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I. INTRODUCCION 

El descubrimiento de la estructura de la LHRH ha impulsado la investi -

gación concerniente a su biosíntesis y a los mecanismos involucrados en su -

regulación, debido a la gran importancia del péptido al regular las funcio -

nes relacionadas con la reproducción. 

La gran mayoría de los experimentos que se llevan a cabo para estudiar

a la hormona, requieren la utilización de anticuerpos dirigidos en su contra 

los cuales tienen el inconveniente de obtenerse en cantidades limitadas y de 

presentar un sinnúmero de reacciones cruzadas, los cuales varían entre dife

rentes sangrías de un mismo animal, y son difícilmente controlables. 

En 1975, Kohler y Milstein describieron la técnica que permite obtener

anticuerpos monoclonales. A la fecha, la técnica se ha vuelto cada vez más

accesible, permitiendo obtener anticuerpos monoclonales contra una gran va -

riedad de antígenos. Con el fin de tener herramientas perfectamente caracte 

rizadas que permitan estudiar la biosíntesis de la hormona LHRH y su regula

ción, se decidió producir anticuerpos monoclonales contra ella. 
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1. HORMONA LIBERADORA DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LHRHJ 

1.1 GENERALIDADES 

El hipotálamo es un área relativamente pequeña que se encuentra en la -

base del cerebro formando la pared inferior y el piso del tercer ventrículo; 

está localizado abajo del tálamo, detrás de la lámina terminalis, frente a -

los cuerpos mamilares y constituido por agregados de neuronas llamados.nú 

cleos hipotalámicos. A pesar de su tamaño tan pequeño, el hipotálamo es una 

estructura compleja que regula funciones tan importantes como el control de

la temperatura corporal, la regulación neuroendócrina e íngestiva, entre o -

tros, cada una de las cuales se piensa está relacionad~ con cada núcleo hi

potalámico t 1). 

En 1945 se propuso el control hormonal que ejerce el hipotálamo sobre -

la adenohipófisis o hipófisis anterior. Ciertas substancias producidas por

el hipotálamo y liberados por éste, llamados factores de regulación o de li

beración, controlan la síntesis de las hormonas adenohipofisiarias (2). Es

tudios posteriores llevaron a la confirmación de esta teoría y al descubrí -

miento y cará~terización de diversos factores de liberación, los cuales son

péptidos de bajo peso molecular y específicos para cada hormona adenohipofi

siaria. De ellos, los que se han identificado hasta la fecha son: la hormo 

na liberadora de la tirotropina o TRH, la hormona liberadora de la hormona -

luteinizante y de la folículo estimulante o LHRH, la somatostatina o factor

inhibidor de la hormona del crecimiento, la hormona liberadora de la cortico 

tropina o CRF que regula la liberación de la hormona adenocortícotrófica 

2 



(/\CTH) y la hormona liberadora de la hormona del crecimiento o GllRH \2). 

La sintesis y liberación d·a la hormona luteinizante y de la folículo es 

timulante en la adenohip6fisis es regulada por la LHRH, conocida cambién co

mo GnRH, que fué originalmente aislada y caracterizada en hipotálamo porcino 

en 1971 (3) como un decapéptido con los extremos COOH y NH
2 

bloqueados según 

se observa en su estructura: 

piroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 

La hormona es sintetizada principalmente por las neuronas que constitu 

yen el área media preópt1ca y los núcleos arcuato y paraventricular (4). 

Los axones de estas neuronas se.proyectan hasta la eminencia media, donde sus 

terminaciones están en íntima conexión con el sistema porta-hipotalámicoade

nohipof iseal (5). Es aquí donde la LHRH se.libera para pasar al sistema Pº!: 

ta y ser llevada a la adenohipófisis, donde actúa sobre las células gonado -

tropas por medio de receptores (6), para liberar las hormonas luteinizante -

(LH) y la folículo estimulante. (FSH). Estas, a su vez, pasan a circulación

y son transportadas para actuar sobre sus órganos blanco; las gónadas, donde 

realizan diversas funciones, a saber: 

a) En los testículos, controlan la sei::r.· .... :ión de esteroides y la esper

matogénesis. La LH se une a receptores membr<r .. ;iles específicos en las celu

las de Leydig, de.s,,nc:i.::enando una serie de re~c:ciones que culminan con la 

producción de testosterona y estradiol. La testosterona liberada, junto con 

la FSH, actúan sobre las células de Sertolli donde influyen en la diferenci~ 

ción de los espermatozoides y en la espermatogénesis, respectivamente (7,8). 

b) En la mujer, la FSH· promueve el crecimiento folicular, lo prepara -

para la acción de la LH y refuerza la liberación de estrógenos. La LH esti

mula la maduración final del· folículo de Graaf, la ovulación y el desarrollo 

del cuerpo lúteo, estimulando además la secreción de estrógenos y progester~ 

na (9). 

