrosina. fosfoscrina y fosf"otrconina por ACP....h y 
PY20 B) Datos de A con esca.Ja logarítmica t=osfoaminoacidos TIR fosfotirosina. THR: 
fosfotreonina y SER fosfoscnna Las gráficas son resultado del experimento mas 
representativo de un total de cinco experimentos 
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Usando conccnlracione~ equivalentes de ACJ\.1, y PV20 se rcali7.ó un ensayo de 

competencia entre el anh~t.."flO en fase sólida (BSA-J>Y) y fosfotiro~ina en solución (a par1ir 

de datos de la Figur-a lt1), del cual se calculo la constante de disociación (Kd) según una 

simplific•tcion del mCtndo de Fnguct y col (Figura 17) Se nhtuvo el valor de la constante 

de afinidad de los antu:ucrpo,. n1cd1antc el calculo de la constante de d1sociacion ya que 

Ka""' 1/Kd 

A partir de la ecuación de Klotz . 

..to -_ ~.•¡.:J t-1 
.Ao- .,1 .\" 

donde ''º t!5 la concentración de u.micucrpo total. /\. es la concentración de 

anticuerpo libre y S la conccntr-ación de antígeno La pendiente de la gráfica en la Figura 17 

corr~pondc al valor- de Kd Los valores calculados de Ka para PY se encuentran en la 

Tabla 6. También se calcularon los valor-es de Ka de los anticuerpos para fosfotr-eonina y 

fosfoscrina a panir de datos de la Figura 16 (mostrados en la Tabla b) 
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Regresión lineal ACM2 · 
v-A+e•x 

A-1.51 
B-0 0002 
R""O 9771:1 

Regresión lineal PV20: 
v-A+a•x 

A-1.10176 
B•O 00014 
R.a.0.'>9734 

Fiaura 17. Detcnninaci6n dr la c:onstantr dr annidad (•~riguct y col •• 1985). 
En la gráfica. Ao es la O.O para el anticuerpo en ausencia de antigcno, A es la O.O. a 
diferentes concentraciones de antigcno y S es la concentración del antígeno Resultados del 
experimento mils representativo de cinco determinaciones 
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Tabla 6. Con•t•ala d~ •finidad. 

Kd(M.') Ka(M) 

P"\"20 TIROSINA 1 4"'10~ 7.14xto> 

P''20 TREONINA 3 27x lffz 3.0Sx101 

PY20SERINA J.21xl0"2 3.llx.101 

ACM, TIROSINA 2x10_. Sxto> 

ACl\'2 TREONINA 4.09xl0"1 2.44 

ACM, SERINA 2.48xl0-1 4.02 

Los par&mctros son el resultado de la regresión lineal con base a datos de la Figura 16: 
Y-A+B•X. 
Resultado de experimento representativo de cinco dctcnninacioncs 
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VII. 2.3. DrlH'dón dr prulrinas fosforil•das ro tirodna n1cdianlr Wcslrrn·Blo1. 

Rca.li:t..amos un inmunoblot anli-fo'ifotirosina (!'Ceción VI 3 2 4 1.) con el fin de 

detectar al 11ntígeno utilir.a.do en los en$..,yos de El.ISA (l:igura 1 R) La banda con un peso 

molecular de <>O-70 KDa cor-responde a la BSA-PV El inmunoblot fue revelado por dos 

ntCtodos con diferente ~n!!oih1hdad. en lo"i cualc'i ot-"ervamo-.. el mismo rc~ultado Como se 

puede: apreciar en la J:igura IK. para tus J,,~ mctudo,.. ningun'' de los anticuerpos reconoce a 

IA rrntcina acarreadora CUSA) y el ~gundo anticuerpo (anticuerpo anti-lgG munna 

acoplado a cnl'.1tna) no interfiere con el resultado 

VII. 2 . .a. Rrconodmirnto dr protrinas C"dularrs ro.roriladas rn lirosin• por rl 

anticurrpo rnonoclonal. 

En vista del uso pnnc1pal que se p1cn~ dar al anticuerpo pi-oduc1do, es de gran 

importllncia contprobar si AC~f: puede re.:onnc.cr pro1c1nas cdularc:'lo fodOnladas en 

tii-osina Parn este fin se i-eali;_o un inmunoblot anti-fosfntiros.ina (sccc1on VI l 2 ~ 2 ) con 

cclulas monociticas TllP-1 tratada!> con pcn.ranadatu de Ml<i1u (secc16n VI l::? S 1 ) e Figura 

19). el cual es un inhibidor de fosfatasas, e!iopCc11icamcntc de fusfata.sas de fosfotiro!>ina 

Las bandas reconocidas. por ambos anticuerpo"> corresponden a proteínas fusforiladas 

en tiro si na ya que no hubo rcconoc1micnto de fosfotrconina. m fosfoserina (acoplada!> a una 

pi-otcina acarrcadoi-a) en \\'cstcrn-Hlot. por ninguno de los anticuerpos anti-f"osfotirosina 

(datos no mostrados) 

