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R E S U M E N 

· Este traba jo se realizó con la finalidad de establecer en el 

laboratorio la metodología necesaria para la producción de 

hi bridomas y la obtención de anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra las proteínas del citoesqueleto presentes en los geles 

citoplá smicos del cerebro de rata. Estos geles estan constituidcs 

por la actina y cuando meno s otras 3 proteína s que int e r a cc ionan 

específicamente con la a c tina. Estas proteínas se utili zaron para 

inmunizar ratones Balb/c, cuyas células del bazo se fusionaron 

con células de mieloma de ratón (P3X63-Ag8.653) . Se obtuvieron 

varios hibridomas productores de anticuerpo s específ i cos para 

estas proteínas , los cuale s se selecc iona ron mediant e un ensayo 

inmunoenzimático e n fa se sólida (ELISA) y posteriormente con u n 

ens ayo de inmunofluorescencia de células en cultivo. También se 

real izó la inmunodetección de proteínas electrotransf eridas de 

geles de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa para identificar 

por su peso mol ecular las banda s reconocidas p o r los anticuerpos . 

Finalmente se clonaron algunos híbridos productores de 2:'.t::uer?OS 

anti act i na y los demás s e guardaron en congelación para ser 

clonado s posteriormente. 
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I N T R o D u e e I o N 

I. Inmunoglobulinas y Sueros Policlonales 

Una de las característ icas esenciales del sistema inmune es su 

capacidad para reconocer macromolécu l a s que no se encuent ran 

normalmente en el organismo. Las proteínas séricas conocidas como 

a nticuerpos o inmunoglobulinas reconocen específicamente a estas 

moléculas extrañas denominada s ant í genos . Il determinante 

antigénico es la parte de la molécula a la que se une el ant icuer­

po. Los anticuerpos reconocen y se unen al antígeno por complemen­

tariedad molecular, estableciendo interacciones no covalentes 

similare s a ias que ocurren en las uniones enzima-sustrato. 

Las inmunoglobulinas estan constituidas por cuatro cadenas 

polipeptídicas (1); dos cadenas ligeras (L) idénticas y do s cadenas 

pesadas (H), unidas por puente s di sulfuro, corno se muestra en la 

Figura 1 . 

Las cadenas pe sadas y las ligeras contienen una regi6n variable 

(V) y una regi6n constante (C) que estan determinadas por la 

secuencia de lo s aminoácidos que las constituyen. Las regiones 

variables de á3Jl\bas cadenas se encuentran en la porci6n amino 

termina l . Demtro de cada regi6n variable existen tres segmentos 

que presentan una variabilidad mucho mayor. Estos segmento s 

hipervar iables al adoptar su conformaci6n tridimensional constitu­

yen el sit io de uni6n ~specífico para el antígeno (2). 



Figura 1. Represen tación esquemát i c a de una inmunoglobulina. 

En el lado i zquier do se . representa la cadena ligera (L) y l a 

pes a d a ( H) , coval entemente unidas por puente s disul fur o . Ca da 

ca de na está cons tituída por una región constante (CL y CH) y 

una variable (VL y VH). La región CH se forma de varios domi­

nio s discretos: en el CH 2 están los residuos de carbohidratos 

y los sitios de unión a complemento y macrófag o s. Los segmen­

tos V representan 3 fragmentos con un alto índice de variaci6n 

llamadas regiones hipervariables, involucradas en la conforma­

ció n del sitio de unión para el antígeno. La mitad derecha 

esquematiza la configuración en B- plegada de las cadenas 

polipeptídicas de cada dominio. 

2 

Amo s , W. M.G . (19 81) Basic Irnrnunology. Butterworths, Londres, 34 . 
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Las inmunoglobulinas se dividen en cinco clases; IgG, IgM, 

IgA, IgD e IgE, basándose en l a estructura de sus cadenas pesadas 

(3) . Estas clase s c orresponden a anticuerpos con distintas 

funciones efectoras (1) . 

Un animal es capaz de generar una gran diversidad de anticuer-

8 pos, alrededor de 1 0 mo l éculas diferentes, con distintas es?eci-

ficidades y afinidades para una basta variedad de antígenos. La 

diversidad en los sitios de unión de los anticuerpos esta deter-

minada en gran parte a nivel genético. Existen tres grupos 

diferentes de genes que codifican a las inmunoglobulinas; genes 

para cadenas ligeras kappa, para cadenas ligeras lambda y para 

cadenas pesadas. Durante la maduración de los linfocitos B, ocurre 

una diferenciación genét ica que involucra un rearreglo del ADN 

( 5). 

Cuando se inmuniza un animal con un antígeno, se obtiene un 

suero de tipo policlonal. Los antígenos contienen generalmente 

varios determinantes antigénicos, cada uno de los cuales puede 

inducir la aparición de anticuerpos produc idos por clonas de 

linf ocitos diferentes (1, 2) . Cada uno de e stos anticuerpos es 

monoclonal y los anticuerpos pr esentes en el suero representan la 

suma de los anticuerpos monoclonales dirigidos contra cada 

de terminante antigénico, como se ilustra e n la Figura 2. 

La obtención y el empleo de sueros policlonale s puede ser e n 

ocasiones un factor limitante. Las inmunizaciones deben realizarse 

con ant!genos puros, ya que la presencia de cantidades pequeña s 

de contaminantes puede inducir la producción de antic uerpos que 
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Figura 2. Comparación de un suero policlonal producido 
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in vivo con anticuerpos monoclonales construidos in vit r o. 

Un individuo inmunizado con un antígeno responde fo r mando 

una pob l.ación het erogénea de anticuerpos con especi fi cidad 

para di~erentes epítopes (suero co nvenciona l) . Por c lona­

ci f ~ d e las células derivada s del bazo inmune, hibr idizadas 

con célu l a s de mieloma , e s posibl e obtener a nticu e rpos 

monoespecíficos y homogéneos. 
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interfieran en los ensayos. La poblac ión de anticuerpos producidos 

varía entre animales de la misma especie , aún en los genéticamente 

idénticos . Esta variación se p resenta t ambién e n los sueros 

obtenidos de diferentes s angrado s del mi smo individuo. Así, los 

resultados obtenidos con un suero pueden no reproducirse con ot ro, 

lo que representa un problema ya qu e estos se obtienen en cantida­

des limitadas. 

Los sueros . de animales inmunes contienen anticuerpos con un 

amplio rango de afinidades, con diferentes especificidades y a 

menudo presentan inrnunoreactividad cruzada. Estos sueros también 

contienen anticuerpos de diferentes clases y subclases que varian 

en sus capacidades para aglutinar o precipitar antígenos o para 

fijar complemento. 

II. Anticuerpos Monoclonales 

A. Principios Generales. 

En 1975 Kohler y Milstein desarrollaron la técnica de pro­

ducción de hibridomas para la obtención de anticuerpos monoclonales 

(6, 7). Este nuevo avance metodológico ha c onducido a una revolu­

ción en las ciencias biológicas, permitiendo la realización de 

estudios que antes eran muy difíciles o imposibles (8, 9, 1 0) . 

Estos invest i gadores encontraron que se podían fusionar 

células de mieloma de ratón, cultivadas in vitro, con c~lulas del 

bazo de animales inmunizado s . Como resultado de esta fusi6n se 

obtienen células híbridas que sintetizan anticuerpos específicos 

que reaccionan con los antígenos usados en la inmunización. Estos 
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híbridos crecen de manera continua en cultivo, mantienen la pro-

ducción de anticuerpos, pueden congelarse y ~ecuperarse en el 

momento deseado y pueden inyect ars e en la cavidad peritoneal de 

ratones singénicos donde proliferan y produc en cantidades grandes 

de anticuerpa-.s. 

La tecnoLogía de producción de hibridomas ofrece mucha s vent a-

jas. El antiCltlerpo producido por el híbrido es específico para un 

solo determin.ante antigénico (monoespecífico) . Además, es posible 

inmunizar con antígenos impuros, ya que todos los híbridos produ-

cides de una "fusión son sometido s a ensayo s para determinar l a 

especificidad de los anticuerpos que producen y se seleccionan lo s 

que son de in-rerés. Los mejores híbridos pueden producir hasta 

1 00 ~g de inrruunoglobulina por ml de medio de cultivo y 10 mg/ml en 

el líquido ascítico (11). La continuidad de las líneas celulares . . 

asegura cantidades virtualmente ilimitadas y por tiempo indef inido, 

de anticuerpo·s homogéneos y bien caracterizados. 

En la Figmra 3 se ilustra de manera general la técnica utili -

zad a en mucho 's laborat orio s . Los ratones BALB/ c se inmunizan con 

e l antígeno d~ interés. Se obtienen las células del bazo de l ratón 

inmunizado y se mezclan con las células de mieloma en presencia de 

;olietilen~ lic-ol. Después de la fusión las c élulas se distribuyen 

en placas de microcultivo, en un med io selectivo . que impide el 

crecimiento de las célu l as de mieloma que no se fusionaron. Las 

células del bazo del rat0n no pueden crecer en el cultivo de manera 

que las Gni cas que prolife r ~ n son los híbridos resultantes de la 

fusi6n de las células del bazo con las de mielom~. Dos o tres 
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semanas de s p ué s se realiz a un ensayo para detec t a r la presencia 

de anticu e r pos e s pec íficos e n l o s cultivos donde se observa 

crecimi ento de h íbridos . Los cultivos que r esul ten pos itiv o s s on 

c lonado s nuev ame n te. Existen numerosa s r ev isione s s obre a s pectos 

teóricos y técnico s que pueden con sul t ars e (22, 23, 24, 2 5, 26, 

2 7) . 

B. Células de Mieloma. 

Las células de mieloma empleadas para la producción de 

hibridomas son líneas celulares de linfocitos B con característi­

cas mal ignas de crec imiento, capace s de v ivir y dividirse in v itro. 

Estas célula ~ son aneuploides (contienen un número anormal de 

cromosomas) y fueron seleccionadas con un defecto en la enzima 

hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT-) . Esta 

deficiencia enzimática es nece sari a para la selección de las 

células híbridas después de la fusi ón . 

La mayoría de las líneas de mieloma disponibles prov ienen 

de ratones BALB/c ( 29, 30 ), aunque también existen líneas ce l u lares 

de rata y de humano ( 17, 28, 31) . Por esta razón e s que una gran 

cantidad de los traba jos que se r e alizan en esta área utilizan 

ratones BALB/c y los anticuerpos monoc l onales obtenidos pueden 

considerarse como inmunoglobulinas de ratón. 

Durante los primeros a ños se u saron para l as fusiones 

l ~n ea s de mieloma productoras de inmunoglobulinas, por lo c ual se 

obtenían varias combinaciones de c adenas pesadas y ligeras, 

oca s ionando heterogeneidad en los a nticuerpos secretados, como se 

muestra en la Fig ura 4 . Poco t i empo después se estable cieron línea s 



I. e 
Linfocito B Hieloma 

I I. 8C?8 

~ ~ 
I I I ·. 8 

~ 
o 

., 

once 
tip o s 

l""'º tipos 

un tipo 

10 

Figura 4 . Producción y secreción de cadenas de irununoglobu­

linas . H, L , M y K son cadenas diferentes producidas por e l 

linfocito B o la c élula de mieloma . La cél ula híbrida expresa 

t odas las cadenas, eventuaL'llente por la pérdida de cromosomas 

se expresan meno s tipos de cadenas por célula. I. Fusión con 

un mieloma productor de cadenas pesadas y ligeras. II. Fus ión 

con un mieloma productor de cadenas ligeras. I II. Fusión con 

un mieloma no productor de cadenas. 
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c elulares que producían únicamente cadenas pesadas o ligeras, 

hasta que finalmente se obtuvieron líneas que no producen o no 

secretan ningún tipo de cadena ( 32). En la Tabla I se muestran 

algunas de las líneas de mieloma más usadas en la producción de 

hi bridomas. 

C. Fus ión Celular. 

La fusión celular puede ocurrir espontáneamente pero no es 

muy frecuente, por esta razón s e utilizan agentes que aumentan la 

frecuencia de formación d e híbridos. Uno de los más util izados es 

el polietilen~licol (PEG) . Este agente fusogénico hidrosol uble 

origina una frecuencia elevada de fusión celular y es poco tóxico. 

La frecuencia de hibridización más alta se produce a conce~ 

traciones de PEG entre 50 y 5 5% (23). Mientras mayor es el peso 

molecular del PEG empleado, mayor es la cantidad de híbridos 

obtenidos. Sin embargo, al aumentar el peso molecular la toxicidad 

celular es más alta y es más difícil la manipulación del po límero 

que se vuelve más viscoso (34). 

