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Aminop terina 
Acido 2,Zt-Azino-di(3 etil-benzotiazolin sulfhnico) 
Persulfato de Ariionio 
Saroalburnina Oovina 
Adjuvante completo de Freund 
daltones 
Medio Eagle modificado par Dulbeco 
Acido etilen di amino tatra acético 
Ensayo Inmuno Adaorvente con Enzima acoplada 
Suero fetal de ternera 
Isotiocianato de Fluarcsccina 
Fuerza de la gravedad 
Glutamina 
Hipoxantina-Arcinnopterina-Timidina 
Hipoxant ina-Guonina-Fus forr ibos i l -Trans ferasa  
Hipoxantina-Tinidina 
Isoelectroenfoque 
Intraperitoneal 
Kilodalton 
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Nonidet P 40 
Electfaforeeis en gel de Poliacrilamida 
Solución regulFidora salina de fosFatos 
Polietilenglicol 
Peso a volumen 
Potencial de Hidrógeno 
Punto isoeléctrico 
Dodccil sulfeto de sodio 
Solución reguledora de preparación de la muestra’ 
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I N T R O D U C C I O N  

En 1975, K o h l e r  y M i l s t e i n  f u s i o n a n d o  mieloma y c 6 l u l u s  
b l a s m á t i c a s  o b t i e n e n  un h i b r i d o m a  c a p a z  d e  crecer  e n  
l a b o r a t o r i o ,  además de p r o d u c i r  a n t i c u e r p o s  d e  una  e s p e c i f i c i d a d  
p r e d e f i n i d a ,  a l o s  c u a l e s  l l a m a n  a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s ,  p o r  
s r o v c n i r  l a s  c o l o n i a s  d e  u n a  s o l a  c é l u l a ,  l o  c u a l  marca una  
dueva e t a p a  en  l o  i n m u n o l o g l a ,  p o r  l a  g r a n  u t i l i d a d  q u e  e e t o  
r e p r e s e n t a  p a r a  i d e n t i f i c a r  c é l u l a s  o m o l é c u l a s .  (Kohler y 

l i l s t e i n ,  1975) .  

Los a n t i c u e r p o s  son p r o t e í n a s  g l o b u l a r e s ,  con un pesa 

‘ io l ecu la r  p romed io  d e  150,000. E s t á n  f o r m a d a s  p o r  c u a t r o  
Codenas p e p t f d i c a s  u n i d a s  e n t r e  sf p o r  e n l a c e s  d i a u l f u r o ,  De 

laas c u a t r o  c a d e n a s ,  c a d a  p a r  es  i d 6 n t i c o  e n t r e  sf, d o s  c a d e n a s  
, i c n c n  un p e s o  molecu la r  d e  25,000 y son l l l s r n a d a s  c a d e n a s  
k i g e r a s  y l a s  otras de peso m o l e c u l a r  promedio d e  5 0 , 0 0 0  s o n  

l a m a d a s  c a d e n a s  p e s a d a s .  Esquemht i camen te  ( f i g .  11, l a  
m o l é c u l a  se r e p r e s e n t a  e n  forma d e  Y ,  de a c u e r d o  a o b s e r v c i o n e s  

e a l i z a d a s  e n  m i c r o s c o p f a  e l e c t r ó n i c a  ( R o i t t ,  1900). E l  

extremo amino s e  l o c a l i z a  e n  l a  p o r c i ó n  donde  813 e n c u e n t r a n  
“ róximas  l a s  c a d e n a s  p e s a d a s  y l i g e r a s  y e l  e x t r e m o  c a r b o x i l o  e n  

. 

r-a b a s e  d e  l a  Y ,  donde  s o l o  s e  e n c u e t r a n  la5 c a d e n a s  p e s a d a s .  

Los a m i n o á c i d o s  qtie c o n s t i t u y e n  l a s  c a d e n a s  p r e s e n t a n  
u o n t e s  d i s u l f u r o  l n t r a c a t e n a r i o s  que a l  u n i r s e  fo rman  a s a s  d e  

iproxim’adamente 170 residuos. A cada asa s e  le d a  el r\Oiiibre 

D l l l i ; . i  d ,o; a i -06 : i  . m  a .-  ,p  ,o,a,i;nlt e11 e l  p ~ i ~ e ~  domin io  
le1 e x t r e m o  amino v a r í a n  de  u n a  molécula ci o t r a ,  e n  t a n t o  e l  
E s t o  permanece  I n v a r i a b l e ,  p o r  l o  qtie a l a  pr imera r e g i ó n  se l e  

tenomina v a r i a b l e  y a l  r e s t o  c o n s t a n t e .  D e n t r o  de la r e g i ó n  
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variable existen zonas que se combinan directamente con el 
antfgeno y que presentan un grado de variación mayor y que por 
tanto son llamadas reginnns hipervarisbles. 

Fig. 1 Molécula de Inmunoglobulina G 
(tomado de Roitt, 1960) 

Sin embargo, también se pueden encontrar variaciones en 
la porción constante de las cadenas pesadas y p o r  tanto en 
cuanto al t i p o  de aminoihidos; can base en estas diferencias se 
agrupan en cinco clases llamadas inmunogloblnae A ,  D ,  E ,  E,  M, 
.que ee abrevian como: IgA, i g D ,  IgG, I g E ,  e ISM. La porción 
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ionstante de las cadenas ligera@ puede ser de dos t i p o a ,  llamadas 
Aappa ( k )  y Lamda ( 1 ,  (Roitt, 1 9 6 0 ) .  

Los anticuerpos constituyuen una importante herramienta 
an la investigación, ya que grac ias  o su especificidad permiten 
marcar e identificar mol6culos aunque con el inconveniente de 
ier policlonales, ya que al inyectar a un animal con una 
iubstancia extraña para 61, el organismo el no reconocerla como 
:ropia empieza a secretar una fainilia de proteínas para 
combatirla, éstas proteinas san las inrnunogiobulinae o 
?nticuerpan, ellos nu rccunocen a toda la molécula extraña, sina 
io10 una p o r c i b n  de ella llamacia determinante antigénico, por 
lo que se  forman tantos snticuerpos como determinsntes posea el 
intígeno, lo que causa que el suero cantenga una gran variedad 
de enticuerpas. * 

Los snticuerpon se prodticen cuando io9 linfocitos 8 

entran en contacto con el anitfgeno y con mediadores de Ins 
'linfocitos derivados d e l  timo, sufren una serie de cambios 
nor f oib'g i cos  transformándose El7 células piasmáticas 
productoras de anticuerpos y en otras cÉlulas que guardan la 
InFormacián del ontígena y que por ello s o n  llamadas linfocitos 
d e  memoria. ( L e r n e r  y D i x o n ,  1973). 

La entrada de substancias extrafias al organismo puede 

ocasionar dos tipos d e  r e s p u e s t a s :  Una que se caracteriza por la 
producción y llegada al torrente sanguíneo de una gran cantidad 
de antictierpoo, llamarla respuesta inmune humoral y la respuesta 
inmunc celular que se carocterizu par In presencia de linfocitos 
T l t s e n s i h i l i z a d u o "  y quc sintetizan llnfocinaa. 
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Cuando una célula de mamífero encuentra un antfgeno 
por primera vez  8e  da lugar A una respuesta primaria, la cual 
muestra una cinética que se puede apreciar en la fig. 2. Sin 
embargo,  si el o r g a n i s m  encuentra posteriormente al antigano, 
su respuesta ser6 más rápida y de mayor nagnitud. Esto es 

debido a que los linfocitos durante la respuesta primaria 
producen no solo cé1ul.a~ efectoras sina también cglulas de 
memoria, las cuales retienen la capacidad de producir una 
progenie posterior de c6lulus tanto efectoras como de memoria al 
ser estimulados por el antfgeno o r i g i n a l  (Hood et al, 1978). 

io4 7 

103- 

O 7 14 21 2 8 3 5  42 49 56 
tirnpo ( d i z u )  

Fig .2  Cinéticu de la aparición de inmunoglobulinas 
en el suero, debido a una inmunización 
primaria y secundaria. 
(Basado en Hod e t  al, 1976) 

La teoría de la selección clonal indic aque cada 
célula piesmática tiene l a  información enceaaria para fabricar 
un determinado anticuerpo, por lo que al aislar una de ellas oe  

originará una colonia de ct5lulas idénticas o clone, la cual 
producir6 un solo tipo de anticuerpos denominados monoclonales; 



aunque aquf  e l  p r o b l e m a  que  s e  p r e s e n t a  es l a  d i f i c u l t a d  p a r a  
mantener  c r e c i e n d o  I t in  v i t r o t t  c é l u l a s  p l a s m á t i c a s  p r o d u c t o r a s  
de a n t i c u e r p o s ,  d u r a n t e  l a r g o  t i e m p o ,  ya q u e  s u  v i d a  meida  e n  
c u l t i v o  es r e l a t i v a m e n t e  c o r t a ,  ap rox imadamen te  d e  d o s  semanas .  
Una s o l u c i d n  a e s t e  p rob lema  e r a  e l  c o n o c i m i e n o  d e  l o s  m i e l o m a s ,  
ya que  e s t a s  se  r e p r o d u c e n  a c t i v a m e n t e  y s e c r e t a n  un s o l o  t i e p o  
de  a n t i c u e r p o ,  s i n  embargo nn es  p o s i b l e  c o n o c e r  c o n t r a  q u e  
a n t f g a n o  s e  s i n t e t i z a n  d i c h o s  a n t i c u e r p o s .  T e n i e n d o  a s í  d o s  
t i p o s  d e  c é l u l a s ,  l a s  p l a s m á t i c a s  p r o d u c t o r a s  d e  a n t i c u e r p o s  y 
l a s  d miriloma c a p a c e s  d e  p r o l i f e r a r  a c t i v a m e n t e  I t in  v i t r o t t ,  una 
s o l u c J 6 n  e r a  l a  h i b r i d i z a c i ó n  p a r a  t e n e r  e n  unh s o l a  l t c é l u l a t t  
las d o s  c a r a c t e r í s t i c a s  es d e c i r ,  e l  m a n t e n e r  l a s  c l o n a s  d u r a n t e  
l a r g o s  p e r i o d o s  y e l  c o n o c i m e i n t o  d e  l a  e s p e c i f i c i d a d  d e  l o s  
a n t i c u e r p o s  s i n t e t i z a d o s .  

La h i b r i d a c i ó n  c e l u l a r  no e r a  d e s c o n o c i d a  p u e s  Bar sky  
(1960) l a  pudo o b s e r v a r  cuando  e a t u d i Ó  d n s  l í n e a s  c e l u l a r e s  
h e t e r o p l o i d c s  d e  r a t ó n  q u e  c r e c í a n  j u n t a s ,  e n c o n t r ó  l a  
a p a r i c i ó n  d e  una  nLieva l í n e a  ce l l i l a r  c o n  un número d e  
cromasomas c e r c a n o  a la suma d e  l o s  d o s  e n  e s t u d i o ,  e s t a s  e r a n  
c l a r a m e n t e  c é l u l a s  h f b r i d a s  que  c o n t e n í a n  e n  e l  n 6 c l e o  l o s  
genomas d e  l a s  d o s  p a r e n t a l e s .  S i n  embargo ,  l a  f o r m a c i ó n  
e s p o n t á n e a  d e  c N e l u l a s  h í b r i d a s  es un e v e n t o  mtiy poco  común e n  
c u l t i v o s  m i x t o s  de  c é l u l a s  d e  c u a l q u i e r  o r i í g e n .  