LStas hormonas esteroides controlan a su vez la liberación de la LH y

la FSH en la adenohipófisis ya sea por mecanismos de retroalimentación posi

tiva o negativa, dependiendo del esteroide y de su concentración (1,10), mo

dulando el número de receptores a la hormona por acción directa a nivel pi -

tuitario (11). Se ha observado que estos esteroides, en especial la proges

terona, pueden también regularola liberación de la LHRH en la eminencia me -

dia, sin embargo su mecanismo de acción·permanece aún sin aclararse (11). 

Además de encontrarse enohipotálamo, la LHRH se encuentra en todo el -

SNC ( 12) así como en testículo 1( 13), ovario ( 111) y placenta ( 15) aunque su -
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función en estos tejidos no se conoce. Por otra parte, se ha propuesto que 

además de neurohormona puede también actuar como neurotransmisor (16) y ser 

el responsable de la conducta sexual. 

1.2 DIOSINTESIS DE LA LHRH 

El descubrimiento de la estructura de la LHRH ha ayudado a entender sus 

efectos fisiológicos sobre la regulación en la secreción de la LH y FSH en -

.La aoeno11.i.pótis1s, pero actualmente poco es lo que se conoce sobre los meca

nismos de su biosíntesis, así como de aquellos involucrados en la regulación 

de la misma. Los primeros estudios sobre la biosíntesis de la LHRH postula

ban un mecanismo no ribosomal, en el cual, complejos enzimáticos específicos 

en ausencia de mRNA eran los responsables de la síntesis de la hormona (17). 

Los autores se basaban en el hecho de que algunos péptidos pequeños como la

glutationa y varios antibióticos peptídicos eran sintetizados de esta mane -

ra (18). Sin embargo, este péptido posee 2 características presentes en les 

péptidos sintetizados ribosomalmente, como la ciclización del residuo gluta

mina aminoterminal y la amidación del aminoácido carboxiterminal, lo cual 

contradecía este tipo de mecanismo. La biosíntesis por vía ribosomal hace 

pensar en la posibilidad de que el péptido se derive de un precursor de alto 

peso molecular, el cual es procesado en la neurona para dar lugar al péptido 

biológicamente activo, como en el caso del TRH, la ACTH y las encefalinas, -

cuyas vías de biosíntesis se han demostrado y caracterizado que ocurren de -

esta manera (19). 

Los estudios iniciales hechos por Fawcett ~ ~· (20) demostraron la 

existencia de una substancia de alto peso molecular que reaccionaba con ant.!. 

cuerpos anti-LHRH; posteriormente, el uso de anticuerpos dirigidos contra la 

parte central de la molécula han permitido detectar especies inmunorreacti -

vas de alto peso molecular (21,22,23), lo cual indica que la molécula de 

LHRH posiblemente se encuentra dentro de la secuencia de la especie de alto

peso molecular que bien podría ser el precursor biosintético. Se han hecho

numerosos intentos para tratar de caracterizar al precursor utilizando tra -

ducción de mRl1A de hipotálamo de roedor en un sistema libre de células e in

munoprecipi tando los productos de traducción con anticuerpos anti-LHRH, pero 

l~~ result~dos de diversos grupos no han sido reproducibles, ya que se han -

obtenido pesos moleculares que varían de 28,000 (24) hasta 50,000 daltons 

(25), obtenido este último en nuestro laboratorio. Por otra parte, se ha de 

mostrado que al tratar las formas de LHRH de alto peso molecular con enzimas 

como tripsina, aminopeptidasa y carboxipeptidasa, los productos de degrada -
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ción obtenidos exhiben una marcada elevación en su efecto biológico (21). 

No obstante, estos y otros estudios han permitido postular a Millar un posi

ble mecanismo de biosíntesis de la LHRH, el cual se· muestra en la figura 11 1. 