Se desconoce el mecanismo d e fusión celular promovido por 

el PEG (33, 35 ), sin embargo, se h a sugerido que este age nte induce 

cambios estructurales de la f ase acuosa a dyacente a la superficie 

membranal afectando la orientación de los fosfolípidos, produciendo 

cambios e n la p ermeabilidad de la membrana y modificando la ori en­

taci6n espacial y la agregac ión de las prote ínas membranal es (13). 

r~ ~ece ser que todas las células son capaces de fu s ionarse, 

pero no toc a;, lo hacen con l a misma eficiencia o con la misma 
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capacidad para sobre vivir . Las mejores células para la fusi6n s on 

los blastocitos, q ue se encu~ntran dividi~ndose en fonna activa 

(36). Esto no se debe a que la fusi6n sea más eficiente sino a que 

es necesario que se expresen las características de las dos células 

par~ntales , despué s de la fus i6n. Si la célula que se fusiona no 

est á e n etapa b lastoide su núcle c no entrará a la divisi6n mitótica 

al mismo tiempo que el núcleo de la célula de mieloma (14 ) . El 

resultado sería una poblac i ó n de células de mieloma conten i endo un 

núcleo silencioso extra. 

Para obtener un híbrido productor de anticuerpos las células 

par entales deben ser: un linfocit o B en etapa blastoide y una 

célula de mieloma. Aún así no todas las células fusionadas darán 

híbridos productores de anticuerpos, ya que, en las siguientes 

c ivisi ones mitóticas deben fusionarse los dos núcleos de la célula 

hija, lo cual ocurre Únicamente si la división nuclear es simultá­

nea a la división celular. También es necesaria la bipolaridad en 

la formación del uso mitótico. En la Figura 5 se ilustran algunas 

de las posibles divisiones mitóticas después de la fusión. 

D. Selección de los Híbridos 

Las células viables obtenidas después de una fusión pueden 

dividirse en tres grupos: células de mieloma que no se fusionaron, 

células producto de la fusión de un linfocito B y una célula de 

mieloma y un grupo de células híbridas re sultado de otras combina­

ciones celulares que se fusionaron. 

Todas l as células del bazo que no se fusionaron mueren du-



~-1+1-1~1~1 - ®® 
I . División celular correcta 

II. "In.:}.! tl~,EI- ®~ 
" 11 -®e© 

II I. Incorrecta, tripolar 

1J 

IV.Incorrecta, tetrapolar 
{.\ 

" - \!1(1) 
" 

v. Incorrecta, tetrapolar ® 
11 11 " (!)® - e., 

VI. Incorrecta, tetrapolar • 

VII. Incorrecta, solo div i sión nuclear 

~-1~= 01-1~~1-0®-
VIII. Inc or recta, asincrónica 

Figura 5. Posibles divis iones mit6ticas después de l a 

fusión cel ular_. Existen otras posibilidades, pero solo 

l a división celular mostrada en I. dará hibridomas 

productores de anticuerpos monoclonales. 
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rante la pr imera semana de cultivo a excepci6n de los macrófagos 

y f ibrob lastos. S i n erbargo, estos Últimos s e d ividen lentament e 

y pueden actuar como células al i mentadoras ejerciendo un e fecto 

benéfico en los híbridos. 

Del tota l de células que s e fus iona r on, existirán aquellas 

que no son de interé s. Al gunas s erán heterocar io ne s de más de dos 

cé l ula s ; otros serán e l r esultado de la fusión de células pare nta­

l es i d é ntic a s y otras s e rán e l produ c t o de la fus i ó n de mie l omas 

con o t ro s t i p os c e l u lares dife rente s a l l infoc i t o B. Todas estas 

célula s te ndrán poc a v i a bilidad o serán el imi nadas del cultivo al 

seleccionar y clonar l os híbr idos p r oductores de anticuerpos. So­

lamente p ermanecen dos tipo s abundantes de células; lo s híbr i dos 

correctamente fusionados qu e son lo s de interés y las célula s de 

mi eloma n o fusionadas que deberán ser el im inadas. 

La seLección de los híbridos s e r eali za despué s d e la 

fus ió n utilizando el defecto, e n l a e nz ima HGPRT de la s cé l u las de 

mieloma , para eliminarlas . La s c élu la s HGPRT- s on incapa ces de 

uti l izar hipoxantina y g ua nina exóge na s y dep ende n de precur sores 

s imple s y de la enzima folato r eductasa para s i ntetizar purinas. 

La enz i ma f olato reduc t asa es bloqueada con a nt agonistas como la 

a minop terina tdando como resultado la inhibición de la síntesis de 

pu rinas y timidina. La ad i ción de aminqpterina al medio de cult~vo 

destruye a las células de mieloma HGPRT- ya que son incapa ces de 

sintet izar purina s aún en presencia de hipoxantina exógena (15, 

16). 

Las células resultantes de la fusión de un mieloma y un 

/ 
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linfocito serán HGPRT+ y podrán utilizar l a h ipoxantina e x6gena 

y la timidina ya que cuentan con la enzima t imidina cinasa ( so n 

TK+). Por l o tanto, e l b loqueo de la síntes is de purinas c on 

aminopterina no las a f ecta ya que uti lizan e s tas ví as alterna s 

para s u síntesis . En la Figura 6 s e esquematiza e s t e método de 

selecci6n . 

Lo s híbridos s obreviven a l a selecc i6n con aminopterina 

s iempre qu e se i ncluyan hipoxantina y timidina en el me dio de 

cultivo . Es te me d i o de cultivo s e lectivo se conoce como medio HAT 

(hipoxa nt i na - aminop t er·i na-t i mi d ina). El per íodo de s e lección de be 

durar por lo menos siet e días aunque s e r ecomienda uti l i zar l o por 

má s tiempo, para asegurarse que no sobrevivan los mielomas. 

E. Métodos de Detecci6n. 

Durante el período de selecc i ón en e l medio HAT , l os h í bri ­

dos se dividen y aumenta lentament e e l número de cé l u las. Lo s 

nuc leos f usionados de los h íbridos pose en un número muy grande de 

cromo soma s que se rán e xcluidos e n l as s i guientes div is iones mitót i­

cas. El númer o de cromosomas disminuye de alr e de dor de 112 ( 72 de l 

mieloma y 40 del linfocito B) a un número más est a ble de 70 a 80 

cromosomas ( 14) . 

Como consecuencia de la pérdida de cromo soma s, mucha s célu­

las hijas pierden características esenciales y podrían no ser 

viables o dejar de producir ant icuerpos. Sin embargo, a lgunas de 

las células hijas conservan los cromosomas necesar i os para la 

viabilidad y la secrec i6n de anticuerpos. La pérdida de cromosomas 

ocasiona que l o s cult ivos sean policlonales aunque la colonia 
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F i gura 6. Vías metabólicas relevantes para la selecci6n de híbri­

dos en medio HAT. Cuando la principal vía biosintética para puri­

nas y p irirnidinas se bloquea con aminopter ina, un antagonista de 

la enzima f olato reductasa, la célula puede disponer de la vía 

alterné utiliza la enzima HGPRT y la timidina cinasa. Las 

célul a · ~ 0 ' ~T se seleccionan creciéndose en presencia de las 

bases análogas tóxicas de la guanina (6-tioguanina u 8-azaguani­

na). En estas condiciones sólo la s células que no expre s an la 

enzima HGPRT sobreviven, sin embargo , no son capa ces de vivir en 

me d io HAT a menos que se fu sionen con células con la enzima 

func i onal. 

Goding , J. W. (198 3) Monoclonal antibodies. Principles a nd 

Practice. Academic Press, Inc . Orlando, Florida. 34. 
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provenga de una sola célula híbrida recién fusionada. Como la 

velocidad de crecimiento de lo s híbr idos es variable se corre el 

riesgo de que los híbridos no productore s c r ezcan más rápido y 

eliminen a los q ue si producen anticue r pos de interés. 

Lo s c u lt ivos deben somet e rse, lo más pronto pos ible, a 

ensayos para seleccionar aquello s que secretan ant i cuerpos e specí­

ficos contra las moléculas empl eadas en la i nmunización y poder 

clonarlos de inmediato. 

El tiempo transcurrido después de la fusión para determinar 

la especificidad de l os cultivos depende del número de células 

que secretan anticuerpos , de su velocidad de secreción y de la 

sensibilidad del ensayo empleado . Con frecuencia existen de 10 a 

100 ng/ml o más de anticuerpos , pro·ducidos por los híbridos, en el 

medio de cultivo que no ha sido cambiado (14). Existe un tiempo 

limitado para la sobrevivencia de l a s células cuando no se les 

cambia el medio de cultivo, po r lo tanto el ensayo de los micro­

cul tivos debe ser rápido y confi able. 

Lo s mejores méto dos de detecci6n son los ensayos inmunoen-

:-áticos (EL ISA ) ( 37, 38, 39), el radioinmunoensayo ( RI A) (41) y 

la i: .· _:.cf luoresc encia (40). Al elegir el método de detección 

deberá tomarse en cuenta el uso posterior que se le dará al anti­

cuerpo, ya que, el método de detección pued e determinar la sele cción 

de anti c uerpos c o n ciertas características que no serían adecuadas 

para e l tipo de trabajo que se dese e realizar con ello s (42, 43, 

44 ) . 
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F. Prop i edades y Aplicaciones. 

Los anticuerpos monoclonales difieren de los sueros poli­

clonal es en varios aspectos. En ocasiones los anticuerpos monoclo­

nales no son útiles para reacciones de precipitaci6n, ya que, al 

unirse al antígeno no forman mallas tridimensionales . Esto mismo 

s ucede con la fij ación de l complemento y los procesos de 

ag l utinación. 

Los ant icuerpos monoclonales pueden tener también caracte­

rísticas muy e speciales, como por ejemplo, ser muy sensibles a 

lo s c wilb ios de pH o a las concentraciones de s ales (18, 19). 

En algunas situaciones el anticuerpo monoclonal puede ser 

"demasiado" específico, puede ser que no reconozca a algunos miem­

bros de un grupo de moléculas, como por ejemplo, algunas cepas 

variantes de microorganismos. 

Sin embargo, todos estos inconvenientes pueden resolverse 

e n ocasiones utilizando una mezcla apropiada de anticuerpos 

monoclonales que se comportan corno los sueros heterogéneos (45). 

Resulta pr¿ct icament e imposible describir en la actualida d 

todas las a plicaciones que ha n tenido l o s anticuerpos monoclona les 

y t odas l~s á r eas de la biología beneficiadas con la introducción 

de esta t ecnología que ha revolucionado la inve s t i gación e n l a s 

c iencias biol ógicas. 

Los a.~t icuer~os monoclonales sz han usado para definir, 

purificar, de tectar, cuant ificar, modificar, s eleccionar y locali­

&at' antígenos (20). En la Tabla II se muestran a lgunos e jemplos de 
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Definici6n de 
Antígenos 

Purificación 

Detectar y 
cuantificar 

Mapear 

l'bdificar 

I 

Seleccionar 

Localizar 
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TABLA II 

IMPLID DE ANTICl.JERPOS M'.:NOCLON<\LES 

Aplicación 

E:n bacterias viius y 
parásitos 

En célW.as 

Factores, horm::mas 

Me!llbrana celular 

En mezclas 

Caracterización de 
epítopes 

Infectividad 

Toxicidad 

Función 

Inmunogenicidad 

M..ltaciones 

fa órganos 

En el . cuerpo 

Ejerq:ilo 

Se ha sfaplificado su clasificación 

Se han establec.ioo 11 antígems de células 
T de humanos 

Tipificaci6n de antÍgenos de histocanpati­
bilidad 

AntÍgen:>s presentes en turrores 

El interferón se ha enriquecido 5000 veres 

El antÍgeno Ia de la rata se ha enriquecido 
200 veces 

Gonadotropina =riónica h1..lm3Ila en pruebas 
de errbarazo 

Siete determinantes en la cadena µ de Ig 
de ratón (región constante) 

Esporozioto de Plasm:xli.um beI'ghei' 

Sobredosis de digitonina 
. 

Anti-Ly2 elimina la función de células T 

Factor a-Rhesus 

Awrento y supresi6n de la respuesta ÍJi.JTUn'~ 
anti-NP . 