El pati-ón de bandas cspccifica.<1. dado poi- ambos anticuerpos es semejante. ademas, 

se distinsucn claramente las diferencias. en cuanto a proteínas fosfonladas en tuosina. entre 

cClulas no tratadas y c¿Julas tratadas con pcrvanada.10 
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Figura 18. Detección de proteínas ío'.'tforilada!fí rn tirosina por \,\.'estrrn-Blot. 
A) Carriles J-4 revelados con PY:!O ( 1) Pesos moleculares. (2) BSA. (3) BSA-PY 20 ng y 

(4) BSA-PY 40 ng. carriles 5-8 revelados con AC?\.1.: (5) Pesos moleculares. (6) BSA. 
(7) BSA-PY 20 ng y (8) BSA-PY 40 ng. Carril 9 revelado sólo segundo anticuerpo 
BSA-PY 40 ng. Se utilizó un segundo anticuerpo anti-lgG de ratón acoplado a fosfatasa 
alcalina. 

B) Carril 1 revelado sólo segundo anticuerpo BSA-PY 40 ng. carriles 2-4 revelados con 
ACM2 · (2) BSA-PY 40 ng. (J) BSA-PY 20 ng y (4) BSA-PY 10 ng. (S) Pesos 
moleculares; carriles 6-8 revelados con PY20 (6) BSA-PY 20 ng, (7) BSA-PV 10 ng y 
(8) BSA-PY 40 ng Se utilizó un segundo anticuerpo anti-lgG de ratón acoplado a 
perox.idasa. AJ revelar por quimioluminicencia. el tiempo de exposición para AC!\.1~ füc 
de 5• mientras que para PY20 y sólo segundo anticuerpo éste tUe de 15··. 
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Figura 19. Drtrcción de protrinas fosforiladas rn tirosina de cilulas tratada~ con 
pcrvanadato (Westrrn-Dlot re'\-·rlado mediante 'tuimioluminicencia). 
Carriles 1-4 revelados con AC?\.1 2 (tiempo de exposición 2 .. ). (1) BSA-PY 60 ng, (2) BSA­
py 40 ng.. (3) Células sin tratamiento 25 ~d de lisado total (L T) y (4) Células tratadas 25 µl 
de L.T.; carril (5) Pesos moleculares. carriles 6-8 revelados con PV20 (tiempo de exposición 
2"): (6) Células sin tratamiento 25 ~LI de L T .• (7) Células tratadas 25 ~11 de L T. y (8) BSA­
py 20 ng~ carril 9 revelado sólo con segundo anticucr-po: (9) CClutas tratadas 25 µ1 de L.T. 
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VIII. DISCUSION. 

VIII. l. Producción de anticuerpos naonoclonal~ and-íosfotirosina. 

Et pr-imcr- paM> para la producción de anticuerpos monoclonales específicos para 

fosfotirosina. involucró un esquema de inmuni7..ación que permitiese obtener anticuerpos de 

alta afinidad Mediante inmumr.acioncs repetidas se promueve una respuesta secundaria en 

que se: pr-oduccn principalmente anticuerpos de clase lgG. que ademas tienen una mayor­

afinidad que lo~ producidos en la respuesta primaria (en la que la mayoria son lg?l.i) La 

constante presencia del antigcno en el animal conlleva a la maduración de la afinidad de los 

anticuerpos 

Para la produccion de anticuerpos monoclonales c"'istcn protocolos ya establecidos. 

sin embargo. resulta muy importante cstandari:r.ar estos protocolos en base a las 

condiciones de trabajo de cada laboratorio y los reactivos con los que ftC cuenta La 

oblcnción de anticuerpos monoclonales está wjcta a innumerables factores. algunos de los 

cuales dependen n su vez del a.;r.ar Si las condiciones de fusion tales corno la concentrnción 

de PEG. tiempo de fusion. cantidade!i de células. etc no son las adecua.das. las células 

mueren en el proceso Por otra parte. si pensamos que de los millones de cClulas de bazo 

sólo una fracción se fusiona con las cclulas del micloma y que son toda...,ia menos los 

híbridos viables, que pueden o no producir el anticuerpo deseado. podemos decir que la 

obtencion del anticuerpo monoclonal con cierta!l<. caractcnsticas es cuestión de probabilidad 

El mCtodo de selección de las células productoras del anticuerpo deseado es por lo 

tanto de vital importancia El objclivo principal de la producción de los anticuerpos 

mnnoclon"lc'i anti-fosfotirosina es su uso como hcnamientas para detectar, mediante 

Western-Blot. cambios que ocurren en la fosforilacion en t1ros10a de protcma.'i En este 

caso. se utilizaron dos metodos de selección. el t>ot-Blol y el ELISA El primero se basa en 

el mismo principio de identificación del anti8cno que en el Western-Blot mientras que el 

s.cgundo. tiene una mayor sensibilidad y es mas sencillo aunque no detecta al antigeno en 



las mismas condiciones Los resultados de los dos métodos son equivalentes. es decir. con 

ambos ensayos se detectaron anticuerpos específicos para fosfotiro~ina (datos no 

mostrudo~). Sin embargo, se decidió utili7..ar el mCtodo de ELISA como método de 

selección por ser miis practico y por que se requiere menor tiempo para obtener el 

rcsuhudo, utih7Andose el haptcno acoplado a BSA en vez de KLll para evitar detectar 

nnticucrpos especificos para la protcina acarreador-a 

Inicialmente se dclcl.."10 la pruduccion de an1icuerpos anti-fosfotiro~ina en varios 

po7..os. pero en la n1aynr parte de los caso!'ó la~ cclulas perdieron esta capacidad E~to puede 

explicarse de d1stmtas maneras una posibilidad es el ··cstrC:s"' pro'liocado pur una wan 

cantidad de cClulas. otra es la presencia de contaminación por micoplasma. y otra 

posibilidad es el ~hrccrccimiento de las cclulas no productoras Otras cdulas productora.." 