Este mecanismo no ha sido totalmente demostrado y ettá basado en la similitud 

de esta hormona con otros péptidos, así como en ciertos estudios hechos por

Millar sobre la intervención de algunas enzimas en ·el procesamiento de algu

nos precursores aislados por él. 

En 1984, P. Seeburg y J. Adelrnan (26) aislaron un cDNA (DNA complement~, 

rio) de placenta humana que codifica para un péptido de 10,000 daltons que -• 

contiene la secuencia de la LHRH (figura ti 2). Se observa en la estructura-• 

del precursor., que posterior al extremo carboxiterrninal de la hormona, se e!!_• 

cuentra una gly que origina el amido terminal y los aminoácidos básicos que-• 

son reconocidos por enzimas, liberando así la LHRH tal y corno se había pro -

puesto con anterioridad. Por otra parte, se han encontrado ciertas eviden -

cias que dentro de este precursor se encuentra la secuencia del factor inhi

bidor de la prolactina (27,28). 

En la actualidad se desconoce el lugar preciso donde el precursor es 

procesado para dar lugar al péptido activo. Sin embargo, ha sido posible d~ 

tectar por técnicas de inrnunofluorescencia, utilizando anticuerpos contra la 

parte central de la molécula, la presencia del posible precursor en el soma

neuronal, mientras que la LHRH se localiza en las terminaciones nerviosas 

(4). Esto ha permitido que alguno~. autores sugieran que el precursor es siE!_ 

tetizado en el soma neuronal, aislado en ves]~ulas del aparato de Golgi y 

transportado por el axón a la terminal nerviosa. Durante su paso por el a -

xón, el precursor es procesado para dar lugar a la LHRH, la cual, en la ter-1 

minal nerviosa es liberada al sistema porta (5). 
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----------------B-B-Gln-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-Gly-B-B----------------
1 

tripsina 
~ 

Gln---------------------------------Gly-Gly-B 
1 

carboxi-peptidasa B 
t 

Gln---------------------------------Gly-Gly 

1 
amidación 

• Gln---------------------------------Gly-NH
2 

1 
ciclización 

t 
pGlu---------------------------------Gly-NH2 

LHRH 

FIGURA 11 1: Estructura propuesta del pro-LHRH y su conversión hasta 

LHRH, propuesta por Millar et al. (21). 

6 



-23 -20 -10 
met lys pro ile gln lys leu leu ala gly leu ile leu leu thr ser cys val glu 

~,--~~~~~-llffiH ~~~~~~~1""""0 

gly cys ser ser gin his trp ser tyr gly leu arg pro gly gly lys arg asp ala 

20 30 
glu asn leu ile asp ser phe gln glu ile val lys glu val gly gln leu ala glu 

40 50 
thr gln arg phe glu cys thr thr his gln pro arg ser pro +.eu arg asp leu lys 

60 69 
gly ala leu glu ser leu ile glu glu glu thr gly gln lys lys ile 

FIGURA # 2: Secuencia de aminoácidos del precursor de LHRH obtenido ~ 

por un cDNA aislado de placenta humana (26), 



2. ANTICUERPOS Mo::ccLONALES 

2.1 DIVERSIDAD DE I..~·S ANTICUERPOS 

Los anticuerpos forman la clase de proteínas llamadas inrnunoglobulinas; 

se encuentran formadas por una unidad básica consistente en 2 cadenas pesa -

das o H, de peso molecular 50,000 y formadas por 450 aminoácidos, y 2 cade -

nas ligeras o L de peso molecular 25,000 y formadas por 214 aminoácidos. 

Las cadenas ligeras se encuentran unidas a las cadenas pesadas por puentes -

disulfuro, así como la unión entre ambas cadenas pesadas, como se observa en 

la figura # 3. Las cadenas pesadas y ligeras a su vez, están constituidas -

por una parte variable V y una parte constante C; las partes constantes de -

las cadenas pesadas definen la clase o subclase de la inmunoglobulina, sien

do altamente constante dentro de la misma clase, aún cuando la especificidad 

antigénica sea muy diferente. La parte constante de la cadena ligera, en 

cambio, define el tipo de la misma. 