!mtÍgeno de histOCC!Ip!ltibilldad 

'lirus A de la influenza 

El sistema nervioso de la san:gt;ijuela 

Imágenes de turrores en h'llJTlaOC)s 

Tatiado de: Kchlero, G. (1984) Derivation and diversification of nonoclonal antibodies. 
~ le~. Bioscience Reports ~: 533-549 
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las aplicacio nes que han tenido estos anticuerpos . 

En el área de las neurociencias los anticuerpos monoclona­

l es han t en ido gran relevancia, a este respecto puede consultarse 

l a revisi6n rea lizada por Valentino y colaboradores (2 1 ). Así mis mo 

se han obtenido resultados muy prometedores para el empleo futuro 

de los anticuerpos monoclonales en inmunoterapia (46, 47 , ~8 ). 

III. Actina y Geles Citop lásmicos. 

El citoesqueleto de la célula eucariota está constituido por 

tres sistemas de polímeros biológicos: Los microtúbulos (69~ 70~ 

71, 72), los mic rofilamentos (73, 74, 75, 76, 77) y los filamentos 

intermedios (78, 79). Estos polímeros son formados a partir de 

subunidades proteínicas y se encuentran asociados a numerosos poli­

péptidos que desempeñan func iones de organización y regulación. 

El sistema de micro f ilamentos tiene como subunidad fun damenta] 

a la actina, una mo lécula polipeptídica con peso molecular de 

43,000 daltones, que fue ais l ada y caracterizada originalment e a 

partir de músculo esquelético (80). En 19 66 se reportó la purifi­

cación de a ctina de Physarum (81) y a ctualmente se sabe que l a 

a ctina esta presente en todas las células eucariotas ( 8 2 , 73), 

llegando a representar hasta el 20 por ciento d e la proteína 

pelQlar total . 

En las c élula s musculares prácticamente toda la actina se 

encuentra en forma p o limerizada constituyendo l os filame ntos fi nos. 

En las células de tipo no muscular la actina adopta diversas 
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formas de organizaci6n ; puede encontrarse en forma monomérica no 

p o limerizada (actina G) llamada también actina soluble (7 6), en . 

forma polimerizada en los microfilamentos (actina F) o en agrega-

dos más complejos como racimos y mallas (76, 83), que puede n 

observarse por inmunotinción y microscopia electrónica. 

En cada rnonómero de actina existe un sit i o para la unión 

c on A7? ( 84 ) y un sitio de alta afinidad para catione s divalentes, 

++ ++ . que puede ser ocupado por Ca o por Mg (85). La actina puede 

interaccionar en forma específica con otras proteínas y c on algu-

nas drogas. 

En su forma monomérica la actina interacciona específica-

mente con la enzima DNAsa I (86), con la profilina (87) y con 

algunas otras proteínas que despolimerizan a la actina (88, 89, 

90). En su forma filamentosa cada molécula de actina debe tener un 

mínimo de tres sitios de contacto para interaccionar con otras 

moléculas de actina (91). Hasta la f e cha se han encontrado una gran 

cant idad de proteínas que interaccionan con la actina F y que 

intervienen en la regulación de la polimerizac ión. Estas proteínas 

s e han clasificado de acuerdo a las característ icas que comparten, 

por ejemplo , las proteínas que se unen a los extremos de l os fi la-

mentes como Gelsolina (~2), Vi llina (93) y otras proteínas con 

func iones silillilares a is ladas de plaquetas humanas (94), 

Acanthamoeba castellanii (95) y leucocitos {96). Proteínas con 

comportamiento mixto c orno la fragmina (9 7) que puede un ir~e a la 

actina G a baja f uerz a iónica y se une a los extremos de los fila­

mentos en condic i ones de alta fuerza iónica. Est án también las 
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prote~as que entrecruzan fi l amentos de actina c omo l a fi.mbrina 

(98), la actinogelina (99), a-actinina (100) , fil amina ( 1 01 ), 

espectrina (102), fasc ina (103) v i nculina (! 04) y otras s imi l a r es 

aisladas de Acanthamoeba (1 05 ), Dictyoste liwn (1 06 ) y macr ófagos 

de conejo (10 7 ) . Finalmente las prot e í na s que se asocian con los 

f i lame ntos _pero no los eptrecruza n, c omo la tropomiosina. También 

se h a encontrado que la .actina i nteracc iona específicamente con 

enz imas glucolít icas (10 8 ) y aún con la enzima RNA polimerasa II 

(109). 

El estudio de est a s proteínas se ha favorecido por el 

empleo de sistemas modelo de gelificaci6n citoplásmica. La gelifi­

caci6n citoplásmica fue caracterizada por primera vez por Kane en 

1975 (11), esta metodología se basa en la propiedad que posee el 

citosol de gelificar bajo condiciones adecuadas. Actualmente se 

conoc en varios sistemas celulares donde h a sido posible desarrollar 

la gelificaci6n c itoplásmica (111, 112), los requerimientos en 

todos l o s casos han r esultado s er similares. El principal constitu­

yente pr oteínico de estos gele s es la act ina . Además de la ac t ina 

existe n otr a s proterna s que también i ntervi enen en l a formac ión de 

estos geles citoplásmicos t ridimensional es. Este s i s t ema de gel ifi ­

cación permite el estudio i n vitro de algunas funcione s r e guladora s 

.del citoesqueleto celular. 

En nuestro laboratorio hemos desarrol lado un s istema para 

obtener ge les citoplásmicos a partir de tej ido ne rvioso de r a ta. 

Estos geles estan constitu i do s principalmente por la a ctina y por 

cuando menos otras tres proteínas que tienen pesos mol eculares de 



25 

alrededor de 55,000, 1~0,000 y 220 ,000 daltones . Esta Última pro­

te ína ha sido identificada en este laboratorio y corresponde a la 

proteína fodrina (116) . Aparentemente estas tres proteína s interac­

cionan de manera específi ca con la act ina, por lo que sospechamos 

que pudieran tener algún papel en la regulación d e la pol imerización 

de dicha proteína . 

Entre los objetivos de est e laboratorio se e ncuentra el de 

separar ·cada una d e las proteínas asociadas a la actina en los geles 

citoplásmicos. Una v ez ai s ladas estudiaremo s en detalle su interac­

ción con la actina . 

Hasta el momento hemos encontrado -grandes dificultades para 

obtener por separado cada una de las proteínas que constituyen a los 

geles citoplásmicos, debido a que aunque las uniones entre ellas no 

son covalentes, parecen ser muy fuerte s resistiendo incluso a 

algunos agentes fuertemente desnaturalizantes. 

La obtención de anticuerpos monoclonales usando como antígeno 

a la mezcla de las proteína s que const ituyen a los geles c itoplás­

raicos, a la vez que podría hacer trivial la s epar ación de d ichas 

pro t eínas con el ob jeto de ser usadas como antígenos i nd iv iduales, 

contribuiría a res olver una gran parte de los objetivos de varios 

p ro y t ~~ os planteados en este laboratorio. 
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O B J E T I V O S 

· 1 . Estab lecer e n n uestro laboratori o l a metodología necesaria 

para la pr o d ucció n de hibr i dornas y anti c uerpos monoclonale s 

que serán incórporado s no so lamente c omo herra~ientas 

a t i les en e l estudio de l a s proteínas que constituyen a lo s 

gele s ci top lásmicos, sino para abrir r. uevas per spectivas e n 

e l estudio de este y otros sistemas abordados en nuestro 

laboratorio. 

2. Obtener hibridomas productores de anticuerpos monoclonales 

que reconozcan específicamente a una o varias de las proteí­

nas que constituyen los geles citoplásmicos de cerebro de 

rata. 
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M A T E R I A L E S Y R E A C T I V O S 

La s c~lulas Rat 1 fueron proporc ionadas por el Dr. Igor Tarrun 

ce la Universidad Rockefeller de Nueva York. Las células de mielo­

o a ¿e la línea P3X63-Ags:ss3 fueron proporcionadas por el Dr. 

~ngel De Blas de la Universidad Estatal de Nueva York, en Stony 

3rook. 

El suero fetal bovino, el conjugado anti-inmunoglobulinas de 

ratón acoplado a peroxidasa (E-1084 ~A) y el conjugado anti-inmuno­

globulinas de ratón acoplado a fluoresce ína (E-1370-A) se obtuvie­

ron de HyClone Laboratories, Inc. 

Los medios y reactivos para cultivo de células se obtuvieron de 

GIBCO. El medio NCTC 109 se obtuvo de M.A . Bioproducis. 

~a insulina bovina, albúmina sérica bovina, tween-2 0 , Tritón 

X-100, o-feniléndiamina , ácido oxalacético, aminopterina, timidina, 

hipoxantina, piruvato, 8- azaguanina y d imetil sulf6xido se 

obtuvieron de Sigma Co. 

El polietilénglicol 4000 se obTuvo de BDH. La acrilamida y 

bisa crilamid a se obtuvieron de los Laboratorios Serva. ~ l persulfa ­

to de amonio y el TEMED se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories. El 

forma ldehido se obtuvo de Aldrich Chemical. 

Las membranas.- de nitrocelulosa s e obtuvieron de Schleicher & 

Shue l l B A 85. la película para fotografía (Tri-X-Pa n y Plus-X-Pan) 
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de Kodak de México. 

Todos los demás reactivos fueron del grado analítico o reactivo. 
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M E T O D O S 

I. Cult ivo de Células 

A. Soluciones y medios de cultivo. 

a ) Medio Minimo Esencial modificado por Dulbeco (DMEM) 

Se disolvieron 13.38 g de DMEM (Gibco 430-2100) en un litro 

de agua bidest ilada estéril y se le agregó 3 . 7 g de bicar bonato 

de sodio . Se ajustó el pH del medio a 6.8 burbujeando C0 2 , se 

esterilizó por filtraci6n (filtro Mil l ipore 0.22 µm) y se almacenó 

a 4°C. 

b) Solución HT (hipoxantina-timidina) 

Para preparar una solución 100 X, se disolvieron 135 mg de 

hi?oxantina (10- 2 M) y 38.7 mg de timidina (1.6 X 10- 3 ) en 1 00 ml 

de agua bidestilada estéril. Se a j u stó el pH a 10 c on Na OH. Se 

esterilizó por filtración y almacenó en alícuotas de 10 ml a - 20°C. 

e ) So luci~n A (aminopterina) 

Para und soluci6n 100 X, se disolvieron 44 mg de ami nopte­

~ina (1 0- 4M) en un litro de agua bidestilada estéril • . se ajustó e l 

pH a 9 . 8 . Se esteriliz6 por filtración y a l macenó en alícuotas 

proteg i das de la luz a -20ºC. 

d ) Medio supe?" HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina ) 

Para un Jitro se mezclaron 870 ml de DMEM, 10 ml de solución 



HT, 10 ml de solución A, 10 ml de una soluci6n de amin~cidos ~e 

esenciales (GIBCO) , 100 ml de medio NCTC 109 (M.A. Bioproducts}. 

Se adicionaron 7.4 mg de insulina bovina (0. 2 U/ml), 292 mg de 

glutamina (2 mM), 132 mg de ácido oxaloacético (1 mM) y 55 ~g :e 

pir uvato de sodio (0.5 mM). Se esterilizó por filtra ción y al=a~e-

e) Medio de congelación 

Para 100 ml s e mezclaron 10 ml de dimet ilsulfóxido (DMSO 1C\ : 

y 50 ml de DMEM. Se esterilizó por filtración y se adicionaron 

ml de suero fetal de ter nera (SFT) estéril. Se almacenó en alíc~c -

tas a - 20°C . 

f) Solución salina con amortiguador de fosfatos (PBS) para 

cultivo 

NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, MgC1 2 0.5 mM, CaC1 2 0.9 mM, KH 2 ?0~ 

1 . 5 mM, Na 2Po 4 8.1 mM, disueltos en agua bidestilada estéril. Se 

ajustó el pH a 7.2. Se ester i lizó por filtración y almacenó a 

temperatura ambiente. 

g) Polietilenglicol (PEG) para l a fusión 

El polietilenglicol se util i zó al 50 % para la fusión. Se 

esterilizó en autocla,;ve un gramo de polietilenglicol (PEG 4000) en 

un tubo cónico, se le adicionó un mililitro de DMEM sin suero y se 

mantuvo a 60°C hasta la f usión. Esta solución se prepa ró justo 

antes de la fusión . 
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B. Técnicas de Cultivo 

a) Cul t i vo de Mielorna s 

En este trabajo utilizamos la línea celular P3 X63-Ag8.653, 

derivada de ratone s BALB/c (32). Las células se descongelaron dos 

semanas antes de la fusi6n y se rese~braron C3da do s o tres días 

b . 5 ,. / de raa n era que no so repas aran conc enT~ac1ones de 6 X 10 celulas rnl 

d e rae dio de cultivo . . Una semana antes ée la fusión, las células 

crecieron durante 3 días e n DME M adic ionado con 8-azagua nina (20 

~g/ml) para eliminar a los rn ieloma s revertantes . 

b) Congelaci6n de Células 

Las células se despegaron , se tornó una alícuota para contar 

y se centrifugó a 600 X g durant e 5 minutos a temperatura ambiente. 