H a r r i s  y W a t k i n s  (1965)  d e s c u b r e n  y p u b l i c a n  e l  u s o  d e l  

v i r i ; s  S e n d a i  p a r a  a u m e n t a r  I n  f r e c u e n c i a  d e  l a  f u s i ó n  c e l u l a r  d e  

d i f e r e n t e s  e spec ie s  como s o n  l a s  hlimana (HeLa) y lo d e l  r a t ó n ,  
con l o  c u a l  se logran f o r m a r  h í b r i d o s  de m u l t i p l i c a c i ó n  
i n d e f i n i d a .  Cuand se  requiere a i s l a r  las c o l o n i a s  de c é l u l a s  
h f b r i d a e  d e  las p r o g o n i t o r a s ,  ee r e c u r r e  a l  empleo  d e  medio8  
s e l e c t i v o s  que  p e r m i t a n  cl c r e c i m i e n t o  Ún icamen te  de les 
h f b r i d a s .  



En 1964 L i t t l e f i e l d  b a s a d o  e n  e s t u d i o s  d e  g e n é t i c a  
m i c r o b i a n a  d e s a r r o l l a  un medio s e l e c t i v o  p a r a  c é l u l a s  d e  r a t N o n ,  
una r e s i o t e n t e  a l a  8 - a r a g u a n i n a  y p o r  t a n t o  d e f i c i e n t e  e n  l a  
enzima h i p o x o n t i n a  g u a n i n o  f o s f o r r i b o s i l  t r a n s f e r a s a  (HGPRT ) y 

o t r a  r e s i s t e n t e  a l a  5 - b r o m a d e s o x i u r i d i n a  y p o r  t a n t o  d e f i c i e n t e  
en  l a  enz ima  t i m i d i n  c i n a s a  ( T H  1, d i c h a s  e n i z m a s  se r e q u i e r e n  
p a r a  Una d e  l a s  d o s  v i a s  d e  s í n t e s i s  d e  n u c l e ó t i d o s ,  l a  
l l a m a d a  v í a  d e  s a l v a c i ó n ,  pa r  l o  que  ambas solo pueden  u t i l i z a r  
l a  v í a  "de  novo" para  e s t a  s í n t e s i s .  Dicha  v í a  es s u s c e p t i b l e  
de ser b l o q u e a d a  p o r  l a  a m i n o p t e r i n a  ( A ) ,  ( a n á l o g o  d e l  á c i d o  
f ó l i c o l c o n  l o  c u a l  s o l a m e n t e  l a s  c é l u l a s  que se h i b r i d i c e n ,  a l  
c o m p a r t i r  s u  c a r g a  g e n é t i c a ,  p o d r á n  s u b s i s t i r  en un medio  c o n  A 

( f i g ,  3 )  

F i g ,  3 V í a s  de l a  s í n t e s i s  de n u c l e ó t i d o s  
( A d a p t a d o  d e  E p h r u s s i ,  1372) 

B a s a d o s  en e s t e  s i s t e m a  de  e e l e c c i ó n ,  Dav idson  y 
Ephruaa i  (1965)  d e s a r r o l l a r o n  un s is tema s e m i s e l e c t i v o  e n  el que  
se emplea  s o l o  una  c é l u l a  HGPRT y otra n o r m a l  y se c r e c e n  l o s  
h í b r i d o 8  en p r e s e n c i n  de A ( E p h r u e a i ,  1972). 
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En 1975 Pontercorvo introduce el polietilen glicol 
(PEG) ,  el cual demuestra ser un eficiente f‘usógeno de células 
de namfferos.  Se han probado variaciones a la técnica. de UDO 
d i l l  PEG, como la adicidnde dimetilsulfoxido (DMSO) en 
porcentajes b a j o s  (Norwood,  et al, 1976); la fusión en presencia 
de Zectinaa (Mercer y Schlegel, 1979) y el hacerlo en medios 
l i b r e s  de calcio (Schneiderman et al, 19391, todo esto con la 
i d c ? i  de increnrentar el procentaje de fusión celular y reducir el 
tiempo de exposición al PEG dada su citotoxicidad. 

La hibridacih de células somáticas ha sido muy Útil 
para distinguir laa diferentes expresiones de io5 genes humanos y 
l t - c l i z a r  su posisción en loo respectivos cromosomas, para 
distinguir los productos de diferentes especies y ha sido una 
hcrramineta muy importante an el mapeo genético (Ruddle y 
Kuchcrlapati, 19341, p e r o  en la actualidad su suo se ha extendido 
il tíivcrsos campos de la investigaciNon, desde que la hibridación 
c e l u l a r  es la base p a r a  la obtención de antlcuerpos monoclonales 
y estos se sintetizan en contra de una amplia variedad de 
antfgznos (cuudo 1). 

Una caractcrfstica de las células hfbridas es su 
tcf idencia a perder cromosomas hasta que Be estabilizen, por lo 
ct ia l  el número cromosdmico de un hibridoma es menor al número 
exparsido d e  la combinación de los progenitores. La pérdida de 
crccusomas se realiza al azar, con lo cual pueden perderse l o s  
h:is:¿loyos de cuakquiera de las dos células originales, lo que 
pi;t!de provocar lo presencia de hibridomas que no subsisten en 
r f c í io  o e l e c t i v o ,  a s í  como otros que dejen de sintetizar 

el anticuerpo deocado, p o r  lo que periódicamente se habrá de 
pr3piar  contra el ant fgeno la clona que estNa produciondo el 
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anticuerpo deseado y eublonondo las colonias positivas. 

Con esta metodología se pueden obtener anticuerpoc de 
una sola estirpe contra priicticamente cualquier molécula con 
propiedades antigenicas o contra haptenos conjugadoo con un 
ecarreador, lo cual explica el auge de los anticuerpos 
monoclonales. 

CUADRO I 

ANTIGENOS EN CONTRA DE LOS QUE SE HA 
LOGRADO PRODUCIR AMTICUERPOS HONOCLONALEC. 

RECEPTORES O €  MEMBRANA 
Acetilcolina Nicotfnico (GÓmez et al, 1979 y Lennon 

Estrofilina (Greene et el, 1980) 
Acetilcolina (Lennnn y Lambert, 1980; Moshly-R et al, 

et al, 1980) 

1979 y Tzarton y Lindstrom, 1980) 

PROTEINAS 
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (Da0 et al, 7902) 

Cerotonina (Chan-Paly, 1979) 
Glicoprotefnos de mambrana (Edwards, 1900) 

Colágena (Linsenmayer et al, 1979 y Linsenmayer 

Albúmina (Doyen et al, 1981) 
Transferrina ( B a r t e k  e t  al, 1382) 

Glicolfpido (Young et el, 1979) 

De h i e t o c o r n p a t i b i l i d n d  y ti-2 (Askonae y Webater, 7980)  

y Hendrix, 1980) 

ANTIGENOC DE SUPERFICIE CELULAR 



Retina ( 8 a r n s t a b e 1 ,  1980) 

E r i t r o c i t o  A y H L A  ( 8 a r n s t a b l e  e t  a l ,  1980) 

Sangre p e r i f é r i c a  (E loenbarth  e t  a l ,  1980) 

Membruna p l a s m á t i c n  ( E i s e n b a r t h  e t  a l ,  1979) 

ti -2 ( E p s t e i n  e t  a l ,  190a) 

d e  r a t ó n  (Haamorling,  1978) 

H i s t o c o m p a t i b i l i d d  (Lemke, 1978) 

HLA-A2 (Parham y Bodmer, 1978) 

L i n f a c i t a s  T (Le l3ien y Harsey, 7980) 

Toxoplasina g o n d i i  ( S e t h i  e t  a l ,  1960) 

Schistnnoma mansoni (Verwaarde e t  a l ,  1979) 

C g p s i d r '  v i r a l  (Orosz lan y Nowinsky, 1980) 

Herpes simplex (Balachandran e t  a l ,  1982 y Zweig e t  a l ,  

Leucemia (Nowinski  e t  a l ,  1980 y L o s t r o m  e t  a l ,  1979) 

Rabia (Wiktor y Koprouski ,  1978) 

Nucloocops ide  (Flamand e t  a l ,  1980) 

G l i c o p r o t e f n a  v i r a l  (Flamand e t  a l ,  1980b y Frankel  
e t  a l ,  1979) 

SV-40 (Gurney et a i ,  1980) 

Epste in-Barr  (iioffrnan et a l ,  1980) 

RNA-Ribnsomal ( E l i a t ,  1960) 

DNP ( E s h h a r  e t  a l ,  1980 y L iu  e t  81 ,  1980) 
Teratocarcinoma (Goodfellow e t  al, 1979) 

DNA l imn e t  01, 1580) 

Hormorta d e  c r e c i m i e n t o  ( I v n n y i  y D a v i e s ,  1980) 

I n t e f e r o n  (Cchcr y B u r k e ,  1980 y Hochkeppel e t  a l ,  7982)  
Carbohidratos  (Rundle e t  al, 1982)  

)9 I C R O O fi G AN I S MUS 

VIRUS 

1979) 

VARIOS 
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FER1 IL IZACION. 

En mamíferos, la reproducción se lleva a cabo cuando 
un espermatozoide llega hasta el óvula, atravesando la gruesa 
capa que lo recubre para alcanzar la membrana plaamática,, 
poniéndose de esta manera en contacto los núcleos haploides 
nasculino y femenino para completar a s í  el ndmero cromosbmica 
característico de la especie y dar origen al huevo, el cual 
>or sucesivas divisiones dará lugar a un nuevo ser. 

Ei p;or;etja de sa Fe,urd,cl,:-- ?*:E% ' L . ~ ~ I ~ I - E  e- t-e- 
4-s-s -rintina'e>: rl re +oqo . i r  i;ln';o e.. Cv.:i p r tl 
s-ermatozoide, la zegurauión de la entrada de espermatozoides 

3 1  óvulo y la activación del mataboiismo del óvulo para dar 
omienzo la división celular y el desarrollo embrionario (€pel, 

1977). 

P -  

El reconocimiento del espermatozoide y el óvulo, 
equicre de la previa asociaci6n de éstos, lo que involucra 
na unión preliminar del espermatozoide 8 un receptor 
ipecífico, localizado en la porción mas e x t r e m a  de la 
ublerta del óvulo y que aparentemente es la porción gldcida 
2 una glicoproteína (Florman, 1983) ,  dicho receptor es 
esponsable de prevenir la polispermia y que espermatazoides de 
la  especie no fertilicen a otra (Hanada, 19721, la que se 
Jmprueba al presentarse la fertilización entre diferentes 
3pecies cuando se remueve la capa gelatinosa qurj cubre al 
rulo y con ella el receptor (Yanaylmachi, 1972). 

Al e n t r a r  en c o n t a c t o  el edpermatozoida co la capa 

! 

. 

! 



gelatinosa, 6 zona pelúcida, que recubre al óvulo, ciertas 
eubstancias de esta capa internctdan con la porción anterior 
de la membrana plasrnática del espermatozoide, llamada acrosoma, 
la cual a consecuencia de su interacción libera enzimas: 
ecrosina, hialuronidasa y proteaeas, que le permiten abrirse 
psso por una abertura de la capa que envuelve al Óvulo y llegar 
hasta la membrana plasmática (Epol, 1977; Dunbar et al, 1981). 