mueren. una pos1bihdad es que algunas de las cdulas presentaron un crecimiento acelerado 

que no dctectainos oponunan1cn1e. por lo que sobrepoblarnn el po.1:0 y la fatta de nutrientes 

pro"'ocó su mucne. o quiJ..a el rcarreglo cromosórnicn no fue fa,...orahle Finaln1cn1c sólo las 

c.Clulas del pozo A2 conservaron la capacidad de producir anticuerpo.,. 

La tCcmca recomendada para punficar inmunnglobulinas de clase lgG a panir de 

sobrcnadanle de cultivos celulares. es la cromatografia de afinidad en columna~ de proteína 

.A o G La union de la inmunoglobulma a estas prote1nas depende de la subclase: a la que 

pertenece Con el fin de elegir la tccnica correcta de purificacion se determinó la subclase 

del anticuerpo ACf\.ti Ya que el anticuerpo resultó ser JgG 1 se dcc1dio usar la columna de 

proteina G pucslo que esta subclase no se une a la proteína ,, pero s1 a la proteína G 

(Goding. 1996) Despues de la purilicaciun. los 'lialorcs de densidad opt1ca obtemdos para 

el anticuerpo (a una concenlración de 1 mg de proteina/mL), en el en.sayo de ELISA. fücron 

menores que Jos del sobrcnadante original del cual se punficó el anticuerpo Para explicar 

lo anterior existen dos pos1b1lidades que el anticuerpo no se una a la columna o que 

durante o despues de la purificación cstC perdiendo su acti .... idad El hecho de que el 

sobrenadante dcspuCs de la purificacion tenga baja conccnlracion de anticuerpo. indica que 

la mayor pat1c del anticuerpo se unió a la columna y, dado que los valores de DO. del 
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••anticuerpo purificado"• son tan bajos, esto sugiere que el anticue,-po está perdiendo 

actividad durante la purificación. 

Como en los ensayos de ELlSA el sobrenadantc de ACM1 rinde valo,-es de densidad 

óptica simila,-es n Jos de PY:?O ( 1 µg/ml), y ya que no es necesario que el anticuerpo esté 

pu,-o para demostrar su uso en la detección de proteínas fosfo,-iladas en tirosina. se decidió 

seguir adelante empleando el sobrcnadante de ACM: antes de buscar purificar mediante 

otras tccnicas 

VIII. 2. Caractrrización del anticucri10 anci-fosfotirosina AC?\.ti. 

La caracterización se rcaliró a partir del sobrcnadanlc obtenido de la C:it;pansión "' 

1.•11ru de la clona AC~f: 

Vlll.2.1. Comparación scmi-cuanl:italh-"a dr la conslantr dr afinidad y csprcif"icidad 

drl anticurrpo. 

VIII. 2.1.1. Delrrminación dr la!I. conslanle~ de afinidad de AC!\tz y P'\'20 por 

fosfoaminmiC'idos. 

Para comprender como obtuvimos Ka (Figura 17) a partir de la gr8.fica de la Figura 

16, recordemos que 

Kd = (Ac) AK 
AgAc 

(1) 

y en el equilibrio, [AgAc)-[AcJu. por Jo tanto. sustituyendo en (1): 

~-' (AcJ1 AKjl ( 2 ) 
~~ = [Ac)u 

Oc lo anterior, 
Kd (Ac)I 

(Ag]/ = [Ac)u y corno (Ac)I= [Ac)t-(Ac)u, 
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obtenemos. 

(Ac)t Kd 
(Acf11 - I = [ ... t¡.:J/ (3) 

Dividiendo(]) cnt..-c ( .-lc}t y rcancgtando. tenemos que: 

1 Kd 1 

(Ac)u = (Ag)íiAcJ; + (Ac)t (4
) 

que es la representación matcmatlca del equilibrio dada por la ecuación de Klotz (Klotz. 

1953) Si consideramos que en el ensayo de inhibición. la densidad óptica obtenida es 

proporcional a la concentración de anticuerpo libre. 

)Ac)I A 
(;kji- '=' Ao" 

siendo Ao la ab~nbancia nu .. '"Ciidd para el anticuerpo en ausencia de antiscno )' ."'-. el valor 

de la abwrbancia del anticuerpo para cada conccntr-aci6n de antígeno. Entone~. tenemos 

las siguientes dclinicionr= .. 

(S) 

(6) 

Reemplazando (5) y (6) en la ccuacion de Klot7.. 