Se desechó el sobrenadante y se resuspendieron la s célula s e n medio 

de congelaci6n (5 X 10 6 - 10 X 1 06 c els / rr.1) . Se transfirieron a los 

criotubos (1 ml/tubo) y se mantu vier on durante la noche a -70ºC 

en un ultracongelador y al d ía siguiente se transfirieron al tanqu e 

de nit r ógeno líquido para su a l macenamiento. En algunos de los -

art ículos citados se su g ieren alt ernaTivas para l a congelación (57, 

SS , 59 y 68). 

c) Des congelación de Células. 

Se retiró el.criotu bo del tanque de n itr6geno líquido y se 

man t uvo en hielo seco unos segu ndos hasta que se el iminó el 

nitr6geno. Inmediatamente después se sumergió e n etanol al 7 0% 

( a 37 ªC) hasta que se descongeló . El contenido se vac ía en un tubo 

cónico ';~, contenía 40 ml de med io de cultivo con suero fetal de 
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ternera. Se centrifugó a 600 X g durante 5 minutos y la pastilla 

se resuspendió en 5 ml de medio de c ultivo . Se sembraron las célu-

l as en una caj a pequeña. 

II. Esquema de Inmunización 

Se inyectaron intraperitonealmente tres ratones BALB/c de 6 a 

8 seman~s de edad. En la primera inmunizaci6n las proteína s de l o s 

geles citop lasmicos de cerebro de rata se mezclaron con adyuvant e 

completo de Freund. En la segunda inmunización se utilizó adyuva n -

t e inc ompleto y en la tercera se inyec taron las proteína s en una 

solución salina fisiológica sin a dyuvante. Los ratones se inyecta­

ron a intervalos de 15 días c on 150 µg de proteína de geles cito­

plasmicos de cerebro. Los ratones s e sangraron ocho días despué s 

de la última i nmuniza ci6n para verif icar la presencia de anticuer ­

pos específ icos en los s ueros . Tres días ante s de la fusión s e 

inyectó a l ratón con 50 µg de proteína en solución salina por v í a 

intravenosa . Existen varias alternativas para protoco l os de inmu­

nización ( 60 , 61, 62, 66). 

III . Producción de Hibridomas 

A. Pr eparación d e las células de mieloma 

Se uti lizar on cultivos celulares en fase exponenc ial de cre­

cimiento. Las células se despegaron de l a caja, se tomó una 

alícuota para contarlas , s e centr ifugaron 600 X g durante 5 minutos 

a temperatura ambie nte y se resuspendieron en 10 ml de DMEM (sin 

SFT). Se utilizaron entre 2 X 10 7 y 5 X 10
7 

células para la f u sión. 
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B. Preparaci6n de las células del bazo de ratones BALB/c 

El rat6n se sacrificó por dislocación c erv ical y se sumergió 

durante u n minut o en etanol al 70%. Todos los pasos siguientes se 

realizaron en la campana de flu jo laminar en condiciones e stéri­

les. El animal fue co locado con el lado izquierdo hacia arriba en 

una caja de Petri, se obtuvo el bazo usando varios j uegos de 

instrumentos estériles. Se sumergió en 2 ml de PBS que c ontiene 

2% de suero fetal de ternera. Con una s tijera s se t rituró e l bazo 

h asta t enerlo en pedazo s pequeños. Se pipet eó el PBS con el tej ido 

p ara disgregar las c élulas . Se dejó que los p edazos grande s sedi­

menten por gravedad y se transfirió el sobrenadante a un tubo 

cónico. Se centrifugó a 60 0 X g dura nte 5 mi nutos. Se resuspendió 

en 5 ml de DMEM (sin suero) y se mantuvieron a 37°C hasta l a 

fusión. 

La s células del bazo de ratones no inmune s (alimentadoras ) se 

obtuvieron de la misma manera pero se resusp endieron en 10 ml de 

medio s uper HAT con 10% de suero fetal de ternera . 

C. Fusión Celular 

Se col o caron las c élulas de mie l oma (2 X 10
7 

- 5 X 1 0
7

) y las 

c~lulas del bazo de l r atón inmune ( 1 X 10 8 ) en un tubo c ón ico de 

5 0 ml. Se centrifugaron a 600 X g durante 7 min utos a temperatura 

ambiente y se desechó el sobrenadante por a s pirac ión. Se r •_ mpió la 

pastilla golpeando el f ondo del tubo para mezclar las células. 

A partir de este momento todas las operaciones se rea lizar on 

a 37°C . Se agregó lentamente 0.8 ml de PEG al 50% r esbalando por 
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la pared del tubo durante e l transcurso de un minut o. Se agrega-

ron 20 m1 de DMEM (sin suero) durante 5 minutos. Se c entrifugaron 

las células a 600 X g durante 7 minuto s a temperatura ambiente . 

Se descartó el s o brena dante y s e aspir6 el medio r e stante. Se 

a gre g a ron 1 0 m1 de super HAT con 1 0% de suero fetal de ternera y 

s e re su spendi eron las cé l ulas pipe t ean do var ias v ece s . Se agrega-

r on 40 ml de super HAT con suero y se suspendieron las células 

h omogéneamente. Se agregar on 0 . 75 ml d e células alimentadoras 

( 7.5 X 10 6 células ) y se a g itó el tubo. Se distr i buyeron en cajas 

de microcultivo (96 pozo s) colocando una gota por pozo. 

Las placas de mi cro cul t ivo se inc ubaron a 37°C c on 10% de 

CO~. Los cultivos se a l imentaron adicionando una gota de medio 
L 

complet o , a los 5 y 10 días después de la fusión. Dos o tres 
. . 

semanas después se observ ó el crecimiento de colonias de células. 

D. Clonación por Dilución Limitada 

Se obtuvieron células alimentadoras del bazo de un ratón 

normal de la manera a nt e s descrita . Se despegaron la s células y se 

contaron, se realizó la diluc ión de man e r a que q uedaro n 0 .5 y 1 

cél ula por pozo (30 y 60 cé l ulas e n 7 . 5 ml de med io HAT). Se adi-

ciona~on las c élulas alimentadoras y se s embraro n las p l acas de 

micr ocultivo depositando una gota en cada pozo. Cinco día s de s pués 

se a liment aron los cultivos adicionando una gota de me d i o HAT. 

IV . Detección de Hibridomas Productores 

A. Ensayo Irununoenzimático (ELISA) 

El procedimiento empleado en este ensayo fue esencia lme nte el 
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de scrito por Engvall (64, 65). Se utilizaron placas de microtitu­

lac i6n (Nunc) de poliestireno . El antígeno se adsorbió mediante 

la i ncubación de 100 µl por pozo de una solución de proteínas de 

ge l es citoplásmicos de cerebro de rata conteniendo 20 µg/ml en 

una solución salina amortiguada con f osfatos ( PBS, fosfat o de 

s ocio 0.01 M pH 7.2 y NaCl 0.9%). Las placa s se incubaron 2 horas 

a 37ºC (67). 

La solución del antígeno se aspiró y se saturaron los sitios 

libres de l poliestireno agregando 100 µl de albúmina sérica bovina 

al 1 % disuelta en PBS-Tween-2 0 0 .05% e incubctndo una hora a 

La placa se lavó con PBS-Tween. 

La placa se incubó con 100 µl del sobrenadante de los híbridos 

(medio de cultivo), durante 2 horas a 37°C. Se descartó el sobre-

nadante y se 1avó la placa. 

Las inmunoglobulinas unidas específicamente se detectaron con 

el conj ugado peroxidasa anti-IgG de ratón, diluido 1:2000 en 

PBS-Tween con albúmina al 1%. Se incubaron 100 µl por pozo durante 

2 horas y se 1avó la placa. 

Para detectar el conjugado unido se agregaron 100 µl por pozo 

de la s olución de l sustrato que contenía o-fenilendiamina 2.7 x 

10- 3 M, H2o2 al O. 01% en amortiguador de citra tos 3 . 7 X 10- 3 M 

pH 5 , la reacción trans currió a 37°C en l a oscuridad durant e 15 

minutos o hasta que seo.desarrolló el color en los controles pos i-

tivos. La reacciárr e~imática se detuvo mediante la adición de una 

gota de H 2 so~ 4N. 
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Los resultados se analizaron visualmente en relaci6n a los cen­

trales negativos. 

B. Inmunofluorescencia de células en cultivo 

Para las irununotinciones se utilizaron las l íneas celulares Rae 

1 derivada de fibr ob l astos y la L6E9 derivada de mioblastos de 

rata. Las células se crecieron sobre cubreob jetos de vidrio. Se 

les retiró el me d io de cultivo y se lavaron 3 veces con PBS. Se 

fijaron en for maldehido al 3.7 % e n PBS durante 30 minutos. Se lava­

r on 3 veces durante 5 minutos con PBS y se permeabilizaron adicio­

nando tritón X-100 al 0 .5% en PBS, incu bando 10 minutos. Se lava~cr 

con PBS 3 veces durante 5 minutos. Se adicionaron 30 µl del mecic 

de cultivo de hibridomas y se incubó durante 20 minutos. Los cu bre­

objetos se sumergieron 3 veces en PBS y se lavaron 3 veces. Se 

agregó el 2º anticuerpo (conejo anti-IgG de ratón conjugado a fl~~­

resceína) diluido 1 a 50 en PBS y s e incubó durante 20 minutos . Se 

sumergieron 3 vece s en PBS y se lavaron 3 veces. Se enjuagaron co n 

agua bidestilada y se montaron en el portaobjetos con una gota de 

gelvat ol-fenilendiamina. Se observó la tinción en el microscopio c e 

fluorescenc ia. 

C. Inrnunodetecci6n de proteínas electrotransferidas de poliacri­

lamida a nitrocelulosa 

a) Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 

La electroforesis se hizo en geles planos de poliacrilamida 

de 14 X 14 cm y 1.5 mm de espesor, preparados de acuerdo con el pr~ 

ce4tmiento descrito por Laemmli (55). 
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El gel separador se prepar? a las concentraciones finales 

siguientes : acrilamida 10% , bisacrilamida 0. 27i , SDS O.li y 

Tri s-HCl 0.38 M de pH 8.8. La polimerizaci6n se realiz6 al agregar 

persulfa to de amonio al 0.0 6% y Temed a l 0.08%. 

El gel concentrador se pre p ar6 con las concentracione s fina-

les siguientes: acrilamida 5%, bisacrilamida 0.14%, SDS 0.1% y 

Tris-HCl 0 .1 25 M de pH 6.8. Pa ra polimerizar el gel se adicionaron 

persulfato de amonio al 0 . 0 5% y Temed a l 0 .01%. 

La solución amort iguadora que se util izó para la e lectrofore-

sis contenía: glic i na 0.192 M, SDS 0.1% y Tri s-HCl 0.025 M de pH 

8.3. La electroforesis s e corrió a 100 voltios durante el tiempo 

necesario para que el colorante usado como marcador llegara a un 

centímetro de la base del gel. 

En la mayor parte de los casos las muestras para la electro-

foresis fueron liofilizadas y posteriormente disueltas en la solu­

ción de Laemmli (55) para muestras, compuesta por rojo de fenal 

-5 2.8 X 1 0 M, SDS al 2%, glicerol al 10% y Tris-HCl 0.6 M pH 6.8. 

A continuación se ajustaron a una concentración final de 5% de 

e-mercaptoetan ol y se calentaron a 100ºC por tres minutos y se 

aplica ron al gel. La cantidad de proteína fue de 3 mg de gel de 

cerebro en un volumen de 1 ml. 

b) Trans fferencia a papel de nitroc elulosa 

Este método está basado en lo descrito por Towin y colaba-

radares (63). El gel se incubó 2 veces durante 30 minutos en el 

amor tiguador de transferenc ia (glicina 192 mM, metanol 20\, Tris-
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HCl 25 mM de pH 8.3). Se cort6 el papel de nitrocelulosa (PNC) li­

geramente mayor al tamaño del gel y se incubó 5 minutos en agua. 