Los ovocitos de muches especies estan rodeados por 
envolturas que incluyen la zona peltcida ( Z P ) ,  en mamíferos 
(Austin, 1961 y Pika, 1969) y peces (Nakano, 1969) y la 
envolutra vitelina en invertebrados (Heller, 1976 y Glabe, 1977) 
y anfibios (Wolfe, 7976). La ZP en marniferoa eo la estrucutra 
glicoproteica extacelular que rodea los ovocitos; ea formada 
durante el desarrollo del ovocito, rodea al embrión después de 
la fertilización y permanece en este sitio hasta la 
implantación (Dunbar, 1903). La ZP desempeña varias funciones 
como son: El reconocimiento especie específico del esperma 
(Yanogimachi, 19721, la prevención de le poliepermia (Dunbar et 
al, 1981) la protección inecánica del óvulo en el o v a r i o  
(Sacco, 19811, del embrión durante su paso a través del 
oviducto (Gwatkin, 19631, la regulación osmótica del huevo y 
del embrión, el mantenimiento de un patrón de divsJ6n normal 
y la prevención de la fusión del huevo (Mintz, 1962) ,  a s í  

como la prevención de la adhesión del huevo en el oviducto 
(Modlinski, 1970). 

Cuando el espermatozoide se pone en contacto con la 
superficie del hueva, en alguna0 especies 130 origina l a  
reacción cortical que principia con la ruptura de los gránulos 
corticalee, la fusión del espermatozoide con la membrana 



p l a s m á t i c a  del huevo y l a  l i b e r a c i h  d e l  ma te r i a l  d e  l o s  
g r á n u l o s  c o r t i c a l e c i  e n  e l  e s p a c i o  p e r i v i t e l i n o  ( S z o l l o z i ,  1967) 

es t e  m a t e r i a l  que  p r o b a b l e m e n t e  sea una  enz ima  p a r e c i d a  a l a  
t r i p s i n a ,  parece  h i d r o l i z a r  p a r c i a l m e n t e  c i e r t a s  p r o t e í a s  d e  l a  
ZP, o r i g i n a n d o  l a  d e s t r u c c i ó n  o a l t e r a c i ó n  d e  sitios 
r e c e p t i v o s  e s p e r m a t i c o s ,  además d e  i n c r e m e n t a r  l a  r e s i s t e n c i a  
d e  l a  zona  a 1  a t a q u e  q u í m i c o .  

Dada l a  i m p o r t a n c i a  d e  e s t a  es t ruc tura  d u r a n t e  l a  
f e c u n d a c i 6 n .  ha  d e s p e r t a d o  i n t e r é s  e l  c o n o c e r  máa a f o n d o  
c u a l  es s u  c a m p o s i c i ó n  qu fmica  y m o r f o l d g i c a  y q u e  c a m b i o s  se 

p r e s e n t a n  d u r a n t e  e s t e  p r o c e s o ,  a s í  se han h e c h o  e s t u d i o s  
b i o q u f i n i c o s  e s t r u c t u r a l e s  q u e  i n d i c a n  que su c o m p o s i c i ó n  
química  y e s t r u c t u r a l  son  c o m p l e j a s .  A l  v e m e  b a j o  
n i c r o s c o p f a  d e  luz aparece como una  membrana t ; r a s l d c i d a  con un  
q r o s o r  d e  1 a 27 urn ( D u n b a r ,  19831, cotno se p u e d e  a p r e c i a r  e n  e l  
: u a d r o  2 y c o n  un d i á m e t r o  d e  60 a 70 um (Dunbar  e t  a l ,  1978) 

gepend iendo  d e  la e s p e c i e .  

E x i s t e n  d i f e r e n c i a s  e n t r e '  l a s  e s p e c i e s  e n  e s t a  
! s t r u c t u r a ,  e n  t a n t o  e n  a l g u n a s  espec ies  es homogénea carno en 
1 c e r d o ,  ( F i g .  481. En otros se  pueden  a p r e c i a r  d o s  o mis 

a p a s  c o n c é n t r i c a s  d i f e r e n t e s  e n  d e n s i d a d  y a p a r i e n c i a  coma e n  
1 c a s o  d e  l a  ZP d e  c o n e j a  (Fig. 4 A ) .  Cuanda hay  v a r i a o  c a p a s  
na e s  más g r a n u l o s a  que otras (Caceo, 1981). 

La m i c r o s c o p l a  e l e c t r ó n i c a  de transmisibn, muestra 
l a  i n t r i n c a d a  e s t r u c t u r a  f i l a m c n t o s a .  Desde q u e  se dcearrolla 
1 p r i m e r  c u e r p o  polar se  r e t r a e n  las v e l l o s i d a d e s  y se forma el 
i p u c i o  p e r i v i t e l i n o .  

c 
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CUADRO 2 

TAMAÑUC RELATIVOS DE ZONA PELUCIDA 

DE ALGUNAS ESPECIES DE MAMIFEROS. 

Especie 

Grosor de l a  
Zona (um) Referencias  

I 

. . , ~ ~ . ~ ~ o . ~ ~ . ~ ~ ~ o ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - o ~ ~ ~ ~ o o - - . o - o - ~ - . ~ ~ . ~ - . ~ = ~ - = - ~  

,!'I 1 '  

Zarlgüeya 1-2 3.M.Bredfor 

Ratón 5 Lowenstein y Cohon 

Hamater 8 Aust in ,  1961 

Oveja (maduro) 14.5 Wright ,  1977 I 

Oveja (inmaduro) 14.5 Wright ,  1977 

Cerdo 16 J.M.Dunbar , no 

Vaca 27 Wright ,  1977 

I 
(Com.Pers. 1 

1964 

I Humana 13 Aust in ,  1961 

Conejo 15 Aust in ,  1965 t 

pu b l  icado 

~~o~~.a~o.~~...~~..oo~~~oo~~~~~~~~.~o-~~-~-~.~o~~~-~---.-.~.-- 

Tomado de Dunber, 1983. 

L .  

B '  

F i g .  4 O v o C i t O  d e :  A Conejo B Cerdo 
- - 



Lo m i c r o s c o p í a  e l e c t r ó n i c a  de  b a r r i d o  m u e s t r a  q u e  l a  . 

u l t r a e s t r u c t u r a  d e  s u  s u p e r f i c i e  c o n s t a  d e  una  red d e  f i b r a s  que  
p r e s e n t a n  numerosos  p o r o s  d e  v a r i o s  tamañoa .  E s t o s  p o r o s  s o n  
mayores e n  l a  s u p e r f i c i e  e x t e r n a  y d e c r e c e n  hac ia  el i n t e r i o r  
( D u d k i e w i c z ,  1977 y S o c c o ,  1981) ( f i g .  5 ) .  

. .  

F i g .  5 M i c r o s c o p f a  e l e c t r ó n i c a  d e  b a r r i d o  d e  l a  zona  
p e l f i c i d a  

de r a t ó n .  A )  6,600 X 8 )  17,000 X 

(Tomado de  S a c c o ,  1981). 

LOB e s t u d i o s  s o b r e  l a s  p r o p i e d a d e s  f i s i c o q u f m i c a s  d e  
l a  ZP h a b í a n  a v a n z a d o  l e n t a m e n t e  d e b i d o  a l  pequeño tamafío d e l  

o v o c i t o  (757 um),  e l  r e d u c i d o  grosor d e  l a  zona y la d i f i c u l t a d  
p a r a  o b t e n e r  s u f i c i e n t e  c a n t i d a d  d e  m a t e r i a L n o  c o n t a m i n a d o  p a r a  
prGc:eder a su a n á l i s i s ,  p e r o  g r a c i a s  a una  t é c n i c a  
d e s a r r o l l a d a  p o r  D m b a r  e t  a l  (1980)  h a  s i d o  posib1.o o b t e n e r  una  
m a y o r  i n f o r m c i ó n .  Así  se sabe  a c t u a l m e n t e  a p a r t i r  d e  

estudios r e a l i z a d o s  e n  ZP p o r c i n a ,  q u e  e s t a  se compone 
p r i n c i p a l m e n t e  d e  una  71% de p r o t e í n a s  y un  19% d e  

4 



carbohidrato3 (Dunbar et al, 1980); entre  los monoscáridos 
encontrados estnn los que normalmente 8e encuentran en las 
glicoprotefnas: fucosa, manosa, galactosa y ácido N-acetil 
glucorbnico, así como ésteres de sulfato y foefato. (cuadro 
3 )  

Se han reportado contenidos protéicos de 1.8 a 4.8 ng. 
en ZP de ratón, 5 ng. en rata y 33 ng. para ZP de cerdo 
(Lowenstcin y Cohen, 1964; Blell y Wassarman, 1978; Repin y 
Akimova, 1976 y Dunbar et al, 1978). 

CUADRO 3 

CARACTERICTICAS QUIMICAS DE LA ZONA 
PECUCIDA DE CERDO. 

Pro teína 
Hexosas Neutras 
Acidos Urónicos 
Acido Siálico 
Acil-ácido graso  
Sdlfatos 
Fosfato 

Total 

1,000 

264 
34 
38 
38 
18 
15 



. 

Aunque hay un reporte (Noda et al, 79831, en que solo 
se obtienen dos glicoprotefnas de peso molecular 60,000 y 
96,000, las experimento5 realizados por Sacco et al (1961) y los 
realizados par  Dunbar et al (19601, con electroforesis 
bidimensional en gel con dodecilsulfato de sodio (SDC)  indican 
que la ZP porcina esta compuesta p o r  tres familias de 
glicoprotefnas (fig. 6). Cuyos miembros presenta'n pesos 
moleculares muy similares, un pH 6cido y con un p I  variable 
(Hedrick y Wardrip, 19611, y que la interacción de estas 
macromoiéculas forman complejns supramoiecuiares. Se sugiere 
que las interacciones no covaientes entre las macramolCculas 
glicoproteicas mantienene la integridad estructural gruesa de la 
zona y que la ruptura de estos puentes por c a l o r ,  cambios de pH 

o de fuerza iónica, dan como resultado una preparación de ZP 
solubilizada compuesta de complejos eupramoleculares. La 
integridad de estos complejos se mantiene por Fuerzas covalentes 
que pueden ser eliminadas por agentes reductores como el 
mercaptoetenol Y e1 SDS, para producir preparaciones 
monoméricas . 

La electroforesis en gel de poliacrilamide, de 
preparaciones de zona solubilizada, ha revelado de tres a cinco 
macromoléculas en la ZP de ratón (81eil y Wassarman, 1976 y 
Repin y Akimova, 1976) ,  tres de la ZP de r a t a  (Repin y Akimova, 
1976) y tres principales en la ZP de cerdo (Dunbar et al, 1980). 

L O S  miembros de una familia dada tienen la misma 
cadena polipeptidica como la muestran los e s t u d i o s  de mapeo 
peptfdico utilizando protcolisis limitada (Hedrick y Wardrip, 
1981 1 . 



t 

Fig. 5 ElectroforcniB bidimensional dpJ ZP porcina 
solubilizsda, mostrando las tres familias 
de glicoprotefnas de peno molccular 
5 5 , 6 5  y 99 Kd. 

i 
Trabajando con electruroresis bidimensional puede 

apreciarse qtie tanto I n  ZP d e  c u n e j o  COIEO la de cerdo y la de 
humano e s t 6 n  compuestas por tres familias principales de 
glicoprotcínas dehilrnerite h c i d @ £ i ,  con pesos moleculares 
promedio  de 

presenta 4 f a u i l i a s  y sólo dnr;vfUeron observadas e : #  le ZP de 
ratón (Cncco  c t  al, 1381),  aunque c c  d e s c ~ n c c e  su distribución 
topográ, i ,a  l ! i . .  c j ' t .  ... $1 b ;  , 

55,000, 65,000 y 9 0 , b O O  daltones (Cecco et al, 1981 
y Hedrick y Wardrip, 1901); en tanto que el mono ardilla I 



PtSüS ~IDLELULARES DE MACROMOLECULAS PRESENTES 

EN ZONA PELUCIDA DE VARIAS ESPECIES.  