Las partes variables de ambas cadenas se encuentran en la parte amino -

terminal y están constituidas por 110 aminoácidcs aproximadamente. Dentro -

de estas regiones variables, se encuentran 3 segmentos llamados hipervaria -

bles donde la variabilidad de aminoácidos es extrema en cada una de las 2 

cadenas, siendo esta una de las causas de la gran diversidad de especificid~ 

des de los anticuerpos (29). En su estructura tridimensional los 6 segmen -

tos hipervariables se juntan para formar el sitio de reconocimiento del anti 

cuerpo hacia el antígeno, el cual puede ser diferente entre 2 anticuerpos 

que reconozcan un mismo determinante antigénico o epitopo (29,30). 

La gran diversidad que se presenta en los anticuerpos se encuentra con

trolada a nivel genético. Los anticuerpos son codificados por 3 grupos de -

genes: 2 de ellos codifican para las cadenas ligeras y son los llamados lo

ci A y K y uno para la cadena pesada llamado locus H (31). Cada locus, a su 

vez, se encuentra constituido por diversos segmentos genéticos que codifican 

para las partes constantes y para las partes variables. Para las cadenas p~ 

sadas, la parte variable es codificada por los segmentos V, D y J y las par

tes constantes de las diferentes clases de inmunoglobulinas por los segmen -

tos C; las cadenas ligeras presentan la misma organización a excepción del -

segmento D, que está ausente (31). Estos segmentos se encuentran separados

entre si por muy largas secuencias de DNA no codificante (29). En el ratón

existen 2 segmentos VA, 4JA y 4CA;200-300 VK, 5JK y lCK; 200-300 VH, 10-20 -
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FIGURA 11 ::l: 

s-S 
s-s 

-II - 1@ 
c.. c.. 

I 1 
coo· coo· 

pesada 

ligera 

Est!'uctura de una molécula de inmunoglobulina. 

VH: Parte variable de la cadena pesada 

VL: Parte variable de la cadena ligera 

CH: Parte constante de la cadena pesada 

CL: Parte constante de la cadena ligera 

CHO: Cadena de carbohidrato 

9 



D¡-¡, 11J
11 

y 10 c11 ; la distribución de los genes se muestm en la figura ff 4. -

Los genes K, ;¡ y H se encuentran localizados en el ratón en los cromosomas -

6, 16 y 12 respectivamente, mientras que en el hombre se encuentr·an en los -

cromosomas 2, 22 y 111 ( 29), 

El arreglo de estos genes, cuya expresión final es un tipo de inmunogl~ 

bulina se lleva a cabo durante la diferenciación de los linfocitos, siendo -

independiente de un linfocito a otro ( 31, 32). El D!IA germinal conteniendo -

los diversos segmentos codificantes para las partes variables y constantes -

sufre un arreglo a nivel de los genes codificantes para la parte variable: -

un segmento V, uno D y uno J lo uno V con uno J para las cadenas ligeras) 

son unidos, escindiéndose las partes de DNA no codificante entre las regio -

nes que las separan (figura 11 5). Este DNA es transcrito a un nRNA y éste, 

a su vez, es usado paI'a producir un mRNA; en este paso, llamado "splicing",

los segmentos VDJ ya unidos se unen al segmento Cµ para forrn2r un rnRNA que -

ya no contiene las partes correspondientes de DNA no codificante. Este mRNA 

es traducido en los ribosomas para formar cadenas pesadas µ. Dos caden3s µ 

se unen a dos cadenas ligeras previamente sintetizada~ par2 formar así, ~na

IgM que queda anclada a la membrana celular en forma de I'eceptoI', Cuando un 

antigeno es reconocido por la lgM de membrana, se llevan a cabo una serie de 

eventos que llevan a la célula a diferenciarse y a dividirse formando una 

clona de células pI'oductoras de un mismo anticuerpo. Es en esta fase donde

el linfocito puede dejar de producir una IgM y pI'oducir otra clase de inmune 

globulina, Esto resulta del mecanismo llamado "class switching" ( 33) que o

curre a nivel del DNA y, en el cual, el segmento que éodificaba para la re -

gión constante de las cadenas µ (y eventualmente, otros segmentos codifican

tes para regiones de cadenas pesadas de otras clases) se eliminan. Corno re

sultado de este pI'oceso, el grupo de segmentos VDJ unidos se encuentran aho

ra cercanos de un nuevo segmento codif icante para una región constante dife

rente (y, e: ó et), para dar lugar a un nRNA y después del "splicing" a un 

rnRNA que va a codificar para una inmunoglobulina con la misma paI'te variable 

pero de clase difeI'ente (33). 