Ao KJ 1 

CAo-A)•[Ac)t = ([A..,jt-[Ac)t•~!'..:""_A) +[Ac)t 
Au 

multiplicando (7) por [ Ac]t. nos queda: 

Ao KJ ---= +I (8) 
Ao-A (Agy-(Ac)1•_1~~f 

(-:"t 

Considerando que (Ag)r> 10 [Ac]t. la concentración del antígeno libre puede ser 

aproximado a la concentración total de antlgeno. por lo que la ccuacion (8) 

83 



indcpcndicntcdc la concentración de anticuerpo total C[.,fc)t tiende a ccr-o) Nos queda 

entonces· 

~= Kd +I (9) 
Ao-A (A.i:Jí 

que se ajusta a la ecuación de una recta y nos pcnnite obtener la Kd y fina!mente la Ka de 

los anticuerpos (Figura 17) 

Oc la Tabla 6. podemos ver que la Ka del anticuerpo de rcfer-encia es mayor- a la de 

AC?l.1;r (se reali7..aron varias determinaciones donde los valores de Ka para PV20 variaban. 

pero siempre con el mismo orden de magnitud y siempre mayores a los de AC?l.1=). De 

acuer-do a nuc!>tros resultados, podemos decir que la consusntc de afinidad de AC~h por- PV 

es menor que la de PYlO 

Por- el mismo mCtodo. se calcularon las Constantes de afinidad de los anticuerpos 

para fosfoscrina y fosfotrconina Los resultados de Ja Tabla 6 muestran que AC~1;r tiene 

menor afinidad que PY20 por estos dos fosfoaminottcido..,, In cual significa que AC1"-1:r es 

mas especifico para fosfotirosina 

Es c·,1idcnte que los , .. alares de Ka calculados de Csta manera, no pueden 

considcrar!M: c~actos. ya que durante la incubación en la placa de ELISA. el equilibrio 

establecido pr-eviamente entre el anticuerpo y el antigcno soluble, puede modificar-se por 

efecto del antígeno multh. alcnte adM"lrbido en la placa De hecho los valores de afinidad 

para fosfotirosina de ambos anticuerpos son muy bajos. si estos valores de Ka fueran 

reales, no pennitirian que la union antigeno·amicuerpo fue:i.e estable a los lavados durante 

las condiciones de los ensayos de ELIS .... , y \Vcstcm-Blot Sin embargo, dado que se utilizó 

el mismo mctodo para ambos anticuerpos. podenlos considerar la existencia de error-es 

sistcmilticos. por h."l tanto, aunque no tengamos cenc.7.a del valor real de Ka. podemos 

concluir que es menor la afinidad de ACM: por PY comparada con la de PY20. pero la 

difCTcncia e~ menor de un orden de magnitud Por otra parte, considerando que AC?l.1: es 

menos afin para P'T y PS que P'":?O. concluimos que el anticuerpo monoclonal producido es 

mis especifico para PY 
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Otra aproximacion del valor de Ka puede oblcncrlle de la FiguTa 16 si consideramos 

un antígeno monovalente y una población homosénca de anticuerpos fonnando complejos 

inmunes, siendo la concentración del an1igcno mucho mayor que la del anticueTpO Cuando 

se 1iene el so•'/a de snturacion tic: los sitios de unión de los anticuerpos. 

ahora sustituyendo en 

ohlencmos 

(Ac(t ( ) y como [.-k)u-~- .·l}.,".-tc 

(Ac)t 
( Ac.:)/ .. , ( Ac)11 "'- --2-·· 

K<1 ~, _LAwtc]_ 
(,1µ)1•(Ac)/ 

tenemos ahora. 

(10) 

(11) 

(12) 

Es decir. Ka es el inverso de la concentración de antígeno libTe en el punto de 50"'/o 

de saturación. A partir de la Figura 16 podemos comparar cuafüativamente las afinidades 

de AC~tz y PV20 Es c"·idcnte que requerimos una menor concentración de hapteno libre 

para inhibir la unión de PY20 a la placa.. que para inhibir la unión de ACll-tz Dado que Ka 

tiene una relación inversa con la concentración de haptcno necesaria para una inhibición 

del 50-/e, esto nos indica que la afinidad de PY20 por PY es mayor que la afinidad de 

ACll.h 

Existen métodos con los que se puede determinar el valor real de la constante de 

afinidad. Sin embargo. para cumpliT los objetivos de este trabajo es suficiente Ja 

comparación n:lativa de las afinidades del anticuerpo producido y del comercial 
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Consideramos más imponante demostrar Ja utilidad de ACM2 para los ensayos previstos. 

que un conocimienlo exacto de su afinidad por PY. 

Vlll. 2.1.2. Esprcinc:idad drl anlicurrpo. 