Rango de 
espec ie s  Mac romo 1.6 c u1 D peso molecular 

Cerdo 

Humano 

Mono a r d i l l a  

1 
2 
3 
1 
2 
3 
I 
2 

Conejo 

82,000-118,000 
58,000-  96,000 

40,000-  7 4 , 0 0 0  

80 , 000- 120,000 
7 3 , 0 0 0  

59,000- 65 ,000  

63 ,000-  7 8 , 0 0 0  

63 ,000-  7 0 , 0 0 0  

47 ,000-  51,000 
43 ,000-  47 ,000 

ioo,ooo=11a,ooo 
~ ~ , O O O - I I O , O O O  
80 ,000-  92,000 

. .  . .  





ser utilizados por io8 espermatoroides, ya que los anticuerpos 
ocupan la ZP que cubre al óvulo, formandose una capa de 
precipitación en la superficie externa, impidiendo la adhesión 
del espermatozoide, a s í  Como la lisis de la zona y por tanto 
inhibiendo la fertilización. Finalmente en el caso de huevos 
fertilizados, estos anticuerpos previenen el escape del embrión 
por la zona con lo cual se impide la implantación. 

Se ha observado que existe una reacción cruzada entre 
la ZP de varis especies; en particular entre ZP porcina y 
humana, (Shivera y Dunbar, 79771, de ahf que la ZP porcina 
resulte un modelo ideal para el estudio de la topografía de la 
misma, permitiendo una aproximación a la humana en cuanto a su 
respuesta a los anticuerpos y en cuanto a la infertilidad 
relacionada con éstos. 

La detección de anticuerpos contra ZP ha sido 
restringida principalmente a método8 de microscopfa de luz 
como la inmunofluoresencia, pruebas de precbpitación de la ZP, 
el decremento de la disolución de la ZP por  proteasas y a la 
inhibición de la unión con el espermatozoide y por tanto de la 
fertilización (Dunbar y Raynor, 1960); por lo anterior se 
antoja la utilizacidn de una herramienta de marcaje específico 
para tratar de profundizar más en este problema. El uso de 
anticuerpos monoclonaies específicos contra una sola familia de 
glicoproteínas de las que componen la ZP, pudieran e o r v i r  como 



O B J E T I V O :  

Obtener anticuerpos monoclonalea en contra de una 
familia de glicoprotefnas de la ZP, que puedan ser utilizados 
como marcadores y para conocer su localización "in situn. 

HIPOTESIS: 
I 

Si los anticuerpos monoclonales que se obtengan, 
reaccionan solamente contra una de las familias de 
glicoproteínas, de las que componen en un 90% la ZP del óvulo 
del cerdo, entonces ser6 posible emplearlos como marcadores 
espcfficos para conocer su localización en la ZP del óvulo. 



M A T E R I A L  Y M E T O D O E  

de 

e t  

OBTENCION DEL ANTIGENO: 

E l  a n t f g e n o  u s a d o  se o b t u v o  a p a r t i r  
o v a r i o s  de c e r d o .  

Los o v o c i t o s  se e x t r a j e r o n  aegÚn e l  método d e  Dunbar 
a l ,  (1980), e n  e l  c u a l  ocho  l i t r o s  d e  o v a r i o s  se p a s a r o n  d o s  

veces p o r  un c o r t a d o r  manual  h e c h o  a base d e  h o j a s  de a f e i t a r  
p a r a  a b r i r  l o s  f o l i c u l o s  d e  Graff y d e j a r  e n  l i b e r t a d  l o s  
o v o c i t o s ,  l o s  c u a l e s  se p a s a r o n  a t r a v é s  d e  una  malla d e  
n n y l o n w  a un r e c i p i e n t e  con o c h o  l i t r o s  d e  s o l u c i ó n  r e g u l a d o r a  
de POS-Citrato-EDTA a 4 Q C .  La s o l u c i ó n  f u 6  f i l t r a d a  a t r a v é s  
d e  mal las  d e  " n y l o n "  c o n  o r i f i c i o s  d e  210, 149 y 74 um de  

d i á m e t r o ,  p a r a  r e c o g e r  e n  l o s  d o s  p r i m e r o s  l o s  r e s t o s  c e l u l a r e s  
y el m a t e r i a l  l i p f d i c o ,  p a r t í c u l a s  y c o n t a m i n a n t e s  s o l u b l e s  y 

e n  e l  t e r c e r o  l o s  o v o c i t o s  c o m p l e t o s .  E l  f i l t r a d o  es e l i m i n a d o .  
Las m a l l a s  se l a v a r o n  con  s o l u c i ó n  r e g u l a d o r a  a p r e s i ó n  p a r a  
a y u d a r  a l  proceso d e  f i l t r a c i ó n .  

f 

Los o v o c i t o s  r e t e n i d o s  e n  l a  m a l l a  de  74 um se p a s a r o n  
a t r a v é s  d e  u n a  m a l l a  d e  150 um 'y  e l  f i l t r a d o  f u 6  c o l e c t a d o  

.nuevamente  e n  una  m a l l a  de  74 um; e s t e  p r o c e s o  se r e p i t e  de 5 a 
7 v e c e s  c o n  e l  f i n  d e  o b t e n e r  una  m u e s t r a  c a d a  v e z  más p u r a  y 

en un volÚmen menor.  Cada vez  se a n a l i z ó  e l  m a t e r i a l  a l  
m i c r o s c o p i o  d e  d i s e c c i ó n  p a r a  a s e g u r a r  l a  p r e s e n c i a  de l o s  
o v o c i t o s  . 

Una vez  o b t e n i d o s  loa o v o c i t o s  s e  hornogenizaron  e n  un 
a p a r a t o  manual  P o t t e r - E l v e h j e m  d e  t e f l o n ,  m e t i e n d o  y s a c a n d o  e l  
émbolo s u a v e m e n t e  v a r i n n  v e c e s  con  el fin de d e s t r u i r  el 
o v o c i t o  y separar l a  ZP del mfamo, e l  homogenedo f u 6  colectado 



e n  un f i l t r o  d e  p a p e l  c o n  p o r o  d e  50 um y l a v a d o  con l a  
misma s o l u c i ó n .  
La ZP a i s l a d a  se s o l u b i l i z a  c o n  c a l o r  ( 7 0 O C  p o r  30 m i n u t o s )  e n  5 
m l .  d e  NH HCO 5mM. La concentration d e  p r o t e í n a  d e  e s t a  
s o l u c i 6 n  f u e  d e  2.4 mg/ml medida p o r  e l  mbtodo d e  Lowrv. De 

e s t a  s o l u c i ó n  s e  d i l u y e r o n  2mg e n  1 m l  d e  s o l u c i ó n  r e g u l a d o r a  
p a r a  l i s i s ,  r e d u c t o r 8  y s i n  2 - m e r c n p t o e t a n o l  (2=ME), c o n  l o  c u a l  
se r e d u c e n  o no l o s  e n l a c e s  d i s u l f u r o .  La e l e c t r o f ó r e s i s  
b i d i m e n s i o n a l  se r e a l i z a  p o r  e l  método de Laemmli (19701,  c o n  
e l  f i n  d e  i d e n t i f i c a r  l a s  g l i c o p r o t e f n a s  que componen l a  ZP. 

P a r a  l a  p r i m e r a  d i m e n s i ó n  s e  p r a c t i c ó  un i s o e l e c t r o e n f o q u e  
( I E F )  e n  e l  que  se c o r r i ó  una t i r a  ( s l a b )  d e  2 x 8 .5  x 0.3 cm 
d e  a c r i l a m i d a ,  u rea  y a n f o l i n a s  d u r a n t e  18 h r s .  a 300 v o l t s ,  e n  
e l  c u a l  l a s  p r o t e í n a s  s e  s e p a r a n  d e  a c u e r d o  a s u  P I .  
( O ' F a r r e l l ,  1975).  

La s e p a r a c i ó n  d e  p r o t e í n a s  por  8 u  p e s o  m o l e c u l a r  se 
h i z o  e n  un  g e l  d e  p o i i a c r l l a m i d a  a l  7%, c o n  d o d e c i l  s u l f a t o  d e  
s o d i o  (SDS-PAGE), y un g e l  p a r a  e q u i l i b r a r  l a  muestra;  e l  PAGE 

se p r e p a r a  según e l  m&todo d e  L r i e m m l i  (1970) .  La p l a c a  se 
c o r r i ó  18 h r s .  y se p a s ó  a l . g e l  d e  8 1 e q u i l i b r i o n  donde  se de36  
p o r  30 m i n u t o s  c o n  a g i t a c i h n  c o n s t a n t e .  

P a r a  e l  SDS-PAGE s e  p r e p a r ó  p r i m e r o  e l  gel d e  
c o r r i m i e n t o  y s o b r e  6 1 ,  una  vez  que  p o l i m e r i z ó  se c o l o c ó  e l  
g e l  d e  ncompac tac iÓn88  ( s t o c k i n g  g e l ) ,  una vez  q u e  se  
p o l i m e r i z ó  é s t e ,  se c o l o c ó  e o b r e  61 l a  t i r a  d e  l a  p r i m e r a  
d i m e n s i ó n  s u j e t a n d o l a  c o n  una  s o l u c i ó n  de a g a r o s a  a l  I%, se  
a p l i c ó  una  c o r r i e n t e  d e  70 V y se  d e j ó  c o r r e r  p o r  c u a t r o  
horas . 

Las glicoprotefnas ye s e p a r a d a s ,  s e  pueden  hacer 
visibles u s e n d o  e l  método de  p r e c i p i t a c i ó n  c o n  a c e t a t o  de 



OBTENCION DE ANTICUERPOC MDNQCLONALES. 

ESTIRPE CELULAR DE 
MIELOMA EN CULTIVO 1 

I 

FUSION EN 
POLIETILéNGLiCOL 

e& 
O 0  

CELULAS MiEi,OMICAS 
(HPCRT-I 

ea 
OQO 

CELULAS DE BAZO 

/in\\\ 
SELECCION DE LAS 
CELULAS HIBRIDAS 

ENSAYO DE ANTICUERPOS 

CONGE- > LACION 

1 ENSAYO DE ANTICUERPOS 

CONGE- > LACION 

RECLoNAw @ @ -a 
ANALiSlS DE SELECCION I DE VARIANTES 

CONGE- 

CLONES DESEADOS DESCON- 
PROPAGACION DE LOS 

GELACION 

CULTIVO CRECIMIENTO EN MASA EN /* DE NMORES 

q:: 
2s:. 

ANTICUERPO 

.. 
.a:.: :..-. 