Se equilibró el PNC en el amortiguador de transferencia durante 15 

minutos. Se humedecieron 2 h oj as de papel Whatman en el amortigua­

dor y se h izo el "sandwich" de manera que el gel y el papel de ni­

trocelulosa quedaran en contacto sin atrapar burbujas entre ellos. 

Se colocaron el gel y el papel unidos en la cámara llena de 

amortiguador asegurándose que el gel quedara orientado hacia el 

cátodo (-) y el PNC hacia el ánodo (+). Se transfirió durante la 

noche a 50 voltios. 

Después de la transferencia el gel se tiñó con azul de Cooma­

ssie para verificarla (ácido tricloroacético al 50% y 0.1% de azul 

de Coomassie). Se recortó una tira del PNC y se tiñ6 un minuto con 

negro de amido (negro de amido 0.1% en 45% metanol y 10% ácido 

acético) y se destiñó unos minutos con una solución 90% de metanol 

y 2% de ácido acético. 

Para bloquear los sitios de unión inespecífica el papel se 

incubó en al búmina sérica bovina a l 3% en una s olución salina 

(NaCl 0.9%, Tr is-HCl 10 mM pH 7 .4) durante 12 horas a temperatura 

ambiente y con agitación. 

e ) Irununodetección 

La irununodetecc ión se realizó básicamente con el método 

descrito por De Blas (56). Se l a vó el papel con PBS-Tween 0.05% y 

se r ecortó en tiras de 3 mm. Las tiras se inlilUbaron con el medio 



39 

de cultivo de hibridomas de 2 a 3 hora s a temperatura ambiente y 

c on agitación. Se lavaron las tiras 3 veces con PBS-Tween y se 

agregó el 2° anticuerpo (conej o anti-IgG de rat ón acopl ado a 

peroxidasa) diluido 100 veces en PBS-Twe~n y se incub6 una hor a a 

tenperatura ambiente. Se lavó tres vece s con PBS-Tween durante 5 

minutos. Se lavó con una so luc ión de fosfatos 50 mM pH 7.4 durante 

5 oinutos. 

Para revelar la reacción se incubaron las tiras de papel a 

temperatura ambiente durante 10 minutos en la solución de preincu­

bación (solución saturada de diaminobencidina DAB en fosfat os 50 

mH pH 7.4). Se incubó de 30 a 40 minutos más en el revelador 

(Solución saturada de DAB en fosfatos 50 mM pH 7.4, 0.03% de clo­

ruro de cobalto, 0.03% de sulfato de nickel amonio y 0.005% de 

H20 2 ) con agitación constante . Se usaron guantes, mascarilla y se 

realizaron las operaciones en la campana extractora, ya que el DAB 

es carcinogénico (56). Se lavaron las tir as 4 veces con amortigua­

dor de fosfatos durante 5 mi nutos. Se lavaron 2 veces con agua 

bidestilada. Se incubaron la s tiras c on 0 .1% de Os0 4 en agua por 

cinco segundos y se l avaron con agua bidestilada. 

V. Gelificación de extractos Citoplásmicos de Cerebros de Ratas 

Lo s cerebros de un número var iable de rata s de 8 días de edad, 

de la cepa- Wistar-Porton, fueron disecados, lavados con upa solu­

ci6n 0 .1 5 M de Na Cl, a Oº C, y secados sobre papel ~iltro Whatman 

No. 2. Este t e j ido nervioso fue pe s ado y homogeneizado con un 

volumen de u na solución amort iguadora que contenía 40 mM de Tri s-
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HCl pH 7.4, 0.5 mM ATP, 1.0 mK EDTA y 10 mM de ~-mercap~oetanol. 

La homogeneizaci6n se hizo en un homogeneizador del tipo Dounce, 

mediante 7 movimientos del émbolo . El homogeneizado fue centrifu­

gado a 10,000 X g, a 4 °C , durante 15 minutos; el sobrenadante de 

esta centrifuga ci6n fue centrifugado nuevamente, en esta ocasi6n 

a 100,000 X g, a 4°C, durante 60 minutos. El sobrenadante fue 

incubado a 25 °C por 60 minutos . El gel tridimensional formado 

durante esta Última incubación fue roto mediante agitación en un 

agitador t ipo "vortex", y fue centrifugado a 10,000 X g, a 25º C, 

durante 15 minutos. La pastilla de esta centrifugación fue lavada 

en do s ocasiones con solución GM-1 que contenía 0.5% de Tritón 

X-100 . Las pastillas lavadas fueron denominadas "geles citoplasmi­

cos". En general estas pastillas fueron almacenadas a -70°C hasta 

antes de ser usadas. 
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R E S U L T A D O S 

I. Análisis electroforético de las proteína s de geles citoplásmicos 

de cerebro de rata 

Antes d e inmunizar a lo s ratones las past illas de geles cito­

p lá smicos de cerebro de rata de 8 días de nacidas se anal izaron 

electroforéticamente en un gel de poliacr ilamida con SDS y 8 M 

urea con la finalidad de verifi car la composici6n de las proteínas 

que constituyen el gel y que han sido descritas en trabajos ante­

riores (113, 114). En la Figura 7 puede verse que estos geles 

están constituidos principalmente por la proteína actina y por lo 

menos otras tres proteínas que tienen pesos moleculares de 

alrededor de 55,000, 140,000 y 220,000 daltones. En cada uno de los 

carriles se corrieron distintas cantidade s de proteína de la misma 

pastilla de geles citoplásmico s. Las proteínas contenidas en esta 

pastil la se utilizaron t anto para la inmunización de los ratones 

como para la d etección de los híbridos productores de anticuerpos 

específicos d irigidos contra ellas. 

II. Análisis de los sueros de los ratones inmunes 

Los raton€s inmunizados con e l e s quema descrito en la sección 

de m~todos fuer on sangrados ocho día s de spués de la 3a, inmuniza­

c i6n para obtener los sueros. La inmunoreactividad de los sueros 

f ue a n&lizada primer o con un ensayo i nmunoen zirnático CELISA), donde 

se obtuvieron l os re-sultados que s e presenta n en la Tabla I II . Como 

puede vers e los sueros de los tres ratones inmunizados fueron igual 



Figura 7. Análisis electroforético de las proteínas de geles 

citoplásmicos de cerebro de rata. La pastilla de geles citcplás­

micos se disolvió en el amortiguador de lisis y se aplicaron las 

siguientes cantidades de proteína; 100, 80, 60 y 40 µg de 

izquierda a derecha. Se corrió un gel de poliacrilamida al 10% 

que contenía SDS y 8 M urea. Se observan las proteínas que cons­

tituyen el gel: actina, SSK, 140K y 220K. La proteína de 220~ 

ha sido identificada en el laboratorio como la fodrina (116). 
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T A B L A III 

TITULACION DE LOS SUEROS DE LOS RATONES INMUNES 

Ratón BALB/c -

1 

2 

3 

4 

- Título del Suero 

negativo (control) 

1/5000 

1/5000 

1/5000 

Los títulos de los sueros de los ratones inmunes 

se determinaron con el ensayo de ELISA y la valQ 

ración se realiz6 de manera visual comparándolos 

con los controles negativos (suero de ratones no 

inmunizados). El suero del ratón marca do con el 

número uno es un suero normal de un animal que -

no fue inmunizado. 
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/ 
mente po&itivos, lo cua l indica que hubo una buena producci6n de 

anticuerpos específicos en todos los casos. 

De acuerdo a los resultados del ensayo de ELISA los tres rato~ 

nes inmune s eran buenos candidatos para la fusi ó n. Para determinar 

cual d e l os ratones inmunes se utilizaría se decidió r eal izar una 

inmunodetección de las proteína s de l gel ci t oplásmi co electrotrans-

feridas de un gel de pol iacrilamida a pape l de nitrocelulosa. Con 

este e nsayo puede determinarse contra cuale s de l as proteínas estan 

dirigidos los anticuerpos de los sueros de los ratones inmunes. 

Como puede verse en la Figura 8 el suero del rat6n marcado con el 

nú~ero 2 reconoce principalmente prot eínas de a lto peso molecular. 

El suero del ratón número 3 muestra inrnunoreactividad con la mayo-

ría de las proteínas que constituyen el gel. En el caso del ratón 

número 4 la inmunoreactividad principal es con las proteínas de 

alt o peso molecular y un reconocimiento más débil de la proteína 

actina. 

Basándonos en los resultados de estos ensayos se dec id ió emplear 

e l bazo del ratón número 3 para la fusión, ya que el suer o de este 

ratón presentaba inmunoreact ividad con t odos los componentes Je l 

gel citop lás:mico de cerebro, teniendo la posibilidad de ob .e0Fr 

anticuerpos monoclonales contra cada uno de el los. 

II I. [usi6n Celular 

Las c~lulas obtenidas del bazo de l ratón inmune marc2do como 

n~mero 3 s~ fusionaron con c é lulas de mieloma de la línea 

P3X6i-Ag8.€53 en la forma descrita en la sección de métodos. El 



Figura 8. Inmunodetección de proteínas electrotransferidas 

de un gel de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa. Se 

corrieron las proteínas del gel citoplásmico y se transfi­

rieron a papel de nitrocelulosa como se describe en la 

sección de métodos. Carril 1, inmunodetección con el suero 

de un ratón no inmunizado (control). Car~iles 2, 3 y 4, 

inmunodetección con los sueros de los ratones inmunes mar­

cados con los números 2, 3 y 4 respectivamente. 
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total de las células resultantes de esta fus i 6n s e d i stribuyó en 

8 placas de microcultivo , cada una de estas plac as tiene 96 poci-

llos independientes y suman en total 768 cul tivos individuale s. 

Quince días después de la fus i 6n cada uno de los cultivos se 

inspeccion6 visualmente, con la ayuda de un microscopio inver~i~o, 

' para detectar el crecimiento de colonias de híbridos. En la Ta tla 

IV se resume el número de colonias pr ese nte s por cultivo y el 

total de cultivos con colo~ias e n cada placa de microcultivo. C~mo 

puede verse del total de 768 mi crocultivo s, 720 mostraron crecí-

miento, variando de una col onia por poci l lo hasta más d e s i ete. 

En la Tabla V s e nuest ra l a e f ic ien cia de hibr idación que 

fue del 9 3 . 7% , e sta e ficiencia indica que d e c ada 1 00 cult i vo s 

s embrados en 93 . 7 d e el l os se det e ctó crec i miento celular. En 

esta misma tabla se presenta el p orc iento de coloni as por cultivo , 

puede obser varse que el porcentaje más alto corresponde a 2 colo -

n ias por cul tivo , este porc e n ta je disminuye conforme aumenta el 

número de colonias . En l a línea que corresponde a 7 o más col oni a s 

se han agrupado todos a quellos pozos que tenían e ntre 7 y 1 3 

colonias , siendo 13 el número máximo de co lonias detectadas por 

cul tivo. 

IV. Detecci6n de hibridomas productores de irununog l obulinas espe­

cíficas 

En la tercera semana después de la fusión se observ6 que en 

la n~yor!a de l os pocillos el medio de cultivo se hab!a tornado 

amarillo, lo que indica que los cultivos han alcaazado el crecí-

~o necesario para realizar los ensayos de detecci6n de anti-
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TABIA IV 

P..ESUMEN DEL ?-UMERO DE roLONIAS DE HIBRIIXlS Y DE CULTIVOS CCN a:JLONIAS 
OBTENIDl\S DE LA FUSION DEL BAZO DEL AATON NUMERO 3 INMl.JNILAOO a:JN PROI'EINAS 

DE GELES CTroPI.A91Ia:JS DE CEREBRO DE RATA 

Número de colonias 
Placa de micrcx:!ultivo 

por cultivo 3A 3B 3C 3D 3E 3F 3G 3H Te tal 

1 21 14 12 16 15 14 5 8 105 

2 19 22 29 28 23 20 16 12 169 

3 15 24 20 21 15 16 18 8 137 

4 11 14 14 11 15 15 12 11 103 

5 8 7 13 4 8 7 6 15 68 

6 4 5 3 4 5 6 10 8 45 

7 6 9 4 5 10 10 19 30 93 

Cultivos con 
col onias 84 95 95 89 91 88 86 92 720 

El número de colonias por cultivo y el número de cultivos con colonias se 
detern:i.n6 por inspección visual en un microscopio invertido. 