Dada la similitud entre serina. 1reonma y tirosina fosfato era imponantc demostrar 

que el anticuerpo producido reconociera espcc1ticamcnte a la fosfotirosina para poder decir 

que la fosforilacion que pudiera ser Jciectada por .AC!\h realmente estuviera ocurriendo en 

tirosina y no indislintamentc en cu.tlquicra de los tres hidrox.iaminoolcidos fosforilados 

Esta es la rar.on por la que se enfrentó a AC!\t: con dichos aminolicidos en un ELISA 

(Figura 16) 

El anticuerpo de referencia es especifico para PY al igual que ACf\.h sólo que PY:?O 

reconoce mejor a PY Sin embargo la especificidad de AC!\1: es mayor puesto que 

reconoce a PT y PS sólo a concentraciones muy elevadas. de estos fosfoaminoácidos 

Una manera de explicar la especificidad dd anticuerpo producido es pensar que 

los sitios de unión de ACM.: y el dominio SI 12 son muy similares dado que ambos se unen 

a PY y prescman poco reconocimiento por PT y PS Tal \.·cz la PY tiene una reacti\.·idad 

cruzada con PT y PS. debido a sus similitudes en estructur~ lo cual puede repercutir en Ja 

especificidad del an1icucrpo Por otra pane, podría ser que d anticuerpo de referencia sea 

una molécula que rccono1::ca a P'\' pero prct"t=rcn1cmcntc al grupo fosfato. con Jo que ,,_e 

puede explicar que este anticuerpo ""e' una a rT y PS mas que AC!\.h 

VIII. 2.2. Dclrcc:ión de prolC'inas rosíoril•das en 1tirosin• mrdi•ntr Wn1crn-Blo1. 

Siendo el método de ELISA mas sensible que d \\'estem-Blot. cxistia la posibilidad 

de que no se detectara el antígeno por el segundo método Los resultados de deteccion de 

fosfotirosina mediante Dot-Dlot demostraron que AC~1: reconoce al antigeno. y como el 

Dor-Blot es una técnica similar al Wcstem-Blot. sólo faltaba entonces comprobar que el 

anticuerpo reconociera a PY por esta técnica Previamente se establecieron las condiciones 
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óptimas y la concentración de PV20 nC"C;Csaria para una buena detección de proteinas 

íosforiladas en tirosina. por lo que la menor intensidad de las bandas detectadas por AC,,....12 

(Figura 1 K) puede explicarse de distintas m.,ncras Por un lado, el sobrenadanec de ACM 2 

tiene una concentmciun de J .12"1.lff 1
" !'1.1 (dilución 1 ~) mtenlras que la del PY20 es de 

6.:?4x10"9 1\1, por lo que aun cuandu todo el an1icucrpo ACM 2 se uniera al antígeno, 

<1ucdarían detcnninantcs an111'(.enir.:o" hhrc.-.. que en el caso del PY:?O estarían !>•endo 

n.-conocido.-. Turnando en cuenta los rc.-.uhadu"" de alin1dad, u1ra cxplu::ac1on menos 

probable es que sicndu AC'l'\.1: n1cnos atin. ~e una en menor c.:u11id•1d al ant1gcno Esta 

segunda c'plicaciún rc~ulta meno.-. prohahlc ya que hay g.ran d1fercnc1a en la intcn~1dad de 

las banda!> (Figura 1 K} y no asa entre los valore!> calculados de Ka (Tabla 6) 

Se utili;.aron dos n1ctodos para revelar los rc.-.ultadus de c:ae ensayo, en el primero 

~ empicó fosfatasa alcalina y en el segundo qu1miolummiccncia, en ambos casus se 

obtu"·ieron resultados sirnilare!>. ~1n embargo se d1g10 el metudu de revelado mediante 

quimioluminiccncia por su mayor scns1h1lidad. ya que pcrnut1ria detectar prote1nas 

celulares (poco concentradas) que con el otro rnetodu pa.~nan mad1.ertidas 

VIII. 2.3. R~onocin1irnto dr prolrinas crlularrs fosforiladas rn tirosina por el 

antic:utrpo monoclonal. 

La fosforilación de protema..'i en residuos de tiro'iina tiene un papel central en la 

transducción de 5ei\ales a traves de Jos FcyR's Debido a lo anterior. nos interesaba que el 

anticuerpo producido ( ACM 2 ) fuera capaz de detectar residuos de tirosina fosforilados en 

protcinas celulares 

El pervanadato de sodio es un inhibidor de fosfatasas, especificamentc de fo!tfatasa.s 

de fosfotirosina (Le1s y Kaplan. 1982, SwaTUp y col. 1982) Las fosfatas.u son la 

contraparte bioquímica de las cinasas en la regulación del c:s1ado de fosforilacion de las 

protcinas celulares. por lo que al inhibirlas ya no existe una regulación del estado de 

fosforilación, con lo que se favorece que diversas proleinas de cClulas tratadas con este 
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agente csten en su estado fosforilado En un inmunoblot previo al de la Figura 19 (datos no 

mostnados). obKrvamos gran cantidad de bandas correspondientes a células tratadas. pero 

ninguna banda en cClulas no tratadas y revelada.o;. con rv20. en cambio. ob!liervamos 

practicamente las mismas bandas para el control de segundo anticuerpo y para cClulas 

uatadas y nll tratadas n:,·eladas con AC!\.1:: (aunque ~ ob5ervan n1cnos banda!!. que en las 

células tratadas y re\lelaJas con PY::?O) Cabe hacc-r notar que el tiempo de cxposicion 