ANTICUERPO 

, 

Esquema general para la obtenci6n de anticuerpos monoclonales. 



sod io  ‘ (H igg ins  y Dahmus, 1979) e l  c u a l  n o  r e q u i e r e  de t i n c i ó n ,  

de e s t a  manera n o  se a l t e r a n  l a s  p r o t e í n a s  c o n  c o l o r a n t e s  u 
o t r o s  agen tes ,  e l  g e l  c o r r i d o  b i d i m e n s i o n a l m e n t e  8e pasa a una 

s o l u c i ó n  de a c e t a t o  de s o d i o  4 H p a r a  p r e c i p i t a r  e l  g e l ,  

p o s i b l e  l o c a l i z a r l a s  y m a r c a r l a a ,  p a r a  después c o r t a r  e l  g e l  

con una n a v a j a  y e l u i r l a s  según e l  método de G e r t o n  e t  a l  

(19821, en  donde se c o l o c a n  l a s  p r o t e í n a s  separadas  en  e l  

a p a r a t o  p a r a  e i u c i ó n  e l e c t r o f o r é t i c a ,  e l  c u a l  s e  c o l o c o  en un 
d i s p o s i t i v o  p a r a  e l e c t r o f h r e s i s  con  c i r c u l a c i ó n  e n t r e  l o s  dos 

r c s e r v o r i o s  p a r a  l a  s o l u c i ó n  r e g u l a d o r a ,  m e d i a n t e  bomba 

p e r i s t á l i c a  a una v e l o c i d a d  de 3ml/min.  Se us6  una  s o l u c i ó n  

de g l i c i n a ,  t r i s  y SDS a pH 8.3, se t a p ó  y se  c o n e c t o  e l  ánodo 

en e l  t anque  s u p e r i o r  de jándose  c o r r e r  p o r  18 hrs .  c o n  una 

c o r r i e n t e  c o n s t a n t e  de 125 U ,  l o  c u a l  Pué s u f i c i e n t e  p a r a  

r e c u p e r a r  l a  p r o t e í n a .  Hecho e a t 0  s e  r e t i r ó  l a  t a p a  y s e  

tom6 e l  e l u i d o  con  una  p i p e t a  P a s t e u r ,  de l a  cámara de 

c o l e c c i ó n ,  e s t a  se e j u a g b  con  200 u l  de b u f f e r  p a r a  

i n c r e m e n t a r  l a  c a n t i d a d  de p r o t e í n a  c o l e c t a d a ,  se  d i a l i z ó  p a r a  

e l i m i n a r  e l  SDS y se  c u a n t i f i c ó  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a  

por e l  método de Lowry e t  a l  (1950)  y se  desecó l a  m u e s t r a  en  

un l i o f i l i z a d o r .  

excepto  donde haya p r o t e $ n a s ,  p o r  l o  que con  l u z  i n d i r e c t a  es I 

OBTENCION DE ANTICUERPOS: 

CELULAS : 
, 

Se t r a b a j ó  con  c é l u l a s  de mie loma de 

r a t ó n  de l a  l í n e a  P3X63Ag8.653 o b t e n i d a s  c u a t r o  años a t r á s  

p d r  HMhler  y M i l s t e i n  (1975). La l í n e a  de Hearney t i e n e  l a  

v e n t a j a  de n o  s e r  s e c r e t o r a  n i  p r o d u c t o r a  de cadenas de 

i n m u n o g l o b u l i n a ,  además de s e r  d e f i c i e n t e s  e n  l a  enzima 

h i p o x a n t l n a  g u a n i n a  f o s f o r r i b o s i l  t r a n s f e r a s a  (HPGRT), l a  c u a l  

e s  m e t a b ó l i c a m e n t e  r e q u e r i d a  para la s í n t e s i s  de pu r inas  

( L i t t l e f i e l d ,  1964 y E p h r u s s i ,  1972). Eatas  c é l u l a s  se 

m a n t u v i e r a n  p r o l i f e r a n d o  e n  medio de c u l t i v o  de E a g l e  m o d i f i c a d o  
p o r  Du lbeco (DMEM) auplementado c o n  un 10% de s u e r o  f e t a l  de 



ternera (Microlab), glutamina (Microlab), piruvato (Merck) 
aminoócidos no esenciales (Microlab), 2-ME (Merck) y 
antibióticos, en una atmósfera humeda con 10% de C02 en aire. 

INMUN IZ AC I ON : 
El método de inmunización usado fue 

el descrito por Vaitukaitis et al (1971) con ligera8 
modificaciones: Treinta días antes de la fusión, se tomaron 40 
ug de antígenos ZP en 0.25 ml de solución aalina balancead8 
(SSBl(Microlab1, emulsificándola con 0.25 ml de adjuvante 
completo de Freund (CFA)  (Difco) e inyectándose por via 
intraperitoneal (IP) en ratones hembra BALB/c de 6 a 8 semanas 
de edad. 

LE inmunización se repite tres días antes de la 
fusión celular sin usar CFA. 

ANTIEENOS: 

Se utilizó le glicoproteina de peso 
molecular 5 5 , 0 0 0 .  (55 Hd), una de las que componen la zona 
pelhcida de cerdo, reducida con 2-ME (55 K +). 

LINFUCITOC: 
Los ratones inmunizados 30 y 3 días 

antes, fueron sacrificados p o r  dislocación cervical para 
extraer el bazo, el que se obtuvo de tres ratones para que al 
mezclarlos se tuviera una mayor  probabilidad ue qbtener rélulas 
productoras de anticuerpos, Los bazos se tranfirieran s una 
caja ae P e t r i  con A m, d;: SLü 2' 8 .  m . 7 ~  r : - o n  rn;; h i e c  CmYn,o ue 
jeringa sobre una malla de metal y se pas6 el homogenado a un 

I 
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tubo  e s t é r i l  p e r a  c e n t r i f u g a r l o  a 112 x g p o r  I O  mln. e n  una  
c e n t r í f u g a  Corva11  GLC-2; E l  b o t ó n  c e l u l a r  se l a v ó  c o n  5 m l  
de CCB, se c e n t r l f u g ó  nuevamen te  y se c o n t ó  e l  número de 

l i n f o c i t o s  e n  una  cámara  d e  Ncubauer .  

TIMOCITOC: 
Se u t i l i z a r o n  a l o s  t i r n o c i t o s  como c é l u l a s  

aacompaf lan tes t t  d e  l o s  h i b r o d o m s s .  P a r a  o b t e n e r l o s  Be s a c r i f i c 6  
un r a t ó n  RALEI/c d e  3 a 4 semanas d e  e d a d ,  y se e x t r a j o  e l  t i m o ,  
e l  c u a l  se maceró  con  un dmbclo d e  j e r i n g a  de v i d r i o  sobre una 
r e j i l l a  de m e t a l ,  l a  s u s p c n c i ó n  o b t e n i d a  se p a a 6  a un t u b o  
e s t é r i l ,  c e n t r i f u g a n d o  a 112 x g p o r  10 min. ,  e n  una  
c e n t r f f u g a  Corva11  GLC-2. E l  b o t ó n  c e l u l a r  s e  r e s u s p e n d i d  
con DMEM HAT a l  2%. 

POLIETILENGLICOL: 
Se p r e p a r ó  una  s o l u c i ó n  a l  50% p /v  

e 
e n  DMEM mínimo. An tes  d e  m e z c l a r  l a s  c é l u l a s  se e s t e r i l i z ó  
e l  PEG ( d e  peso m o l e c u l a r  1540 d n l t o n e s  Baker )  a 20 l b  d e  
p r e s i ó n  p o r  20 m i n u t o s  (Gefter e t  a l ,  1977 y Davidson  e t  a l ,  
1 9 7 6 ) .  E l  pH se  a l c a l i n i z ó  c o n  NaOH 0.1 N e s t é r i l  (Norwood, 
1902) . 

FUSION: 

Se l l e v ó  a cabo p a r  a l  método de Galf re  e t  
a l  ( 1 9 7 7 1 ,  b á s i c a m e n t e  se tornaron 5 X I 0  c é l u l a s  d e  mieloma 
en  f a s e  de  c r e c i m i e n t o  lagarftmico y í . 5  x 10 l i n f o c i t o s  de 

b a z o ,  se c e n t r i f u g a r o n  I O  m i n u t o s  u 112 x g p a r a  e l i m i n a r  e l  
medio de c u l t i v o  y sotire l o  p a s t i l l a  c e l u l a r  se agregó 1 m l  de  
PEG (Kennett e t  al, 1978 y P o n t e c o r v o ,  1976) d u r a n t e  doa m i n u t o s  



s g i t a n d o  s u a v e  y c o n s t a n t e m e n t e ,  d e s p u 6 s  se  d i l u y ó  e l  PEG con  
9 m l  d e  DMEM a g r e g á n d o l o  e n  3 y medio min.,  se  c e n t r i f u g ó  
d u r a n t e  I O  m i n o  a 112 x g p a r a  e l i m i n a r  e l  PEG; e l  b o t ó n  se 

r e s u s p e n d i ó  e n  5 m l  d e  medio H A T  y s e  a g r e g a r o n  l o s  t i m o c i t o s .  
Inmed ia t amen te  d e s p u é s  d e  l a  f u s i ó n  s e  c o l o c a r o n  e n  p l a c a s  d e  

t i t u l a c i ó n  d e  96 pozos  ( L i n b r o ) ,  c o l o c a n d o  0.1  m l  d e  l a  
s u s p e n c i ó n  c o n  ap rox imadamen te  un m i l l ó n  d e  c é l u l a s  e n  c a d a  
pozo.  S i e t e  d f a s  d e s p u é s  se a g r e g a r o n  0.1 m l  d e  medio H T  a 

c a d 8  pozo  y s i e t e  d í a s  d e s p u é s  s e  p r a c t i c ó  e l  e n s a y o  p a r a  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  e n  l o a  s o b r e n a d a n t e s ,  donde  s e  
a p r e c i a r o n  c o l o n i a s .  

D E T E R M I N A C I O N  DE A N T I C U E R P O S :  

Los pozos q u e  
p r e s e n t a r o n  buena  p r o l i f e r a c i ó n  c e l u l a r  f u e r o n  p r o b a d o s  
m e d i a n t e  un e n s a y o  e n r i m e t i c o  d e  f a s e  s ó l i d a  (ELISA: Enzime 
L i n k e d  I n m u n o s o r v e n t  Assay) ( E n g v a l l  y P e r l m a n n ,  1972). Se 

a g r e g ó  a una  p l a c a ,  0.5 u 1  d e  a n t í g e n o  e n  cada pozo  y se d e j ó  

p o r  18 h r s .  h a s t a  l a  e v a p o r a c i ó n  t o t a l  a 37C. La p l a c a  fué. 
l a v a d a  t res  v e c e s  c o n  S o l u c i ó n  s a l i n a  de  P o s f a t o  (PBC) 0.07 M 

pHO y se  a ñ a d i e r o n  50 a 100 u 1  d e l  s o b r e n a d a n t e  d e  108 p o z o s  c o n  
c o l o n i a s  c e l u l a r e s ,  se  i n c u b ó  20 m i n o  a t e m p e r a t u r a  a r n b l e n t e ,  
s'e l a v a r o n  l a s  p l a c a s  d i e z  veces c o n  tween  80 a l  0.05% e n  PBS. 

Se a d i c i o n a r o n  a c a d a  pozo  50 u 1  d e  s o l u c i ó n  de IgG d e  cabra 
a n t i - r a t ó n  c o n j u g a d  a p e r o x i d a s a  d i l u f d a  1:500 ( C a p p e l )  
d k j á n d o s e  r e a c c i o n a r  p o r  10 min., l a s  p l a c a s  s e  l a v a r o n  diez 
v e c e s  c o n  tween  80 a l  0.05% e n  P85 y s e  a d i c i o n a r o n  100 u 1  de 

s u s t r a t o  (ABTS-H O 1. Cada pozo  f u é  a n a l i z a d o  a s i m p l e  v i s t a  o 
e h  un l e c t o r  d e  ELISA ( D y n a t e c h )  a 408 nm ( H o r r e b a e c k ,  1981).  

j 

CLONACION: 
Laa c é l u l a a  d e  l o s  p o z o s  que t u v i e r o n  una  



mayor concentración de anticuerpos, se analizaron por la 
técnica de ELISA, fueron clonadas por dilución limitante 
según la técnica de Hc. Hearn (1981),  colocándose de 30 a 50 

células en cada pozo de la placa de microtitulacidn (Limbro) 
en cuatro ocasiones, utilizando timocitas como células 
wacompañantes". 