T A B L A V 

FUSION DE CELULAS ESPLENICAS DE RATON BALB/c 
(INMUNIZADO CON GELES CITOPLASMICOS DE CERE­
BRO DE RATA) CON CELULAS DE M!ELOMA DE LA 
LINEA P3X63 - Ag8.653. 

Eficiencia de hibridación 93.7 % 

Colonias por cultivo 1 14.6 % 

2 23.5 % 

3 19.0 % 

4 14.3 % 

5 9.4 % 

6 6. 3 % 

7 12.9 i 

Eficiencia específica 18. 3 % 

La presencia de anticuerpos contra proteínas 

de los geles citoplásmicos de cerebro se de­
terminó por el ensayo de ELISA. 

so 
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cuerpos específicos en el medio de cultivo. Se tomaron 100 µl del 

medio de cultivo de cada uno de los 720 pocillos que mo s traron 

crecimiento para analizarlos mediante el ensayo inmunoen zimático 

en fase s6lida (ELISA), como se describe en la sección de métodos. 

Para est e ensayo se utilizó como ligando (antígeno) la misma 

mezcla de proteínas de los geles citoplásmicos que se empleó en 

las inmunizaciones. 

En la Tabla VI se presentan los resultados del ELISA. El desa­

rrollo de color en el ensayo se evaluó de manera visual por comp a -

ración con los controles negativos ( medio de cultivo de mielomas) 

y se les asignó un va l or de una, cos o tres cruce s en orden cre­

ciente de intensidad del color desarrollado durante la reacción . 

Como puede verse, de los 720 medios de cultivo ensayados, 132 

fueron positivos en el ensayo de ELISA, lo cual indica la pre sen­

cia en los cultivos de híbrido s productores de anticuerpos espe­

cíficos contra prot e ínas de lo s geles citoplásmicos. La eficiencia 

específica de hibridación que se muestra en la Tab l a V se calculó 

basándonos en estos resultados del ELISA y significa que de cada 

cien c ultivos en los que se presentó crecimiento celular 18.3 

contenían hibridomas productores de anticuerpos específico~ contra 

proteínas de lo s geles citoplásmicos . 

V. Inmunofluorescencia de células en cultivo 

De los 132 cultivos que resultaron posit ivos en el ELISA, 110 

fueron ensayados para la tinción de células en cultivo por inmuno­

fluorescencia, empleando un segundo anticuerpo anti-inmunoglobuli­

nas de rat6n acoplado a fluoresceína, de la manera descrita en la 
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CULTIVOS DE HIBRIDOS CON RESULTADOS POSITIVOS EN ELISA 

CULTIVO ELISA 

1. 3AA3 +++ 

2. 3AA9 + 

3. 3AB3 + 

4. 3AB4 + 

S. 3AB10 + 

6. 3AC2 ++ 

7 . 3AD2 + 

8. 3AD5 + 

9 . 3AD10 + 

1 0. 3AE1 + 

11. 3AE7 + 

1 2 . 3AG10 ++ 

13. 3AH2 ++ 

14. 3AH7 ++ 

15. 3AH 8 ++ 

16. 3BA9 ++ 

1 7. 3BB1 + 

18. 3BB3 ++ 

19 . 3BC10 + 

2 O. 3 BD2 + 

21. 3BD8 ++ 

22 . 3BD11 + 

23 . 3BF10 ++ 

'.'4. 3BG3 + 

25. 3BG4 ~ 

26. 3BGS + 

2i. 3BG11 H 

28 3BH4 ++ 

29. 3C'D1 ++ 

30. 3CB2 + 

31. 3CB3 ++ 

32. 3CB..¡ + 

33. 3CB8 + 

CULTIVO ELISA 

34. 3CB11 + 

35. 3CC1 ++ 

36. 3CC2 + 

37. 3CC4 + 

38. 3CC5 ++ 

39. 3CC8 + 

40 . 3·cn2 + 

41 . 3CD4 ++ 

42. 3CD8 ++ 

43. 3CE6 + 

44 . 3CE11 + 

45. 3Cf10 + 

46. 3CH4 + 

47 . 3CH7 ++ 

48. 3CH9 ++ 

49. 3CH10 ++ 

5 0. 3DA8 ++ 

51. 3DB3 + 

52. 3DB5 ++ 

53. 3DC10 + 

54 . 3DD2 ++ 

55. 3DD8 ++ 

56. 3DF2 ++ 

57. 3DG3 ++ 

58 . 3DG11 + 

59. 3!:'H9 + 

50. 3DH1¡ + 

51. 3EA12 + 

62. 3EC12 + 

63. 3ED10 + 

64. 3EE3 ++ 

65. 3EE8 + 

66. 3EE11 + 

CULTIVO ELISA 

67 . 3EF8 ++ 

68. 3EF12 + 

69. 3EG1 ++ 

70. 3EG9 + 

71 . 3EH1 + 

72. 3EH5 + 

73. 3EH11 + 

74. 3FB4 ++ 

75. 3FC2 ++ 

76. 3FC3 ++ 

77. 3FC4 ++ 

7 8. 3FC6 + 

79. 3FC1 1 + 

80. 3FC12 + 

81. 3FD2 ++ 

82. 3FD7 ++ 

83. 3FE7 + 

8 4. 3FF7 + 

85. 3FG 3 + 

86. 3FH1 + 

87. 3FH11 + 

88 . 3GC6 ++ 

89. 3GD2 ++ 

90 . 3GD5 -r+ 

91. 3GD11 ++ 

92. 3GE10 + 

93. 3GE11 + 

94. 3G.F1 

95. 3GF9 ++ 

96. 3Gf12 ++ 

97. 3GG1 ++ 

98. 3GG10 ++ 

99. 3GG11 ++ 

CULTIVO ELISA 

100. 3GHS + 

1 01. 3GH8 + 

1 0 2 . 3HA2 ++ 

103. 3HA5 + 

104. 3HA8 + 

105. 3HA10 ++ 

106. 3HA12 ++ 

10 7. 3HB1 + 

108. 3HB4 ++ 

109. 3HB8 + 

110. 3HB10 ++ 

111. 3HB11 + 

11 2 . 3HC11 ++ 

113. 3HC12 ++ 

114. 3HD1 ++ 

115. 3HD3 ++ 

116. 3HD4 ++ 

117. 3HD9 ++ 

118. 3HD10 ++ 

119. 3HE1 ++ 

120. 3HE6 ++ 

1 21. 3HE7 ++ 

122. 3HE12 ++ 

123. 3HF1 ++ 

124. 3HF5 ++ 

125. 3HF8 ++ 

126. 3HG1 ++ 

127. 3HG2 ++ 

128. 3HG7 ++ 

129. 3HG8 ++ 

130. 3HH1 + 

131. 3HH2 ++ 

1 3 2.. 3HH8 + 

La evaluaci6n del ensayo se realiz6 de manera visuaJ. por compara­
ci6n con los cont1noles negativos (medio de cultive de m:j.elomash 
SP lpq ~ siRn6 un v~lnr dP 1. 2 6 3 cruces en ordc~ crec1en~e rle 
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secci6n de métodos. De los 110 medios de cultivo probados 39 fue-. . 

ron positivos y 71 negativos. 

En la Figura 9 se muestran algunos de les patrones de tinc i6n 

observados ; en los recuadros A y B se presentan imágenes del mismo 

campo en lllicroscopia de contras te de fases y microscopia de fluo­

rescencia re spectivamente . Como puede ~erse el patr6n.de tinci6n 

e n inmunofluorescencia corresponde a lo que pa rece ser gran canti-

¿ad de vesículas de diversos tamafios, distribuidas en el citoplas-

~a, que se observan claramente en la microscopia de contraste de 

=ases. En el recuadro C vemos una tinci6n típica de f ilament os de 

&ctina, se pueden observar racimo s y mallas o redes de microfila-

Dentes. La tinción de l r ecuadro D resul ta muy similar a las que 

suelen obtenerse con anticuerpos dirigidos a proteínas aso ciadas 

con actina como la a-actinina que muestran cierta periodic idad a 

lo largo de los racimos de microfilamentos (115). En el recuadro 

E v emos una tinción difusa de todo el citoplasma con algunos pun-

to s más focalizado s. En la fotografía del recuadro F se ob serva 

una tinci6n del núcl eo celular y sus alrede dores. En el r ecuadro 

_; vemos una tinción que muestra lo que parecen ser microt:lbulos . 

~ n la fotografía del recuadr o H vemos una tinci6n difusa ie l cit~ -

p lasma que s e torna más intensa cerca del núcleo, además il,!'o'l 

cant idad de ves ícula s que muestran una tinci6n similar a ~a {~S 

se obt i ene con anticuerpos a nt i-clathrina, una proteína ~l~ 

reviste ciert as vesículas endocíticas (115). Finalmente e n el 

t ecuadro I vemos u-na tinción que muestra un solo agregado fluores-

cente l oca lizado cerca del núcleo. 



Figur..;:. 9. Inmunofluoresc~ncia Ce c~lulas en cultivo. 

Recuadros A y B microscopia de contraste de fas es y de 

fluorescencia del mismo campo. Recuadro B irununofluo­

rescencia de células L6E9 con el medio del cultivo 3CD8. 

Recuadro C, tinción de células Rat 1 con el medio del 

cultivo 3BB1. Recuadro D, tinci6n de células Rat 1 con 

el medio del cultivo 3FC4. Recuadro E tinción de células 

L6E9 con el medio del cultivo 3ED10. Recuadro F, tinci6n 

de células L6E9 con el medio del cultivo 3BF10. Recuadro 

G tinción de células L6E9 con el medio del cultivo 3GD11. 

Recuadro H tinción de células Rat 1 con el medio del cul­

tivo 3FG3. Recuadro I, tinción de células L5E9 con el me­

dio del cult ivo 3FC2. 



SS 
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VI. Inmmodetecci6n de proteínas e1ectrotransferidas a: nitrocelu­

losa 

La irununodetección de proteínas electrotransf eridas de geles 

de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa tiene como finalidad 

identif ~car por su peso molecular las proteínas reconidas especí­

ficamente por los ant icuerpos producidos por los hÍbridos . Los 

medios de cult ivo de 81 de los pocillos analizados por inmuno­

fluorescencia se emplear on para este ensayo, 49 fueron positivos 

reconociendo una o más bandas de proteína y 34 resultaron negati­

vos ya que no revelaron ninguna banda. 

En la Figura 10 carril 1 y 2 se muestra la inmunodetección, de 

electrotransferencias, con medio de cultivo de mielomas (control 

negativo) y medio del híbrido 3DH11 respectivamente, en ambos casos 

no exis te reconocimiento de bandas de proteína, el híbrido 3DH11 

es un ejemplo de los medios de cultivo que fueron negativos en 

este ensayo y que sin embargo, presentan irununoreactividad en 

ELISA. En el carril 3 de la Figura 10 se observa el reconocimient o 

de una gra n cantidad de bandas de proteína. En los carriles 4 y 5 

s e presenta la inmunodetección con los medios de cultivo de lo s 

h íbrido s 3GG 10 y 3EA1 2 respectivamente; en el primer caso se apre ­

cia la inmunoreactividad con la proteína actina y en el segundo 

con la actina y con o.tra proteína de 55,000 daltones. En la Figura 

10, carril 6, el reconocimiento específico es contra la· proteína 

55K. En el carril 7 la inmunodetección corresponde a una proteína 

de peso molecular de 68,000 daltones. El carril 8 muestra la 

detección de un grupo de bandas de proteína de alto peso molecular, 

se observan por lo menos seis bandas bien definidas. En ei carril 
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Figura 10. Inmunodetecci6n de proteínas electrotrans f eridas 

de un f f} de poli acr ilamida a papel de nitrocelulosa. Se 
corrí~ ~ ,:. las proteínas de geles c itoplásmicos y se trans­

firieron a papel de nitrocelulos a como se describe en la 

secci6n de métodos. Carril 1, inmunodetecci6n con medio de 

cultivo de mielomas (control). Carril 2, inmunodetecci6n 

con medio del c ult ivo 3DH1 1 . Carril 3 , i nmunodetección con 
medio de1 culti vo 3DD7. Car ril 4 , inmunodetecci6n con el 

medio del cultivo 3GG1 0. Car ril 5, inmunodetecci6n con el 

medio del cultivo 3EA12 . Carr il 6 ' i nmunodet ecci6n con e l 

medio d e l cultivo 3HG8. Car r i l 7 , inmunodetecci6n con el 

:nedio de1 cultivo 3FB4. Carril 8, i nmunodetecc i 6n con e l 

medi o del cul t ivo 3AE1 . Carril 9, inmunodetecci6n con el 

medio del cult i vo 3AG10 . Carril 10 , inmunodetecci6n c on e l 

í..edio del cult i vo 3HFS . 
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9 el medio de cultivo 3AG10 reco noce específicamente 3 bandas 

claramente defin ida s de peso mo lecular mayor de 200,000 daltones, 

probablemente isoformas de la proteína fodrina (116). En el carril 

10 se muestra la inmunoreact ividad con tres proteínas; una de ellas 

5 5K y l a s otr a s dos de alto pe so mole cular. 