Se ha estimado que un animal es capaz de producir aproximadamente 108 -

moléculas de anticuerpos diferentes (31), cada una de ellas con cieI'ta espe

cificidad y producida por una clona de linfocitos. Esto se explica debido a 

l~ encrr.ie diversidad existente en los genes que codifican para ellos y a las 

múltiples combinaciones de ensamblaje entre la unión de un solo segmento V,

uno D, J y C (y V, J y C para las cadenas ligeI'as) (32); estas combinaciones 

aumentan al tomar en cuenta que una cadena ligeI'a puede acoplarse con cual -

quier cadena pesada para formar diferentes inmunoglobulinas. Mas aún, se ha 
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propuesto y demostrado un mecanismo denominado de hipermutaciones somáticas

que se lleva a cabo en los genes codificantes para las partes variable:;, oca 

sionando así, una diversidad de anticuerpos aGn mayor (29). 

Esta gran diversidad se ve reflejada en el suero obtenido de un animal

inmunizado contra un antígeno dado, que es de tipo policJ.onal. La mayoría -

de los antígenos contienen un gran nGmero de determinantes antigénicos, los

cuales provocan la aparición de anticuerpos producidos por clonas celulares

diferentes ( 33). Cada uno de estos anticuerpos ser.5. por lo tanto, monoclo -

nal, y los anticuerpos presentes en el suero son, la suma de todos los cnt i

cuerpos monoclonales dirigidos contra cada epítopo, lo que ocasiona la hete

rogeneidad del suero. Esta heterogeneidad suele provocar dive1'sos problemas 

en algunos ensayos inmunológicos, y en algunos casos es indeseable, 

Además de esta heterogeneidad hay que enfrentar ciertos problemas para 

la obtención de un suero hacia un antígeno dado. Debido a que la respuesta

inmune es impredecible, los anticuerpos producidos por 2 animales, aunque 

sean genéticamente idénticos, son generalmente diferentes; además, no hay 2-

sangrados de un mismo animal que tengan los mismos anticuerpos (3t1); por o -

tro lado, estos anticuerpos se obtienen siempre en cantidades limitadas. 

También es necesario obtener antígenos puros para inmunizar, ya que pequeñas 

cantidades de contaminantes pt'ovocará la aparición de anticuerpos que pudie

ran interferir en los ensayos (33). La solución es, entonces, tratar de ob

tener por separado cada anticuerpo monoclonal especifico para cada determi -

nante antigénico, lo cual puede ser posible debido a los estudios realizados 

sobre el miel.orna múltiple. 

2.2 PRINCIPIO DEL METODO DE OBTENCION 

DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Un mieloma es un tumor de las células productoras de anticuerpo. En es 

ta enfermedad, las células sufren una transformación que las lleva a reprod.'::_ 

cirse de una manera rápida e incontrolable y a producir grandes cantidades -

de anticuerpo de especificidad desconocida (34). Los mielomas pueden apare

cer espontáneamente en el hombre o en los animales, o bien en estos últimos

puedeEJJrovocarse por medio de virus o de inyecciones repetidas de aceite mi

neral (35); el mieloma obtenido puede transferirse a otros animales de la 

misma cepa o a un medio de cultivo donde crece y ~roduce la inmunoglobulina. 

Como cada mieloma es el resultado de la proliferación de una sola clona de -

células, la inmunoglobulina producida es de tipo monoclonal. 

En un principio, se pensó que los mielomas pudieran servir como fuente-

13 



de anticuerpos monoclonales contra un antígeno dado. Di.versos .investigado -

res trataron de lograrlo mediante la inducción de mielomas en animales ;'re 

viarnente sensibilizados al antígeno de intePés (3GJ, pero los resultados ob

tenidos no fueron satisf.:tc torios debido a la enorme c;antidad de células B y

a la baja probabilidad de poder transformar a la célula adecuada. También -

se trató de obtener anticuerpos homogéneos transformando células B con virus 

SV40 o EB pero los resultados fueron también poco alentadores (35). Sin em

bargo, los estudios realizados en 197 3 por Sinkov ics et al. y por Scwaber y

Cohen parecían mostrar que la fusión de células de linfoma de ratón con cé -

lulas de sangre periférica humana llevaba a la obtención de híbridos procuc

tores de inmunoglobulinas murinas y humanas (34). l Sin embargo, no fué sino 

hasta 1975 en que George Kohler y César Milstein pudieron demostrar esto, 

llevando al descubrimiento de lo que se conoce en la actualidad como la téc

nica del hibridoma. 