EXPANSION: 

A partir de la segunda c l o n a c i h ,  l a s  
células con buena proliferación se expandieron, primero a 
placas de 24 pozos, luego a placas de I 2  pozos y posteriormente 
a botellas de cultiva de 25 cm de superficie (Nunc), 
finalmente dos millones de híbridomas fueron inyectados por v í a  

I P  en ratones BALB/c de 6 semanas de edad, los cuales habían 
sido por via I P  siete y diez días antes can 0.5 ml 
de Pristan (2,6,10,74-tetrametilpentadecano Rldrich) que produce 
un tumor ascítico y facilita la obtención de anticuerpos en 
cantidades de 10 a 12 mg/ml (Potter, 1962). 

inyectados 

CONGELACION: 
Las células híbridas se mantuvieron en 

congelacidn para conservar la linea. Para é s t o  5x10 de 
células fueron centrifugadas a 172x9 durante 'IO min en una 
centrífuga Sorvall GLC-2 para formar un botón celular, 8e 
separó e l  sobrante y el botón fué  resuspendido con 7 ml de 
dimetilsulfoxido (014SO) ai 70% en suero fetal de ternera (FCS) y 
colocada en un criotubo (Nunc), este se dejó una semana a -7OC 
en un congelador REVCQ dentro de una caja de poliuretano y 
dospu-6s se pas6 a un recipiente con nitrógeno líquido, donde 
se conservaron laa células hsta el momento de usarlas. La 

descongelaci6n se h i z o  en baiio M a r í a  a 37C por uno a dos 
minutos  y se centrifugaron a 172xg durante I O  min, e@ 



. resuspendieron las células en 5 ml de medio de cultivo y se 
guardaron en la incubadora a 37C (Kennett, 1981). 

OBTENCION DEL LIQUIDO ASCITICO: 
De diez a veinte días 

despuée de haber inyectado loo hibridomas, ee apreció el tumor 
eecítica en el ratón. Para obtener el lfquido de ascitis ee 

inyectó 5 ml de SSB (Microlab) por vfa IP y se recobraron 
nuevamente con la miema jeringa obteniendo de esta manera el 
flufdo ascftico, el cual se almacenó a - 7 O C  dentro de una 
caja de poliuretano. 

I 

ANALISIS DEL LIQUIDO ACCITICO: 
El fluido ascítico se 

probó con las técnicas de Weetern Blott (Towbin, 1979) y 
eiectrofóresis (Laemmii, 1970). 

Para probar la especificidad de los anticuerpos del 
fluido ascftico, se practicó la técnica de Weatern Blott que 
consistió en una electroforeois transversal. Para ésto se 
acopló entre dos láminas de esponja (3 M) una hoja de papel de 
nitrocelulosa y el gel de poliacrllamida conteniendo las 
glicoproteínas de la ZP separadas por electrofóresis 
bidimensinal, esto se prensó con dos placas perforadas de 
acrflico sujetándolas con dos ligas de hule, y en el sentido 
del gel hacia el papel se hizo pasar una corriente eléctrica. 
Hecho esto se tomb el papel de nitrocelulosa y se incubó una 
hora a temperatura ambiente en una solución de ESA-TRIS salino 
dejándose en agitación, se enjuagaron los "blotts" con 
solución TRIS-ealina y ee  incubaron con I O  a 20% de liquido 
ascftico en solución ( 1  a 2 ml de líquido ascftico + 8 a 9 



ml de ESA-TRIS-salino) y se dejó en agitación du,rante toda la 
noche. Al dfa siguiente se recobró la solución con el 
fluido acftico y se enjuagó el papel de nitrocelulosa con la 
solución durante 30 min (tres cambios de 10 min cada uno). Las 
muestras se incubaron 60 min en agitación, c o n .  1.5 ml de 
anticuerpos anti IgG de ratón conjugadas a isotiocianato de 
fluoresceina ( F  ITC). Se lavó la muestra con solución 

I 

amortiguadora TRIS-salino durante 30 min (tres cambios) con 
agitación y se examinaron bajo una fuente de luz ultravioleta 
(UV) .  

Para el análisis electroforetico, 8e prepararon 70 u1 
de la muestra conteniendo 100 ug de proteína del fluido 
ascftico, en 45 u1 de SDS al 2%, más 22.5 u1 de solución de 
preparación de la muestra (SPB). 

Se preparó un gel de poliacrilamida al 7% (Laemmli, 
\1970) y se depositó en el soporte, se agregó una pequeña capa 
de isobutanol saturado con agua y una vez que polimerizó se 
lavó y se agregó el gel de compactación, colocando el peine 
para hacer los carriles. Se pusieron las muestras en cada 
carril y se llenaron los poroe con solución reguladora. 

Se dejó correr por dos a' tres horas a 25 mA. - Una vez 
que el frente del solvente estuvo a 1 cm del extremo inferior 
del gel, se sacó y se pas6 a la solución de tinción A y se 
dejó toda la noche en agitación suave. A i  día siguiente se 
pasó a la solución de tinción 8 ,  donde se d e j b  de cuatro a 
s e i s  horas en agitación, después se pasó a una solución 
decolorante de ácido acético al 10% y se conservó en ésta. 
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AMALISIS CROMOSOMICO: 

A una botella de cultivo con 
células en periodo de crecimiento logaritmico se  le agreq6 

Después de una hora de incubación, el contenido de los f r a s c o s  

de cultivo se pasó a tubos de centrífuga, se centrifugaron I O  

min a 112 x g, s e  desechó el sobrenadante y el paquete celiiler 
ae resuspendió con una solución hipotónica de K C I  o . o i 5  M ,  se 
llevó a un volumen final de 5 rnl y se incubaron a s í  a 37C 
durante veinte minutos, se centrifugó nuevamente a 112 x g por 

colcemida (Microlab) a una concentración final de 0.4 ug/t-ril. 4 

I 
I O  min, se desechó el sobrenadante y el paquete celular se i 
resuspendió con solución fijadora Carnoyd (Metanol-ácido i 
acético 3 : l )  a un volumen final de 5 ml; el material de 

fijación se dejó durante 15 min, trascurrido este tiempc sr. 

centrifugó 
hasta que se obtuvo un sobrenadante transparente. Finalmente el 
paquete celular se resuspendió en 0.5 ml d e  fijador para h a c e r  

las preparaciones, estas se realizaron mediante la técnica de 
secado a la flama. Los portaobjetos se lavaron previamente y se 
sumergieron el agua destilada fría con hielo, se agregaron tres 
gotas de la suspención celular dejándolas caer de una alttlri3 
aproximada de 30 cm, se lea sopló lateralmente y se secaran a 
la flama. Se tifíeron con Giemsa (Merck) al 5% durante 4 i a i n  y 
posteriormente se montaron con resina sintética ( S i g m a )  par3 su 
posterior análisis. (Moorhead, 1960). 

y el paquete celular 5e lavó con solución fijadaro 



R E S U L T A D O S  

' I  
CELULAS : 

Se traba36 con la línea de mieloma 
P3X63Ag8.653, debido a que estas células tienen la 
característica de no ser secretoras de anticuerpos, de esta 
manera se tiene la seguridad de que los anticuerpos monoclonales 
producidos son exclusivamente los condificados por las células 
paternas de bazo y por tanto los que interesan para este 
estudio, lo cual se pudo confirmar en las bandas obtenidas en la 
electroforesis (Fig. I O ) .  

ANTIGENO: 

Poniendo en práctica la técnica que citan 
Dunbar et al (19801, se pudo obtener a partir de ovarios de 
cerdo una preparación de ovocitos con la zona pelúcida que los 
rodea; la pureza estimada fu6 de un 95% en las observaciones en 
el microscopio de disección, parte de esta pureza fue debida 
al uso de material de plástico, ya que la ZP tiene la 
peculiaridad de adherirse al vidrio y en cambio sustancias 
contaminantes coso los lfpidos tienene la tendencia a adherirse 
al pl6stico, p o r  esto el uso de vasos y mallas de plástico 
durante la obtención y la filtración, incrementa el 
rendimiento en -cuanto a ovocitos y la pureza debida a la 
r e t e n c i h  de lípidos conaminantes por el plástico. 

se pueden observar los ovocitos rodeados por una capa . 
gruesa de material gelatinoso transparente en el microscopio de 
luz (Fig. 81, dicha CJPP 



mrris;ond. e l a  ZP, l a  CUA! c.. mps,riR í..t=gra y rodeando a 
cada uno de los ovocltos, el grosor de la ZP del ovocito de 
cerdo fué de 16 um (Dunbar, 1983). Los ovocitos homogenizados 
que ae lograron romper, dejaron en libertad la ZP íntegra la 
cual se observó como nfantasmas". 

A partir de 2,000 ovarios de cerdo se obtuvieron 
aproximadamente 500,000 ovocitoe de los cuales se extrajeron al 
rededor de 400,000 ZP, o se8 un promedio de 200 ZP p o r  ovario, 
que es una cantidad apropiada para trabajar; además ee 
relativamente rápida pués en aproximadamente 5 hrs se obtienen 
las ZP a partir de los ovarios. 

La concentración de proteína en la ZP obtenida fu6 
de 3 mg/ml, lo que corresponde a 15 mg de ZP completa en un 
volumen final de 5 ml. . 

Los componentes de la ZP fueron separados de acuerdo a 
su punto isoeléctrico, primero y después de acuerdo a su peso 
molecular, lo, cual se pudo apreciar claramente mediante la 
técnica de Higgins y Oahmus (19791, éste al precipitar el gel 
donde no hay proteinas, permitió apreciar tres zonas 
cristalinas en - el gel de pollacrilamida-SDS, mismos que 

contenían las proteínas de la Z P ,  la mayor de estas zonas 

correspondió a una familia de glicoprotelnan de peso molecular 
promedio de 55,000 Daltones ( 5 5  HI, la familia que le siguió en 

tamaño fue la de peso molecular promedio de 65,000 (65 K) y 1-i 
de menor dimensión c o r r e s p o n d i ó  a la d e  peso molecülar d e  
90,000 Daltones (90 H), 



I 

Fig. 7 OB,arios de cerdo 
( CBCCO, 1981 1 

Fig. 8 Ovocitos de cerdo 
obtenidos por la técnica 
antes mencionada. 

.. P 



La elución de las fracciones se practicó en un aparato 
diaeñado para este fin e n m l  laboratorio del Dr. Hedrick (Gerton 
et al, 1982) acoplado o un aparasa de electroforesis con la 
corriente ascendente (conectando el ánodo en el t-inque superior y 
el cátodo en el inPerior)'y teniendo la precaución de colocar 
una membrana de diálisis entre el fin de la columna (cámara de 
colección) y el tanque superior, con lo que se logró el flujo de 

la solución pero se impidió el pasa de la protefna, la cual se 
pudo 
liofilizada posteriormente. Con este procedimeinto se obtuvo un 
60% de la familia de glicoproteinas d s  peso molecular 55 H, un 30% 
de la familia de 65 K y un 20% de la familia de 90 K. 