(revelado por quimmluminiscencia) para revelar con PY20 fUe de 15 .. mientras que para 

ACM:: y segundo anticuerpo fue de JO' E.s posible que PY20 ~a poco c<ipcc1ficu y detecte 

a los tres fnsful11drnxian1inuitcidns (como se mue .. trd en lo!<> resultado!'. de ELISA). sin 

embargo ninguno de los dos anticuerpos tUe capar. de detectar a PT y PS en inmunoblot 

(datos no mostr<tdos) Quedan ahora dos posibilidadeo;. para c'XpJicar las diferencias en el 

bandeo dado por ambos anticuerpos. si se picn!k'l en afinidad. lo!!> resultados podnan indicar 

que PY20 es mas afin y tal ... ·er. esa sea la explicacion. •>1n emhargo la.s diferencias en las 

constantes de afinidad calculadas no son tan grandc.s Otra posibilidad es explicar los 

resultados anteriores n1edia.nte las diferencias de concentracion entre los anticuerpos 

empleados, es decir. el l•Y::!O 5C usa en inmunoblol ca!>i 19 ve..:cs má.s concentrado que 

AC?\.-1: presente en el sobrcnadantc 

En la Figura 19 !liC muestra un inmunoblot anti-fosfot1rosina en el que se utilizó 

liquido de ascitis en lugar de M>brenadantc de ACl\.h. para revelar con una mayor 

concentración de anticuerpo Este resultado nos indica que lo observado antcrionnemc se 

debió a diferencias de concentración entre los anticuerpos 

Observamos un patrón de fosforilacion muy similar con los dos anticuerpos en los 

carriles de cClulas tratadas con pcrvanadato, y en los carriles de cClulas sin tratar. aparecen 

unas bandas (bandas de aprox S~. 22. 20 KOa y otras. no muy claras entre 20-30 KDa) que 

tambiCn se observan en el carril del control del segundo anticuerpo Este control tiene 

c:Clulas tratadas reveladas Unicamente con segundo anticuerpo. por lo que concluimo5 que 

las bandas en los carriles de cClulas sin tratamiento se deben a un reconocimiento 

inespccitico del segundo anticuerpo De esto se desprende que todas las demás bandas que 

se observan en los carriles de cClulas tratadas son proteínas fosíoriladas en tirosina 
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Se produjo un anticuerpo monoclonal murino de isotipo lgG 1, e..'pccifico para 

fosfolirosina el cual podrá ~r ulili7..ado de manera equivalcnle al an1icucrpo comercial. para 

inves1igar pro1einas fo~dOriladas involucrada!I. en las dis1intas v1as de sci\alir..ación. con Ja 

,.-enlaja de tenerlo más disponible y a un menor costo Las características de AC!\.f: son las 

siguicn1cs 

• El anticuerpo producido demostró ser capaz de reconocer- prolcinas fosíoriladas en 

lirosina tanto en ensayos de ELISA cumo en blots. aUn cuando se u~ a concentraciones 

mas bajas que PY20 

• El an1icuerpo tiene una menor afinidad que el comercial pero una mayor especificidad 

X. PERSPECTIVAS. 

La producción de anticuerpos monoclonales anti·fosfotirosina tiene como objciivo 

el conocimiento mois pr-ofundo de las vías de transducción de scilalcs en las células Con 

ellos se prerende averiguar que proteinas fosforiladas en tirosina (cadenas de los receptores. 

cina.sas. fosratasas. y sustratos de las mismas) integran el complejo de activación Juego de 

la agregación de los difcrenles FcyR. e~pccíficamcntc FcyRJ y FcyRIJ de células 

monociticas 

•• 



XI. APENDICE. 

1. NeaC"rivos. 

NOMHRt: MANCA 
Ac1do bónco llotkcr 

1-A~c~n"'i."-m~ ... c-,------- lho IUd 

A..nd.'1 de ~10 S1 rn:t 

NOMBRt: 
11 

l\.1c:rco1n1nc1anol 

A-'ul de- hromofcnul ._J!'·-"º-'""''d,___ ---+.~'01'7<';o·"~"~''~-----+.'M7c,,_«,_,•,___---j 
UCll'/NUl S1 ºllLt N.1f1COl 1'1.krc:k 
B•~-Acnlarmd.¡ Bm rad NaOI f Mcrc:l 

Glut.~nun."I 51 m.-1 

Anrh.::ucrpo!> 

Nombn> Ma~• 

An11.J .. de c.."lhra acopl;1do a ro-.1~1l.1l\o"l alcalUL't cdc concJo) S1 
Anll·Fc de 11.'!G de r.1100 ou;:oolado ;¡ JCfO,u.J.l.'-1 de co1hr.1) Si •rn.t 
AnU-í0t.fOfJRK1n.a (PY20) cdc r:uón SI Cnu" Tran..'lducuon 
AnU•1sot1nn (de c;1hr.11 Srvina 
AnU<adcn.;1 1~u1un.1 de h!:G de r.ilón a..:onl;1dn a FA cdc r.uon) Z\mcd 
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2.Prtp•rari6n dr soludon~ 