Estos 2 investigadores realizaban estudios sobre la genética de la pro

ducción de anticuerpos (37), Fusionando 2 líneas de mieloma productoras de

inmunoglobulinas diferentes mediante virus Sendai y creciendo los híbridos -

en el medio selectivo HAT descrito por Littlefield, les fué posible obtener

células que producían los anticuerpos de las células padres, así como inmur.~ 

globulinas que eran el resultado de diversas asociaciones entre las cadenas

diferentes de las células padres. Posteriorment~, fusionaron células de mi~ 

loma productoras de una inmunoglobulina con células de bazo de un ratón inmu 

nizado contra eritrocitos de carnero y encontraron que algunos de los híbri

dos resultantes, a los que llamaron hicridomas, eran capaces de producir in

vitro e in vivo anticuerpos anti-eritrocitos de carnero. Demostraron que 

los híbridos obtenidos eran el resultado de la fusión entre una célula de 

mieloma con un linfocito productor del anticuerpo específico, por lo que el

anticuerpo secretado por un hibridoma era de tipo monoclonal. 

Este descubrimiento ha sido de gran importancia no solamente en el cam

po de la inmunología, sino en muchas otras ramas. A partir de esto, se vis

lumbró un gran futuro en la obtención de anticuerpos monoclonales hacia un -

sin fin de antígenos, y de hecho, a partir de entonces, se han obtenido an -

ticuerpos monoclonales para una gran variedad de antígenos, siguiendo 1 i"\ 

técnica descrita por Kohler y Milstein, la cual se muettt:a en la figura 11 é. 

Far•a obtener anticuerpos monoclonales contra un antígeno deseado se ne

cesita inmunizar con éste a un animal. Por lo tan.to, es necesario un esque

ma de inmunización adecuado para obtener una buena respuesta inmune (38). 

Como se sabe, antígenos estructuralmente complejos como células, vjrus o p~~ 

teínas de alto peso molecular son J.o suficientemente antigénicas, por lo que 
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se ha visto que después de n~r 1 o 2 inmunizaciones al animal y un último r!:. 

fuerzo aproximadamente 4 días antes de la fusi6n, es posible obtener una al

ta incidencia de hibridomas secretores del anticuerpo de interés (38). Sin

embargo, cuando se trata de haptenos, la respuesta inmune es más difícil de

obtener, y por lo tanto, le. incidencia de hibridomas productores del anti 

cuerpo es muy baja. Stahli et al. (39) han reportado un esquema de inmuniza 

ción que ha aumentado notablemente la incidencia de hibridomas positivos. 

Esto lo han logrado utilizando antígenos solubles, dando 4-5 estímulos anti

génicos con intervalos de 1 mes entre cada uno de ellos, dejando descansar -

al animal por algunos meses y dando refuerzos los 7 días anteriores a la fu

sión. Así, es posible obtener una alta incidencia de hibridomas positivos -

al antígeno de interés. Analizando la población celular, los autores han en 

contrado una subpoblación importante de células grandes identificadas como -

blastos 4 ó 5 días después del último estímulo antigénico; de alguna manera

este estímulo provocado por el antí2eno sobre las células previamente sensi

bilizadas, las lleva hasta el estadio de blastos, los cuales, por su capaci

dad de dividirse, se fusionan preferencialmente con las células de mieloma -

para dar lugar a hibridomas productores del anticuerpo '-específico. 

Inicialmente, las céJ 11],:'J de mieloma usadas para la obtención de hibri

domas productores de anti.;1.1crpos, secretaban diversas inmunoglobulinas, ya -

sea cadenas lige1•as o inm·, .::oglobulinas completas ( 34). El problema que se -

presentab? ·.:. u~:ar e:;tas .1.~.:eas radicaba en la obtención de híbridos secret~ 

res de div.; __ .,;s inmunogkh\1linas corno resultado de las diferentes combinado 

nes de asociación entre el anticuerpo secretado por las células de bazo y la 

inmunoglobulina de las células de mielorna (37), Por lo tanto, la solución -

consistía en obtener una línea de mielorna que no produjera ningún tipo de i!!_ 

munoglobulina, lo cual fué posible aislando las mutantes no productoras de -

inmunoglobulina. En la tabla n 1 se muestran algunas líneas de mieloma de -

ratón productoras y no productoras de anticuerpo. 