I 

colectar al d í a  siguiente en la cámara de colección y fu6 

MEDIUS DE CULTIVO: 
La lfnea de mielama P3X63Ag6,653 

creció adecuadamente .en el medio de cultivo DMEM, suplementado 
con 29% de FCS,- aminoacidos, 2-ME, insulina y antibióticos. Este 
nedio resultó ser el mas apropiaac, dentro dc: las variaciones 
usadza (ver apéndice). 

En este medio las células duplican su población cada 24 
volumen de células crecientio varió entre 3 X I O 5  a 2 X h r s .  

10' ; las cajas de cultivo se diluyeron cada dos o tres rifas para 
eyitar una sobrepoblación que puede conducir a la muerte de totias 
las células. SE cambiaron de botella cada siete a diez días 
para evitar l a  Gontmln,c,Zn. 

El 

. E l  U m L a  se uncnr.tl.6 hipertrofiaao por 
efecto de la hlperinmunización y la concentración promedio de 

células fué de 80,000,000 p o r  bazo. 



TIMOCITOS: 
La cantidad óptimo de c6lulas tímicas fué  

de 125 X I O *  timctcitos por placa de 9 Ó  pozos y las wejnres 
resultados se obtuvieron cuando se utilizó timo de ratón de 3 a 
4 semanas d e  edad. 

ODTENCION DE COLONIAS HIBRIDAS Y COLONIAS 

SECRETORAS DE ANTILUERPOS: 

Como resultado de la fusión, se 
obtuvo un 20% de p o z o s  con crecimiento de colonias perfectamente 
apreciables al microscopio dP luz. Los sobrenalantes de estos 
~ O Z G S  fueron probados por el mfitodo de ELICA, obteniendo en un 5% 
de e l l o s  una reecci6n positiva, a partir de ellos se realizó la 
primera clonación de donde eri al 13% de los pozos proliferaron 
las células adecuadamente y d e  ellos el 88% d i 6  positiva la 
reacción de ELISA. La segrinda clanación con timocitos, corno 

células Wacon?pañantesn di6 un 38% di? pozos  ccn colonias 
positivas, de estos el 50% tuvieron anticuerpoa. Al.practicar la 
tercera c l o n a s i h  el porcmtsje de proliferación, fu6 d e l  20% y 
el 98% presentó anticuerpcs. En 13 cuarta  clonación, a partir 
de los pozos con mayor PGSitiVidad y de una sola colonia en ellos, 
ae obtuvo un 36% de crecimiento y la reacción de E L I S A  f i !6  
positiva en el 100% d e  los pozos, (Cuadrc 5 ) .  

. 



CUADRO 5 

Crecimiento de colonias de células 
h f b r i d o s  y positividad de anticuerpos 
p o r  la reacción de E L I D A .  * 

F U S I O N  

CLONACION 

CLONACION 

CLONAC I ON 

CLONACI ON 

I 
I 1  
I 1 1  

XU 

20% 

13% 
38% 
20% 

3691 

6% 

es5 

98% 

100% 

5016 

. 



D E T E R M I N A C I O N  DE A N T I C U E R P O S  

EN EL L I Q U I D O  A S C I T I C O :  

4 Las cdlulas hfbrldas de la segunda, tercera y cuarta 
clonaciones se expandieron a p o z o s  cada vez mayores y a cajas de 
cultivo de 25 cm2 y de 75 cm2 de superficie, con lo que se obtuvo 
un número m a y o r  de hibridomas, de éstos, 5.5 x 10’ se congelaron 
y 2 x 10’ de chlulas se inyectaron a ratones 6ALB/c previamente 
inyectados con pristan, con lo cual en un periódo de 12 a 25 
d í a s  se pudo observar el desarrollo de un tumor en el ratdn, de 
61 s e  extrajo el líquido ascltico que se almacenó a - 7 O Q C ;  al 
probarlo por E L I C A  esta fué positiva, sin embargo para hacer esta 
prueba más específica se trató con papel de nitrocelulosa en el 
c u a l  se había practicado la técnica de Western Blot a partir de 
geles de poliacrilamida de segunda dimensión conteniendo las tres 
familias de glicoproteinas las cuales pasaran al papei de 
nitrocelulosa; en contacto con este papel se colocaron los 
líquidos ascfticos, oc? dejaron toda la noche y deapués de 
enjuagar el papel con solución reguladora se adicionó el F I T C  

conjugado al anti igG de ratbn, observando ahora que la 
inmunofluorescencia salo se aprecia en la familia 55 H, sobre todo 
hacia el extremo ácido en algunos c a s o s ;  no se presentó 
positividad en ninguna de las otras dos famillas, Se cruz6 el 
mismo papel con anticuerpos contra Z P  total para corroborar la 
presencia de las otras dos familias dando positiva ahora, la 
inmunoflUoresccncia contra las tres familias de glicoproteinas 
(Fig. 9). 

Se practicó con el líquido aacítico un corrimiento 
electroforético en 5 D C - P A G E ,  con el fin de determinar si el 
anticuerpo obtenido era de close Ig6,por lo que se corrió en un 
pozo una muestra de IgG como control. En un caso se usaron las 
muestras sin reducir y en o t r a  se redujeron previamente con 2=ME, 

En esta electroforesis se pudo observar el patrón de corrimiento 



característico de las I$(Fig. I O ) ,  que son las más abundantes 
en la respuesta inmune secGndoria. Se pueda apreciar en la banda 
B una IgG de ratón obtenida p o r  cromatograffa (Fig. I O )  y q u e  
e l r v e  como patrán para indicar la presencias de este tipo de 
inrnunoglobulina en los corrimlentos CorrespondiEntes a los 
líquidos ascíticos. 

I 

ANALISIS CROMOSOMICO DE LOS HIERIDOMAS:  

Al hacer el análisis cromosómico de las preparaciones 
obtenidos de hibrldomas por la técnica de Moorheed et al (19601,  

se pudo observar un ndmero cromosómico modal de 61, estos 
hibridúmas proceaen de parenteles con número cromosómico 60 para 
el mieloma y 40 para los linfocitos del bazo de ratán. 



c 

I 

Figura 9: En las siguientes páginas se pueden apreciar 6 
parejas de fotografías de papel de nitrocelulosa, tratado el de 
la izquierda con ljqliido ascitico (con anticuerpo monoclonal) y 
el de la derecha con ZP completa como control. 

) 

Los de la izquierda muestran fluorescencia en la zona 
correspondiente a la glicoproteina 55 K ,  en tanto los d e  la 
derecha la muestran en l a s  tres familias de glicoproteínas. 

. 
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ELECTROFOÍ7 lC IS  EN I D A  DE 

LIQUIOO A S C I T I C 0  CLONAL 

. . . ,.. 

h )  No reducida i. 

F i g u r a  I O .  Elctroforesis en CDS-PAGE, mostrando los 
componentes de los líquidos ascfticos dc la segunda clonación. 
A :  Estandzr de a l t o  p e s o  molecular; B:IgG de ratón; C:CLiero d e  
r a t ó n ;  los siguientes corresponden a m u e s t r a s  d e  l f q u l d o  
a s c í t i c o ;  D : A 3  1S02; E:F2 6 0 2 ;  F:C5 1502; G:C6 602;  H:810 
602;  i : A l  602;  J:C5 2302. La  f l e c h a  indica e l  l u g a r  de la Ig en 

b )  y de l a  cadena p e s a d a  en ( a ) .  
( 



D I S C U S I O N  

En este trabajo se logró obtener anticuerpoe 
monoclonales o'n contr? de ZP parcina: aunque exis te  un t a b a j o  
reciente sobre la obtenci6n de anticuerpos en contra de dos da 
las familias de glicoproteinas Que componen la ZP'en ratón (East 
y Dean, 1963 y 1984) estas familias corresponden a laa dos de más 
alto peso molecular a diferencia de la obtenida en el presente 
estudia que es la de menor peso molecular. 

€1 estudio d e  las giicoproteinas que componen la ZP de 
cerda, durante: muchos afios fue obstaculizado, primero p o r  la 
dificultad para obtener una cantidad apropiada de muestras de ZP 

para proceder a s u  análisis, y d e s p u é s  por no contar con un 
marcador apropiado para este estudio, 

Actualmente gracias a la técnica desarstllada por Dunbar 
et al (1SeO)  que permite la obtenclbn de ZP purificada para 
proceder 
Milstein (1975) que por la técnica de hibridación calular, 
facilfta la obtención de inmunoglobulina monoclonal, es posible 
obtener, 
identificación de antigenas con un alto grado d e  selectividad, 

a su análisis y a 13 técriica desarrollada por Hdhler y 

e,ptos onticuerpos monoclonales, que permiten el marcaje e 

En este eatudio Be ctilizaron las técnicas mencionadas 
para obtener primero al antigen0 (una familia de glicoprotefnao) 
y después el enticuerpo monoclonal de la clase IgG contra dicho 
antígeno. 



0 7 0 1 2 6  
Se sabe que las características de la respuesta inmune 

pueden depender tanto del esquema de inmunización como de la 
naturaleza del antígeno y que durante la respuesta inmune 
primaria la mayorfa de los antígenos inducen inicialmente la 
formación de anticuerpos de la clase IgM, seguidos de la 
praduccian de los de la clase IgG, en tanto que en la respuesta 
secundaria se produce preferencialmente anticuerpos de la clase 
IgG (Hood et al, 19781, con basa en lo anterior se uti1526 un 
protocolo de inmunizscihn, consistente en una primera inycccibn' 
de antigen0 y posteriormente a los treinta días, cuando va 
decqeciendo la reapuesta inmune primaria, una segunda 
inmuniracián para inducir la respuesta secundaria. 

4 

La línea celular qae se utilizó en la fusión 
(P3x63Ag8.6531, tiene la característica de no secretar cadenes 
ligeras ni peeadas de inmunoglDSulinas, por lo que e2 empleo de 
estas células impide' la formnc!-bn de maléculas nuevas de 
inmunoglobulinas, por lo que queda excluida la posibilidPd de 
asociación entre cadenas ligeras y pesadas de ambas líneas 
proyenitoras, como ocurre con las cadenas híbridas provenientes 
de mielomas secretores. 

. * -  

En este trabajo se iitilizb PEG 1540 como agente inductor 
de la fusión celular, ya que con 61 se superan algunas 
limitaciones que se presentan con el uso d e  los v i r u s  y las 
lecitinas, tales como la frecuencia de hibridscibn y la baja 
reproducibilidad, el PEG es un agente fusógeno adecuado, 
sobretodo cuando se encuentra a la concentración y PH apropiados 
pari 
fusión. 

obtener un mínimo de toxicidad 'y un máximo de frecuencia de 



Con respecto a la clonación p o r  dilución limitante, dadas las 
características del suero con que se trabajó, no fue posible 
clonar una sola célula, sin embargo, al seguir la formación de 
las ;;colonias, pudieron detectarse aquellos pozos en los que a I 

partir de una sola célula se obtuvo una colonia Única en un solo 
pozo, en la cual B e  detectó mediante la técnica de E L I S A  la 
sfntesis del anticuerpo deseado. B a j o  estas condiciones se 
seleccionó el pozo a clonar cada vez, por lo que se puede decir 
que se tuvo un anticuerpo monoclonal.por el tipo de selección 
utilizado. . 

El hecho de haber encontrado la presencia de las dos familias 
( 6 5  y 90 H) restantes ae glicoproteinas en el papel de 
nitrocelulosa al ponerlo en presencia de anticuerpos en contra de 
ZP completa, indica que efectivamente se obtuvo un anticuerpo 
contra la familia 55H. 