-l\lnlfo dr C'ulti'"'º D-l\t •:J\I: 

Disolver el conlcnido de un ~breen agua de!Sionizada, agregar y disolver 3.7g de NallC0.1. 
Ajuslar el pll u 7 1 y afornr a 1000 mi. Eslcrili7.ar por filtración y guardar prolcgjdo de ta 
luz a tempcralura ambicnlc como una pn1eba de esterilidad 

-Solución StoC'k dr ~lutamith1 ( I 00:\:): 

L-glutnmina :!OU mM 2 922 g 
Disol\lcr en PBS a .l T'C y afi.lrar '"' 1 oo mL Esterilizar por filtración y guardar a -20ºC 

-Soluc:'iún Stock dr antibiótko'I (IOOX): 

Estreptomicina 1 mg/ml. 
Penicilina-G 100000 U/mi. 
Disolver en PUS y aforar a 100 mL Es1criHr.ar por filtración y guardar a -20ºC 

-1\-lrdio !\.lirloma (l\IM): 

Suero Fe1al Bovino ( SFB) al 1 O •,,a 
An1ibió1icm¡ 1 OOX 
Glutamina IOOX 
Aminoácidos no esenciales 1 OOX 
Piruvato 1 OOX 
Aforar a 500 mL con !'\.tedio D·MEM Guardar a 4ºC 

-Solución Stock dr A-A.1.•Kuanina (IOOX): 

IOOmg 
598 8 mg 

SOmL 
5 mL 
SmL 
SmL 
SmL 

R-Ar.aguanina 20 mg 
Ois.ol\ler en agua dc~1oni7 .. .-ida y aforar a 100 mL Es1crili7..ar por filtración Guardar a -20ºC. 
protegido de la lu7 

-!\lrdio dr !\.lirloma con Azaguanina: 

8-AJ..aguanina 1 OOX 
Medio f\.t1dumoi 

-l\lrdio dr Fu~ión (!\I F): 

Ant1biot1cos 1 OOX 
Glutamina IOOX 
Aforar a 500 mi. con medio D-MEM. Guardar a 4ºC. 

2 s mL 
247.S mL 

SmL 
SmL 
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-Solución Stock dir llT (IOOX): 

Hipox.antina 
Timidina 
Disolver en agua desioni;...aJa a 70-KOºC y afo..-ar a 100 mL 
Gua..-dar- a -20ºC, pn"ltcgido de la luz 

-Solución Stock deo Aminoptirrina ( IOOX): 

l36mg 
J9mg 

Esterilizar poi'" filt..-ación. 

Aminoptcrinit l.8 mg 
Disolver en agua dc,1on1.1·..;1da. agregal" unas gotas de NaOll 2 M y afo..-ar a 100 mL con 
agua dcsioni.1.ada Estc..-iliral'" por filtración Guardar a -20ºC 

-l\lrdio llAT: 

Suero Fetal Bovino al 20 º"• 
Antibióticos lOOX 
Glutamina too X 
aminoacidos no esenciales IOOX 
Piru"·ato 1 OOX 
llT tOOX 
AIOOX 
Afo1"ar a ~00 mL con medio D-~fE~f Guardar a 4ºC 

-l\lrdio llT: 

Suc..-o Fetal Bovino 20 ~• (GIBCO) 
Antibióticos tOOX 
Glutaminn 100 X 
aa no esenciales 1 OOX 
Piruvato 1 OOX 
llT IOOX 
Afornr a SOO mi cun medio 0-ME?\.f Gua..-dar a 4°C. 

-Me-dio D-MEl'\I complirmrntado: 

Suero Fetal Bovino al 1 O •,o (GIBCO) 
Antibióticos IOOX 
Glutamina 100 X 
aminoacidos no esenciales 1 OOX 
Piruvato 1 OOX 
Aforar- a 500 mL con l\rtcd10 Ll-l\.1.E.M. Guardar a 4°C. 

100mL 
SmL 
SmL 
SmL 
SmL 
SmL 
SmL 

IOOml 
Sml 
Sml 
Sml 
Sml 
Sml 

SOmL 
SmL 
SmL 
SmL 

92 



-A•nortii:uiutor de dirlanoln1ninn {pnrn 10-o~fntnsa 1\.lcnlin:1): 

Dictanol.amina O S :\.1 
Cloruro de magnesio 0.:?S nt~1 
A.zida de sodio 3 m~f 
Disolver en agua bidcstilada, ajustar el pU a 9.8 y aforar a SOO mL. 

-Arnortigundor de cnrbonalos: 

Carbonato de sodio 50 m!\f Na:C01 
Disolver en agua bidcstilada, ajustar el pH a 9.0 y aforar 3 100 mL. 

-.AmortÍJ;::Undor TUS 20:..: 

Trizma® base O.~ :\1 
Cloruro de sodio J :\1 
Disolver en agua bidcstilada, ajustar a pH 7.S y aforar a 500 mL. 

-.Arnortigu:uJor PUS 20'.'l: 

NaJ l:PO.a l l:O 
Na:l-IPO.a l:.H::O 
NaCI 
Disolver en agua bidcstílada. ajustar a pH 7.5 y aforar a SOO mL. 