~n la Figura 10 s e muest r an algunos ejemplos de los pat r ones 

encontrados e n l a i nmunodetecc ión de proteínas elec trotransferidas. 

Cuando la detecc ión fue positiva s e observaron patr one s q ue pu e den 

a grupa rs e en tres tipos bá s icos : reconocimiento de u n número 

d i s c reto de entre 2 y 6 bar.da s bien def i nidas; r·eo:...:unur_; iwiento 
, _ 
ue 

una s ola ban ¿ ~ de p r o t e ína; reconocimiento de gran cant idad de 

ban¿a~ de vorios pe sos molecular e s . De l o s 49 medi os de c ultivo 

pos itivos 29 mo s traron i nmunor eact ivid a d c on la actina, lo q~e 

repre senta un 59%, el 41% res t ant e mostró especificidad para t odos 

los demás componen tes de l os ge le s cit oplá smic o s . 

VII. Clonación de los híbr idos 

De t odos los cult i vos productor es de a nticuerpos e s pec íficos 

úni camente cua~ro f ueron clonados. La selecc ión de las clonas se 

r ealizó me diant e el e nsayo de ELISA y l a clonación se efectuó por 

d ilución limitada c omo se descr i be en la sec ción de métodos. En la 

Tabla VII se m~estra la derivación de los híbridos monoc lonales 

prc¿uct ores d e anticuerpos. El híbrido preclonado 3AD2 mostró 

in~unort ~ ctividad con la a ct ina en la detección de proteínas e lec-

trotransferida s y fue negativo en la tinción de células por inmune-

fluorescencia. Del híbrido 3AD2 se derivaron las c lonas AS, E3, y 

G9, productora s de anticuerpos monoc lona le s cont~a la a ctina . El 



T A B L A UTT ........ 

DERIVACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 
CONTRA LA ACTINA DE GELES CITOPLASHICOS DE 

CEREBRO DE RATA 

HIBRIDO 
PRE CLONADO 

3AD2 (4) -----

3BF10 (3)-----

CLONAS 

AS (1) 

E4 (1) ~ E3 (1) 

G9 ( 1) 

FS (1) ---- H2 (1) 

B8 (1) 

3EA12 

FG 

( 2)~ 
-----G11 

(1)-----­

---- Cl (1) 

(1) ----DlO (1) 

3EHI ( 5) 

B9 

----- G4 ( 1 ) ------

-----C2 

(1) 

(1) 

Los híbridos productores de anticuePpos se se­

leccionaron por ELI SA y se clonaron. Los núme­

ros entre paréntesis indican las colonias pre­

sentes por cult ivo . 

60 
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híbrido 3BF10 di6 origen a l a clona H2, originalmente este cultivo 

mcstró especifici dad por la act i na en la detección de prote ínas 

e l ect?'Otrans fer i d a s y la i nrr:unofluorescencia reveló l a local ización 

del antígeno en e l núcl eo c elu l a r c omo se mue s tra en l a Figura 9F. 

Del cultivo 3EA12 se obtuvier on l os h í bridos B8 , C1 y H3, e s t e 

medio de cultivo f ue inicialmente positivo pa r a la a ctina en l a 

e l ectrot ransferencia y mostró una t i nc i ón típica de microf i lamen­

tos e n inmunofluorescencia . El h íbrido 3EH1 dió orige n a l as clonas 

BS y C2, este híbrido también mostró inmunoreactividad con la 

actina por electrotransferencia y su tinción en células fue nega­

tiva. 

Todos los híbridos clonados fueron seleccionados por su inmune 

reactividad con la actina y presentan reacción cruzada en ELISA con 

actina alfa purificada a partir de músculo esquelético de conejo. 

VIII. Clasificación y congelación de l os h íbridos 

Después de realizar todos los ensayos descritos , en l as sec­

ciones anteriores, los híbr idos prec lonados s e clasificaron en 4 

grupos en función de l os r esultados obtenidos en la inmunodetección 

de proteínas electrotransf eridas y en la tinc ión por inmunof luores ­

cencia como se muestr a en l a Tabla VIII . Esta c l asificac i6n es 

.. : 7 : cier to punt o arbitraria pero t i ene como finalidad e l permitir 

un maneje práct ico de la información obtenida d~ los ensaye s a los 

que fueron somet ido s los cultivos, lo cual permitirá un análisis 

posterior p ara det erminar en e l fu t uro los h íbridos que s erán des­

co~g elados y clonados de a cu erdo a l o s planes de trabajo del labora-

tor i o . 



T A B L A VIII 

CLASIFI CACION DE LOS HIBRIDOS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS 
CONTRA PROTEI NAS DE GELES CITOPLASMICOS DE CEREBRO DE RA!~ 

GRUPO 

1 

2 

3 

4 

CARACTERISTICAS 

Electrotransferencia negativa 

Inmuncfluorescencia negativa 

Electrotransferencia negativa 

Inmunofluorescencia positiva 

Electrotransferencia positiva 

Inmunofluorescencia negativa 

Electrotransferencia positiva 

Inmunofluorescencia positiva 

NUMERO 

13 1 ., - , 

16 21 

26 33 

23 29 

Los híbridos productores de anticuerpos se clasificaron de 

acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de inmuno­

detec ción de proteínas electrotransferidas de geles de 

poliacrilamida a papel de nitrocelulosa y el ensayo de ti~ 

ci6 n por inmunofluores c encia de células en cultivo de las 

l í nea s Rat 1 y L6E9 . 

62 
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Los cultivos se transfirieron de las placas de microcultivo 

de 96 pocillos a cajas de 24 pczos ;¡ara expandir el cultivo y se 

congelaron como se describe en la secc i ón de métodos . Se congela­

ron en total 78 híbridos preclonados cuyas características se 

describen detalladamente en las Tablas IX, X, XI y XII que corres­

ponden a los grupos 1, 2, 3 y 4 res?ectivamente. 



TABLA IX 

HIBRIDOS ?RODUCTORES DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS DEL 
GRUPO NUMERO 1 

CULTIVO No . COLON IAS ELISA 1 ELISA 2 
. 3AA3 1 ++,+ + .l. 

2 3AD10 4 + + 

3 3BG4 2 + + 

4 '"I r- r e 
.l \..l._ . .i 

. ++ +++ 

5 3DE3 2 + + 

6 3DD2 2 ++ + 

7 3EG1 4 ++ + 

8 3FD 7 6 ++ + 

9 3GDS 13 ++ + 

10 3GF1 2 9 ++ ++ 

11 3HA10 8 ++ + 

12 3HC12 6 ++ +++ 

13 3HD9 5 ++ + 

Híbridos del grupo 1 con inmunodetección de proteínas 
electrotransferidas e inmunofluorescencia de células 
en cult ivo negativas . ELISA 1 se refiere al ensayo 
inicia l realizado para detectar los cultivos produc­
~ore ~ de inmunoglobulinas específicas y ELISA 2 al 
ensayo real izado antes de la congelac ión para verif~ 
car la estabilidad e n la producción de anticuerpos. 

64 
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TABLA. X 

hTcRiroS PROUJCIORES DE ANTia.JERroS ES:--U:IF!COS r::::., GRUPJ }l\JMERO 2 

CULTIVO COLONIAS El.ISA 1 EL.ISA 2 J:Nli.,IDFLUORESCINCIA 

1 3A33 2 + + Y.icrof ilamentos, Membrana P. 

2 3BD8 3 ++ + Agregado perinuclear 

3 3BH4 4 ++ + Filam:mtos Intermedios 

4 3CE6 6 + + Filamentos Internedios 

5 3Ql7 2 ++ + ~brana plasnática 

6 3DD8 2 ++ +++ Agregado perinuclear 

7 3DH11 3 + + Microf ilamentos 

8 31)33 5 ++ + Microfilamantos 

9 3ED10 4 + + Citoplasma difuso, puntos. 

10 3FC11 4 + + Microfilamentos, Membrana P. 

11 3FG3 3 + + Núcleo y alredecbres 

12 3IB11 2 + + Membrana plasnática 

13 3GD11 4 ++ + Microtúrulos 

14 3GG11 3 ++ + Microfilamentos, Membrana P. 

15 3AA8 5 + + Filairentos Intennedios 

16 3HB4 6 ++ ++ Microfilamentos, Membrana P. 

Híbrieos del grupo 2 con i.nm.Jnodetección de proteínas electrotransferidas 
negativa e inmmoflUOl?'eScencia positiva. EL.ISA 1 se refiere al ensayo inic:ial. 
rer>..lizado para detectar los cultivos productores de inrrunoglorulinas específicas 
y LLIS.:. 2 al ensayo !realizado antes de la corgelación para verificar la 
estabilidad en la piroducc ión de anticuerpos. · 
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W....BRiroS PROruCTORES DE ANTICUERFCS ESPD:ITICOS DEL GRüro ~ 3 

w~"'IVO O)LQW..LAS ELISA 1 ILISA 2 rr..n:::TRCfl'RIA 

3N:2. 5 ++ ++ actina 

3/ill2 4 + + actina 

3AH2 2 ++ ++ actina 

3AH8 5 ++ ++ actina, 55 K 

331\9 7 ++ + actina 

3BB3 4 ++ + actina 

30C10 2 + + 68 K 

3CB4 4 + ...... acti..T"l2 

3CC1 2 ++ + actina 

3000 2 ++ ++ actina 

3IB9 4 + + actina 

3EE3 2 ++ ++ actina 

3lli1 5 + + actina 

3FB4 4 ++ + 68 K 

3FC4 3 ++ + al to peso rrolecular 

3GF9 3 ++ ++ actina, 68 K 

3GG10 5 ++ ++ actina 

3HA2 1 ++ +++ alto peso rrolecular 

3HA5 2 + + 68 K 

3HB1 5 + + alto peso nolecular 

3HC11 4 ++ ++ actina 

3HD3 6 ++ ++ acti.r.a 

3HD'.1..:J e ++ + actina 

3HF8 13 T+ ++ actina 

3P.G2 5 ++ ++ actina 

3Gri7 9 ++ + alto peso nolecular 

H í..r1r'idos del gruro 3 con irnunodetección de protei.rias electrutrens-
feridas positiva e inirunofluoresce."lcia -negativa. El.ISA 1 se refiere 
al en...~yo inicial realizado pare det~ctar los cultivos productores 
de :irnuroglobulinas espec.:'..ficas y ELISA 2 al ensayo. realizado antes 
de la ~elación para verilicar la estab3lidad en la producci6n de 
anticuerpos. 
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TABl.A X:::I 

HIBRIOOS PROI:UCTORIS DE MTICUER.":DS :t::S..PEX:: !'J:COS DEL GRU"FD NlMERO 4 

OJLTIVO (l)LONJAS ELIS/\ 1 ELISI\ 2 INl'i..--::c!!ID~ ELECTROTFANSFERDOA 

3AE1 5 + +++ ?urrtos en citoplasma 140 K 

3.t\310 2 ++ +++ Pur.tcs en citoplasma alto P.M. 

3.AP.7 ~ ++ +++ Vesícu.2.as actina 

3BE1 + + Microfilairentos varias 

3BF10 3 ++ ++ NÚclec actina 

3BG3 2 + + P.icrofilame.ntos actina, 55 K 

3CE1 3 ++ ++ Puntos en citoplasrrB actina, 55 K 

3G11 2 + + Microf ila!:'.entos actina 

3CF10 4 + + Fila=-entos Intenredios 68 K 

3CE11 5 + + .Redes perinucleares alto P.M. 

3DA8 3 ++ + Microfilamentos varias 

3DE5 2 ++ ++ Difusa actina. 

3DF2 3 ++ + Microfilamentos actina., 55 K 
3FA12 2 + + Microfilame.ntos actina, 55 K 

3FC2 2 ++ ++ Agregado perinucle.ar actina 

3IT7 3 + + Fila::1entos intenredios alto P.M. 