Al analizar las' líquidos ascfticos par electrofarks!s 
(SDC-PAGE) tanto reductora como no reductora, se observó que 
junto con las bandas correspondientes de inmunoglobulinas, se 
presentan otras bandas debidas a ' la composición del lfquido 
aecítico ya que la proteína no fue purificada. A pesar de esto, 
se pudo detectar la reacción específica contra la familia 
55H(+). 

Habiendose obtenido un anticuerpo especifico en contra de una 
de las familias de glicoproteinas que componen la ZP del óvulo 
del cerdo, se considera que estamos en posibilidades de localizar 
la ubicación topográfica de la misma "in situ", tanto antes como 
despues de la fertilización, lo cual permitirá conocer si 
existen o no combios estructurales durante la fecundación a nivel 
de esta molécula. 

. 



Esto podrfa marcar el -dnicIa de un estudio tendiente al 
conocimiento integral de l a  estructura,yo que pueden obtenerse 
anticuerpos monoclanalas en contra de las otras dos familias de 
glicoproteinas detectadas isaqta ahor5 como integrantes de la ZP, 
con lo cual podria profundizarse en el estudio de la fecundación 
y del fenómeno fertilidad e infertilidad. 

1 

. 



CONCLUSIONES 

Con base en loa resultados obtenidos se puede afirmar que se 
obtuvieron líneas celulares híbridas, y a  que estas son capaces 
de crecer en un medio selectivo carno el HAT,  ademas de presentar 
un numero cromosómico menor d la sumo de los do: D ~ F  n - = . i o - ,  ,o 

y . t . 1 ~ 1  es uaracterfatico de las c6ll;las hfbridas. 

Eatos hibridomas secretan un anticuerpo contra el antfgeno 
utilizado como se pudo observar al practicar la técnica de €LISA. 
Dicho anticuerpo es específico para la glicoproteina de peso 
molecular 55,000, lo cual se demostró al cruzar específicamente 
con dicha molécu1.a en el papel de nitrocelulosa. 

ademas por e1 corrimiento electroforhtico pudo demostrarse que 
e s t a  inmunoglobulina presenta la misma movilidad electroforética 
que la 196, por lo que Be postula que sea  196, lo cual 
correspon de a lo esperado, ya que proviene de una respuesta 
inmune secundaria. 

e 
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A P E N D I C E  
( s o l u c i o n e s )  

C o l u c i o n  a m o r t i g u a d o r a  PBS-citrato-EDTA. 

N a C l  147.8 
NaLHP04 43.3 9 

EDTA ( s a l  d i s ó d i c a ) l 4 . 9  g 
C i t r a t o  de ' s o d i o  16.6 g 
Azida  d e  s o d i o  4 . 0  g 
Ajus t a r  a pH 7 .2 -7 .4  

Agua d e s t i l a d a  c.b.p. 20 L 

S o l u c i ó n  de  g a l  para  i s o e l e c t r o e n f o q u e  
(Vol. f i n a l  I O  m i . )  

Urea 5.5 g 
A c r i l a m i d a  I E F  30% 1 . 3 3  m l  
A n f o l i n a s  40% 0.5 m l  
NP-40* 10% 1.0  m l  
Agua d e s t i l a d a  3.0 m l  
+ N o n i d e t  PGO ( D e t e r g e n t e  no i ó n i c o  

r e l a c i o n a d o  c o n  e l  T r i t ó n  X-100, ambo6 s o n  a l q u i l  ( o c t i l )  
f e n o l  e t o x i l a d o s .  NP-40 c o n t i e n e  7 a 9 moles relativos d e  e n l a c e s  
e t o x i  y e l  T r i t o n  de  9 a 10 (Ames,1976) .  

S o i u c i ó n  a m o r t i g u a d o r a  p a r a  l i s l s  de O ' F a r r e l l .  

A n f o l i n a s  40% 50.0  p l  

NP-40 10% 100.0 pl  
2-ME 50.0 p l  ( o p c i o n a l )  

'Agua d e s t i l a d a  c.b.p.l.0 m l  



0 7 0 1 2 6  

.. Gel SDC-PAGE 
a) Gel de corrimiento al 7% 
Acrilamida 30 % (Col. madre), 2.33 ml 

Agua destilada 1.24 ml 
sI)s I O  % 0.70 ml 
TRIC/Cl 0.75 M pH 8.8 5.0 ml 
TEMED 0.75 % 0.67 ml 
APC 0.75 % 0.67 ml 

10.0 ml 

Acrilamida 30 % (Col. madre) 

Acrilamida 30 % $5.0  g 

Bis-Acrilamida 0 .8  % 0.4 g 
llevar a SO ml con agua destilada 

COS . I O  % 

Dodecilsulfato de sodio 10.0 g 
Agua deatilada 90.0 ml 
Nota: SDS cristaliza t b a j a  temperatura (49C) 

lRIS/Cl 0.75 M p H  8.8 

TRIS + 9,0825 g 
Llevar a 100 ml con agua destilada 
Ajustar p H  6.0 con H C 1 .  

TEMED 0.75 % 
Nota: Para m j o r e s  resultados prepararla fresca cada v e z  

(refrigerese). 

. 



Gel COS-PAGE 
b )  Gel d e  compactac ion 
AcTilamIda 30% ( S o l .  madre) 
Agua d e s t i l a d a  
CDS 10 % 
TRIS/Cl 0 . 2 5  M pH 6 . 8  
T E H E O  0.75 % 
APS 0 . 7 5  % 

1.0 

1.9 

0.1 

5.0  

1.0 

1.0 

70.0 

i 
m l  a 

m l  
m l  
m l  
r n l  
m l  - 

ml 

S o l u c i ó n  para e q u i l i b r a r  e l  g e l  

TRIWC1 1 M pH 6 . 8  6.4 m l  
SDS 10 % 6 . 8  m l  
G l i c e r o l  10.0 m l  
2-ME 5 . 0  m l  
Azu l  d e  tiromofenoi 1.0 m l  
Agua d e s t i l a d a  7 0 . 8  m l  

-0-0- 

100 .o 

S o l u c i ó n  d e  agaroaa 1 % 

TRIWC1 1 M pH 6.8 12.5 

sos I O  % 1.0 
Agarosa 1.0 
Agua d e s t i l a d a  c.b.p. 100.00 

m l  

m l  
m l  
m l  
m l  

I . 

. 
. .  



Solución reguladora de Glicina-TRIS-COS pH 8.3 ( S o l .  5 x 1  
TRIS 60.6 g 
Glicina ,280.4 g ..-ir. 

COS 2 0 . 0  g 

Ajustar a 4 1 con agua destilada 

Medio de Cultivo 
DMEM (Microlab) 
FCS (lote 818 Microlab) 
L-Glutamina 100 mM (Microlab) 
Piruvato de sodio ( M e m k )  50 m M  
Amino6cidos no esenciales 1OOX 

2-ME (Merck) 10 m M  
Insuliva bovina 80 U1 (Lllly) 
Penicilina/Estreptomicina 
( A n t i b a c ,  Microlab) 
Fungisona (Microlab) I U O X  

Gentamicina ?O ng/ml 
(Garamicina, Sheramex) 

74.5 ml 
20.0 ml 
2.0 JPl 

1.0 m l  
1.0 ml 
0.05 m l  
0.25 ml 

0.1 ml 
1.0 ml 

Nota: Antes de suplementarse el medio se acidifica con un 
burbujeo de C02. Ya suplementado se guarda en refrigeracion y se 
usa dentro de las cuatro siguientes semanas. 

Medio HA7 

Medio de cultivo suplementado 90 % 
Solución HAT SOX 2 %  



S o l u c i ó n  H A T  SOX 
S o l u c i ó n  H T  I O O X  I O 0  m l  
S o l u c i ó n  d e  Arn inop te r ina  l O O O X  10 m l  
Agua b i d e s t i l a d a  90 ml 
Nota :  E s t e r i l i z a r  l a  s o l u c i ó n  p o r  f i l t r a c i ó n  e n  membrana d e  

. I  -. " 

0.2 pm d e  poro ( M i l l i p o r e )  y a l m a c e n a r  e n  a l í c u o t a s  a -20 QC. 

S o l u l c i ó n  H i  I O O X  

H i p o x a n t i n a  (S igma)  0.1361 g 

T i m i d i n a  0.0368 CJ 

Agua b i d e s t i l a d a  c a l i e n t e  
70-6OQC cobope  100.0 m l  

S o l u c i ó n  A m i n o p t e r i n a  I O O O X  
Arn inop te r ina  
Agua b i d e s t i l s d s  

17.6 mg 
60.0  m l  

Nota :  S i  no  s e  d i s u e l v e  a g r e g u e  a l g u n o s  m i l i l i t r o s  de NaOH 0.1 

Almacenar  en  a l f c u o t a s  a -20 OC y p r o t e g e r  d e  l a  l u z .  
M y l l e v e  a 100 m l  c o n  agua  b i d e s t i l a d a .  

ELISA ( S o l u c i o n e s )  

PES 

Na C 1  2.22 g 

NaH,P04 o 0 1559 
Na,HPO+ (Na HPO .7 H O 5.4 g )  0.2869 

A j u s t a r  a 300 m l  c o n  a g u a  d e s t i l a d a  



Soluci6n enzimhtica 1:500 I 
Diluir la enzima en 0.5 M de NaCl y * I O  m M  de NaLHPOq, ajustar 

el pH a 8.0 y agregar Tween 20 u 80 a tener 0.1 %. 

Solución para diluir el Anticuerpo 
Na,HP04 25.0 mM 

Ajustar pH a 7.4 
NaN3 0.02 %' 

Sus t ra t o 
a )  Acido cítrica pH 4.0 0.05 M 
b )  AETS 40 m M  (Conservese a 4QC en la obscuridad) 
c) Peróxido de Hidrógeno 0.5 M 
Mezclar 5 ml (a) + 20 p i  ( b )  + 2 5 p l  (c) 

I 

Solución reguladora TRIS-salina 
T R I W C 1  I O  m M  pH 7.4 4.84 g 
N a C l  0.9 % 36.0 g 

Ajustar a 4 1 con agua destilada 
NaN3 0.02 % 0.8 g 

ESA-TRIS-salina 
Solucibn de ESA al 3 % en soluci6n.reguladora TRIS-salina 
Ajustar'el pH a 7.4 

F I T C  2 % 
FITC conjugado a anticuerpo de cabra 

contra IgG de ratón 2 %  
Suero de cabra 10 % 
BSA-TRIS-salina 88 % 

t 

\ 

t 



Solución reguladora de preparacián de la muestra (SP6)  

Muestra en 2 % de COS 
Agregue la mitad del volumen de la muestra de una solución de: 
T R I S l C l  1 M pH 6.8 0.188 rnl 
SDC 10 % 0.200 ml 
Glicerol 0.430 ml 
2-ME 0.150 ml 
Azul de bromofenol 0.05 % 0.030 ml 
Agua destilada 0.020 mi 
Hervir durante 90 seg. 

Solución de tinción n A *  

(Fairbanks Coomassie Blue n A n )  

Alcohol isopropílico 1000.0 ml 

Acido acético 400.0 mL 

Agua 2COO.O-  ml 

Azul Coomassie R 2.0 g 

Solución de tinción "En 
(Fairbanks Coomassie Blue *En) 
Alcohol isopropílico 400.0 ml 

Acido acético 400.0 rnl 
Agua 3600.0 ml 

Azul Coomassie R 0.1 g 

Solución reguladora para elución 

Glicina 
T R I S  

CDS 

0.048 M 

0.006 M 

0.7 % 
Ajustar el pH a 8.3 

. -. 
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