Los primeros intentos de fusión celular se llevaron a cabo usando virus 

Sendai como agente fusionante, aunque la fusión entre 2.células puede ser es 

pontánea, pero muy rara (40). Sin embargo, el manejo de virus en algunos la 

boratorios es difícil ya que se necesitan instalaciones especiales para poder 

mantenerlos. No obstante, se sabe que ciertas substancias como los polioles 

tienen propiedades fusogénicas. Dentro de éstos, el mas importante es el p~ 

lietilenglicol (PEG) (41), el cual es el agente fusionante de elección ac 

tualmente. El peso molecular del PEG usado influye bastante en la obtención 

de hibridcs, ya que se ha visto que a menor peso molecular del mismo, su e-

fectividad es disminuida y su toxicidad aumentada (40). 
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toras de inmunoglobulinas. 
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Una vez llevadc1 a cal:.o la fusión celular se procede a sembrar las célu

las en un medio de cultivo. Aproximadamente 1 de cada 10,000 células de !:.a

zo es capaz de formar un híbrido viable ( 112), por lo cual es necesario de un 

medio de cultivo selectivo que permita solamente el crecimiento de los r.íbri 

dos resultantes y que elim.ine las células de mieloma no fusionadas que son -

capaces de crecer en un medio de cultivo convencional y que enmascc1raríar. a

los hibridomas. Las células de bazo no presentan problema alguno ya que son 

incapaces de crecer en un medio de cultivo a largo plazo (43). Este tipo de 

medio fué descrito por Littlefield en 1962 (1¡1¡) y es conocido como medio HAT 

que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina como agentes selectivos, 

Las células de mieloma usadas tienen un defecto a nivel genético de las 

enzimas hipoxantina-guanosina-fosforribosil transferasa (HGPRT) o timidina

quinasa (TK), las cuales son necesarias para la síntesis de purinas y pirim~ 

dinas desde fuentes exógenas de hipoxantina o timidina, respectivamente (40). 

Cuando las células resultantes de la fusión son sembradas en el medio HAT, -

la aminopterina de éste, al ser un antagonista del ácido fálico, bloquea la

enzima dehidrofolato reductasa, impidiendo así, la síntesis de purinas y pi

rimidinas (45), como se muestra en la figura # 7. Sin embargo, la hipoxan -

tina y timidina del nedio pueden utilizarse para la síntesis de estas bases

requiriéndose para esto las enzimas HGPRT y TK. Como se mencionó, las célu

las de mieloma carecen de estas enzimas, por lo que mueren en el medio selec 

tivo. En los hibrido~as, el defecto es compensado por las células de bazo -

que les confieren las enzimas activas, por lo que solo éstas son capaces de

crecer en el medio selectivo, ya que además, reciben el fenotipo maligno y -

la habilidad de crecer en medio de cultivo que les confieren las células de

mieloma (46). 

Las células resultantes de la fusión se siembran en un gran número de -

pozos de cultivo. Una vez que se observa un buen crecimiento celular es ne

cesario detectar aquellos pozos que contengan hibridomas secretores del an -

ticuerpo de interés, utilizando para este fin técnicas que ofrezcan alta sen 

sibilidad y la facilidad de manejar un número grande de muestras como el en

sayo inmunoenzimático en fase sólida (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) ora -

dioinmunoensayo en fase sólida (SPRIA). 