3GG1 9 ++ ++ Membrana plasrrática varias 

3HA12 13 ++ + ~:i=f ilamentos actina 

3Hl:1 3 ++ + Puntos e J1 citoplasma alto P.M . 

3HE1 4 ++ + Microf ilamentos 55 K 

3HE7 7 ++ + Microfilamentos SS K 

3HF5 3 ++ ++ Filcr::entos intermedios SS K 

3nGS 1 ++ ++ Filame.'1toS :Litenredios 55 K 

Hlliridos del grupo i~ con inrrunodetección de p~tefaas electrotnmsferidas positiva e 
im'..iroflt.:oresce.-;cia positiva . ELISA 1 se refie...-re al er1sayo inicial realizado para 
detectar los cultivos productores de in':lll.l:oglobuli.-ia.:: específicas y El.ISA 2 al ensayo 
realizado a.."!~s de l a co~elación para Ve:i'"'ÜÍCE' la estabilidad en la producci6n de 
a."lticuerpos , · 
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D I S C U S I O N 

I:.a f us i6n c e lular reportada e n este trabajo fue muy exitosa 

como lo indica la efic ienc ia de hibridaci6n obtenida, que fue del 

93 .7%. La eficiencia específ ica de hibridaci6n de 18.3\ muestra 

que aproximadamente una ~uinta parte de los cultivos presentó 

crecimiento de híbridos con producción de anticuerpos específicos 

cont r a proteínas de l os geles citoplásmicos. Debido a la alta 

eficiencia e specífica obtenida no fue necesario realizar más fusío 

ne s ya que se obtuvieron gran cantidad de híbridos que fueron 

inicialmente seleccionados con el ensayo de ELISA. 

Para la producción de hibridomas y anticuerpos monoclonales es 

necesaria cierta habilidad en el manejo de cultivos celulares y de 

algunas técnicas inmunológicas, que implican una dificultad más o 

menos relativa. Sin embargo, la obtenci6n exitosa de anticuerpos 

monoclonales depende en gran medida de l o s ensayos para la det ec­

ción de los híbridos productores de inmunoglobulinas específicas. 

La elecc ión de l o los ensayos para la detección de anticuerpos 

depende no solamente de la rapidez, eficiencia y confiabilidad del 

ensayo sino que deberá tenerse muy presente en qué será empleado 

e.J. anticuerpo obtenido. Por ejemplo, si el anticuerpo será empleado 

para la local ización intracelular del antígeno, sería recomendable 

selecc ionarlo por irununofluorescencia, si se desea emplearlo para 

cuantificar el antígeno en una mez cla de varias proteínas, digamos 

por radioinmunoensayo, debe seleccionarse un antieuerpo que reco-
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nozca al ant~geno en esta s condici ones. En ocasione s se de s~a 

obtener un anticuerpo que bloquee c i erta f unc i ón, e n t o n ces debería 

contarse con un ensayo donde se observ e e l efe cto del anticuerpo 

sobre la función. 

Es de s uma importancia estab l ecer des de el inic io del traba jo 

si todos los a nticuerpo s produci dos son de interés, por e jemplo , 

si se desea obtener una colecci ón co=pleta de a n ticuerpos cont ra 

proteínas de membrana, de c itoe sque l eto, etc., o si se desea 

seleccionar anticuerpos contra algu.~o o alguno s de los componentes 

del i nmun6geno y de qué manera s e realizará esta selección. 

En este trabajo se emplearo n 3 métodos de detección de anticuer­

pos: 

l. El ensayo de ELISA mediant e e l cual se selecciona de manera 

r ápida y confiab le una gran cantidad de anticuerpos q ue pueden 

reconocer a la proteína en su conformación nativa o en forma 

parc ia1mente de snaturalizad a , ya que la adsorción del antígeno 

al material p lástico produce con f rec uenc ia camb io s conforma­

cionales que exponen r eg iones de la proteína que norma lme nt e 

no son a c cesibl es al anticuer~o. 

2. La in.munof l uorescencia de c é l ulas º D cultivo que per~it e 

~eleccionar aquellos 3.nticuerpos · ue reconocen al ant ígeno en 

~lulas previamente fijadas y permeabiliza das , cuando el 

determinante antigénico es accesible para la i nmunoglobulina. 

3. Le inmunodetección de proteínas electrotransferidas a papel 



de nitroce lulosa d0nde la proteína se encuentra desnatura­

l i zada ya que fue transferida de un gel de poliacrila.i::.ica 

que c ont e n i a S:3 . En e ste en sayo se puede identif icar a l¿ 

prot e ína r e ccno c i da po r el anticuer?O en :unci6n de s~ ~es e 

mol ecula r, s in e~bargc los anticuerpos ~e recono cen les 

determinanc:e s antigénicos que depe~den de la estruct ~r¿ 

tr id imens ional ée la proteína. 

El ensaye de ELI SA es uno de l o s más empleados para la detecc:. ::-. 

de híbridos product ores de anticuerpos específicos que s on c e 

int eré s, en este traba j o se utilizó este ensayo para r ealiz ar 

preselección de los cult ivos que serían sometidos a l os ensaye s __ 

inmunofluore scencia y electrotransf erencia y disminuir de esta 

manera la carga de trabajo que h abría ocasionado someter t odo s 

cultivos a es t os do s Últ imes en sayos . 

La local izació n int racelu lar de las proteínas asociadas a l¿ 

actina e s de especia l inte r és e n nu e s tro l aboratorio , por est¿ 

ra zón se ens a yar on lo s med ios de cultive por inmunof luorescenci¿ 

de cé l u l as en cu l tivo . De acuerde a los resultados obtenido s er 

e s tos e n sa:ro s úni car..ente 39 de l o s 1 0 0 medios probados son út :'..::..¿;: 

par a e ste t i po de \:!'aba jo. El c ont ar con esta información nc s 

permit irá de s congelar y clonar ún i camente los h íbridos elegic'.o s ·· 

puede e vita r e sfuerzos i n f ructuo s os trat ando de obtener tinc ione s 

celulares con anticuerpo s que no f ueron se leccionados para est e 

fin y q ue pueden no r econocer a l as prot eínas en células o tejidos 

fi j ados . 

La au senc ia de tinc ión de aproximadament e el 65% de l o s híbrido-
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mas productores de ant icuerpcs rueée ten e~' varias i:-i t e rpretac io­

nes: que e l anticuerpo reconozca c :1a sec e:1cia primaria de 

a~ino&c iéos que so lo esta exp ue sta e~ ld ~rct eína d esnaturalizada , 

que el d eterminante antigérüc o :r . .=.ya sido :nodifi cado por el proce­

dL~ient o de fij ación y per~eabiJ~z a c ~é :1 ce la célula o por interac­

c i en c o n ot r as mo léculas, que el ée~er=i:1ante antigénico no sea 

acce s ible debido a i n teracc iones de la ~rot e~na con otras mo léc ula s 

que le b loquea n esp acialmente el acces o . 

Los patrones de tinción fu e r on mu y dive rsos ; varios correspon ­

de:1 a t i nciones típicas de micrc fila:nent c s (Figura 9- C) que se 

obtien en con anticuerpos anti -actina lo cual indica, j u nt o con los 

resultados de las electrotrans ferenc ias, que una proporc ión alta 

de los anticuerpos producidos recono cen específicamente a est a 

proteína . Aunque la actina es la p r oteína que se encuentra en mayor 

proporción en los ge les citoplás~icos qce se emplearon en las 

ir.~unizaciones, por lo genera l es muy poco inmunogénica de b ido a 

que es una proteína con secuencia d e aminoácido s muy conservada en 

la escala bio l óg i ca y que se encu e ntra en t odas las célula s prcca­

riotas. Sin e mbargo el suero de l ra tón 3 emplea do en esta f us~ón 

muestra inmunoreactiv ida d con la actina co~o se observa en la 

:;~ra 8 , en contraste con el suer o ~el ratón 2 que no muestra 

producción de anticuerpos contra es ta proteína y con el suero del 

ratón 4 donde se observa una inmunoreactividad muy débil con la 

ac~ina. 

-=::n los resultados de inmunofluorescencia se o bservaron patrones 

de tinci6n que parecen cotT.r'esponder a microtúbulos (figura 9-6) y 



filament o s intermedios . Este tipo de tinciones i ~ dican la presen­

c~a de prot eínas ~ue for~an parte de e stos sistez.as de polímeros 

y que ?Cd~ !an enccntra~s e en le s geles c i~ c~l&scico s cerno conta 1n i -

nantes o mediante una interacción especí f ica c or. las proteínas que 

l o s con s tit uyen . 

Se observaron dos t ipos de tinción que resultan muy interesa n ­

te s; l a que se o bserv a a la Figura 9-B que L:ue stra gran cantidaé 

de vesícu la s en el citoplasma y la de la fi gura 9-F que muestra u~ 

recono cimi ento del interior del núcleo celular y de su periferia. 

Ln ~~bos casos los resultados de electrotransferencia indic an que 

l o s anticuerpo s en l os med ios d e estos cult i vos reconocen a la 

actina. La tinción nuc lear sugiere la posibilidad de q ue estos 

anticuerpos reconozcan a una isoforma de la actina que se encuentra 

e n el interior de l núcleo (117). Sin embargo , será necesario clonar 

estos híbrido s para determinar si los anticuerpo s son específico s 

contra l a actina, ya que cabe la posibilidad de q ue en estos 

cultivo s existan dos híbr idos distintos; uno que produzca anticuer­

pos que reconocen a la a ctina en electrotransferencia pero no 

tiñen e n inmunofluore s cencia y otro que produzca a nt icuerpos que 

s i tiñen pero no reco no c en a la proteína electrotra nsferida. 

La tinc ión de la Figura I muestra un patrón obser vado previa­

mente cqn un ant isue r o cont r a la pr ote í na 5 5K ( 114). En el labora­

torio se ha de mos t rado que corres ponde a una t inción espec ífic a 

del a para to de Golgi . 

Lo s result ado s de l a inmuno d e tecc ión de proteínas e lectrotra ns­

fe r i das nos propor cionan información sobre la i dentidad de l as 
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p roteír.as reconoc i das por l os antic uer? os, sin embargo, e stos da­

tos c e ben a nal i zarse con caute la ya q~e escos cultivos no han sido 

cl on a dos y es muy posible que exisca ~ e~ e llos ~á s de un t ipo de 

a nt i cu e r pos. Genera lmente la i n!:iuncdet e cc ión de ?roc e í na s e lec t ro­

t ransferidas se reali za cua ndo l o s ~ibr ido s ya ha n sido clonados, 

ya q u e ad emás de la limita c ión de ~ a ?C~ible ~eterogene idad de 

les a nticuerpos, se pued e re t r asar l a clonac ión ée los híbr idos 

c c rriendose el ri esgo de perderlos . A ~esar c e es to s inconvenien­

t es consi deramos que la aplicación de es t e ensayo, en esta etapa 

te~prana, ha sido útil pues no s prc?orc iona mayores elementos para 

l a elección de los híbridos que ser&n clo~ados y que por el mome n­

cc fueron congelados. 

Uno d e lo s anticuerpos monoclonales anti-actina obtenido de esta 

fusión se está utilizando actualmente en un trabaj o para la i denti­

f ica c ión y aislami ento de la actina en la p l a nt a del frij ol. Además 

a ? artir del e stablecimiento, con e s t e traba j o, de la metodología 

?ara la obtenc ión de hibridomas y anticuerpos monocl onales h a s ido 

po s ib l e ap licar es t e enfoque exper i~ent a l en o tros s istema s c orno l o 

de~u estra la r e cient e o btenció n de antic uerpos monoclonale s dir ig i­

dcs contra flag elos d e Trypanos oma cruz i en es te mi smo l a borator io. 

Par a la obtención de anticuerpos nonoclo nal e s e s necesaria una 

cuant iosa invers i ón de r e c u r s os , en t érminos de lo que repre senta 

pa ra u n pa1s c omo el nu estro el f i nanciar este tipo de proyectos. 

Ante l a crecient e demanda de e s t os anticuerpos para la investiga­

ci6n , cons i dero q ue se de be eva l uar no solame nte si son necesarios 

par a la realización de un trabajo en particular , sino también s i 
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se tiene la capacidad de obtener el mejer prcvechc de ellos . 

Resulta la~entable ob s ervar, en ocasiones, ~ue se tie~en congela­

dos gran cantidad de híbr idos prc~uc t cres 2e ancicLerpos poten ­

cial~ente útiles ~Le eventuaL~ente será~ cesecha2c s. 
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