-An1onigtuttJor TOS 1 X-BSA 3 %: 

TBS :wx 
BSA 3 ~·o 
Disolver la BSA en agua bid estilada.. agregar el TBS y aforar a 100 mL. 

·Amoni~uador TUS 1 X-Twcrn O. I ~.: 

TBS :?OX 
Twecn 20 al O 1 ~ó 
Aíorar a 1000 mL con agua bidestilada. 

-Amortigu;ufor TUS 1 X-Twcen O.O 1 °/o: 

TBS 20X 
Tween :?O al O O 1 '!·'Ó 

Aíorar a 1000 mL con agua bidestilada. 

SOmL. 
SI mg. 
0.2g. 

0.53 g. 

12.11 g. 
87 66 g 

7.2.g 
55.4 g 
175 g 

S mL 
Jg 

50mL 
1 mL 

50 mL 
0.J mL 
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-A1norti~u:ulur e.Ir horntos: 

Acido bórico O l 1\1 
Disolver en agua bidcstilada y aforar a 1 L. Ajustar el pi 1 a 8.8. 

-Solución de PEG ni .Sl.6 °/a: 

Poliefilcnglkol ( PEG) 1550 
~lcdio de Fusion 
Se disuelve l!'n bafh1 de agua a bOºC y se esteriliza por filtración. 

Trizma® base :: :\ 1 
Disolver en agua bidcstilada . ajustar el pH a S.2 y aforar a 200 mL. 

Glicina O:::: ~1 
Disolver en agua bidcstilada, ajustar el pH a 2.8 y aforar a 500 mL. 

Trizma® base O l '.\t 
Cloruro de sodio O:::: !\.1 
Disolver en agua bidestilada, ajustar a pH S.2 y aforar n 1000 mL. 

-Sustr:1Co soluble dr Fosíntasa .Alcalina: 

61.844 g 

l.6g 
2.4 mL 

24.22 g. 

7.5 S-

12.11 g. 
11.7 g 

p-nitrofenilfosfato 1 tableta 
Disolver y aforar a 5 mL con amortiguador de FA. Proteger de la luz. Usar al momento (no 
más de 1 hora despuCs de preparado). 

-Amortiguador de- l~isis (con inhlbidorrs): 

Tri1ón l~'O 
Glicerol 5°/o 
Trizma 10 m:\t 
NaCI 150 m1\.1 
Ajustar pH a 7 6 y aforar a 100 mL con agua bidestilada. 

Los inhibidorcs se agregan en el momento: 
Leupeptina 1 OOX 
Pepsrntina 1 OOX 
Aprotinina IOOX 
EDTA IOOX 

l mL 
S mL 
0.1211 g 
0.8766 g 

10 J.LL 
10 µL 
IOµL 
IOµL 



PMSF IOOX 
Onovanadalo de sodio IOOX 
NaF JOX 
Llevar a 1 mL con amortiguador de lisis. 

- Gc-1 mC'diano SDS-PAGE al 109/.: 

Gd iníer1or 
J CJ75 mi 

5 025 mi. 
3 mL 
201-LL 
10 µL 

Acrilamida 
.Agua bidcst 

Buffer ( inferior o Mlpcrior) 
Pcrsulfato 
TEMED 

- Amortii:uador deo c:-orrid•: 

TriLma 
sos 
Glicina 
Aforar a SOO mL con agua bidestilada Guardar a 4ºC 

- Amortiguador dr lraruíc-rrncia rn cán1an1 húmrda: 

Gel Superior 
650 µL 
3.06mL 
1.25 mi. .. 
20µL 
JOµL 

IOµL 
IOµL 
JOµL 

l.S 8 
OSg 
72g 

Glicina 2 97 g 
Trizma 5 82 g 
sos 0037g 
Aforar a 800 mL con agua b1desl Ag.-cgar unas horas antes :?Do mL de mCtanol y guardar a 
4°C 

- Amortiguador dr mur!'ltra 1 X (l..armmli): 

SOS:? 0 o 

Glicerol 1 O ~/. 
DTr IOOmP\.t 
Trizma base 60 mJ\.I 
Azul de bromofcnol O O J ~O 
Aju!litar plf a b 8 

TOS 20X 
Tween O 05 o/a 
Afo..-ar a 1 L con agua bidestilada. 

SOmL 
O.SmL 
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-Solución dr bloquro (1): 

TBSIX 
OSA 3~• 
Disolver la USA y aforar a 20 mL con TBS 1 X. 

-Solución dr bloquro Cl): 

TDS-twccn O O~ 0 
• 

BSA 1~,.. 

Leche :t~;. 
Disolver la USA. la leche y aforar a :?O mL con TBS IX. 

-Solución dr bloquro C3): 

BSA 1~0 
TBS-Twccn O O~~. 

-Amortii;:uador dr anlicurrpo: 

TBSIX 
Twccn O 05'!·· 
BSA 1'% 

20mL 
0.6g 

20mL 
0.2g 
0.6g 

O.:?g 
20mL 

SOmL 
0.025 mL 
O.SmL 
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