Una vez detectados los pozos que contengan hibridomas productores del -

anticuerpo de interés es necesario realizar una clonación para poder separar 

las células productoras de las no productoras, si.es que las hay. Frecucn -

temente es necesario llevar a cabo varias clonaciones, ya sea por dilución -

limitante o en agar semisólido, ya que los hibridomas son inestables crorr~ -

sómicamente (38) y pueden perder la información genética para la producción 
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del anticuerpo, mientras que otras dejan de p~oducirlo; por ello, al reali -

zar las clonaciones se puede saber si la cJ.ona obtenida es estable para la -

producción del anticuerpo (36). Las clonas de hibridomas productores se ere 

cen en medio de cultivo donde producen 1-150 µg de anticuerpo por ml. Si se 

inyectan en el peritoneo de ratones histocompatibles al hibridoma se obtiene 

líquido ascítico que contiene 10-20 mg del anticuerpo por ml. (36). Las cé

lulas se pueden congelar en N2 líquido para así constituir una fuente inago

table del anticuerpo monoclonal, 

2.3 PROPIEDADES Y APLICACIONES 

DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Aún cuando los anticuerpos monoclonales son un arma poderosa·tanto en -

el campo de la inmunología, como en otras ram~s, no quedan exentos de cier -

tos inconvenientes. Algunos de estos anticuerpos son incapaces .de llevar a

cabo ciertas funciones inmunológicas como las reacciones de precipitación 

(34,46); esta función depende de la formación de mallas insolUbles entre el

antigeno y el anticuerpo y debido a que los anticuerpos· monoclonales solo 

reconocen un determinante antigénico, la formación de estas mallas es impos.!_ 

ble a menos que el antígeno contenga 3 o mas determinantes antigénicos igua

les. No obstante, la solución a éste problema se lleva a cabo usando una 

mezcla de diferentes Anticuerpos monoclonales contra diferentes epitopos de

la molécula, creand~ qSÍ un reactivo policlonal bastante bien definido y re

producible (34,46). Ll uso de 2 anticuerpos monoclonales no solamente se 

lleva a cabo en •;Str, tipo de ensayos sino también en aquellos en los que se

necesite una alta stnsibilidad y especificidad para la cuantificación de un

antígeno presente en pequeñas cantidades (47,48). 

Otro tipo d~ interacciones antígeno-anticuerpo como la aglutinación, -

citotoxicidad y fijación del complemento que dependen de la clase de la in -

munoglobulina, si pueden llevarlas a cabo los anticuerpos monoclonales, si -

es que son de la clase requerida. Cabe mencionar aquí, que de igual manera

ª lo anteriormente descrito, el uso de 2 anticuerpos monoclonales en este ti_ 

po de reacciones puede incrementar de manera considerable la eficiencia de -

la reacción (48). 

Aun cuando los anticuerpos monoclonales solo reconocen un determinante

antigénico, no son específicos ya que también son capaces de interaccionar -

con otras substancias parecidas estructuralmente al antígeno (36). Cuando -

este tipo de reacción cruzada es indeseable, la única manera de resolverlo -

parece ser la eliminación del uso del anticuerpo y en su lugax> producir o 
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tros con mayor• especificidad hacia el determinante antigénico de .interés ( 3t¡). 

Uno de los principales enfoques que se ha intentado hacer de la técnica 

es hacia la obtención de anticuerpos monoclonales humanos pat'a su futuro uso 

en inmunoterapiü, pero se han encontrado ciertas restricciones hacia ello. -

Se ha visto que los bibridornas obtenidos de la fusión entre células de mielo 

ma y linfocitos de una misma especie son bastante estables, pero al tratar -

de fusionar células de especies diferentes, por ejemplo (ratón x humano) o -

(ratón x conejo), los hibridomas obtenidos son sumamente inestables y tien -

<len a perder cromosom~s (46). Sin embargo, la excepción a esto son los hi -

bridomas obtenidos entre células de ratón y rata, que se han visto son bas -

tante estables e incluso SP. ha obtenido una mayor proporción de hibridomas -

productores del anticuerpo de interés (116). Por lo tanto, la solución al 

problema de los anticuerpos monoclonales humanos radica en la obtención y es. 

tabilización de una línea de mieloma humano (49) para que de esta manera, 

los híbridos obtenidos sean tan estables como la célula de mieloma que le 

dió origen. Paralelamente, se ha tratado de obtener y estabili:ar una línea 

de células obtenidas de la fusión entre un mieloma de ratón y un mieloma hu

mano que en un futuro pudiera servir como mieloma al fusionar con linfocitos 

humanos ( 50). 

Actualmente, la técnica del hibridoma es ampliamente usada para la obt::_n 

ción de anticuerpos monoclonales contra una gran diversidad de antígenos y -

con diversos fines, dentro de los que se pueden citar: 

a) Analíticos, en los cuales el principal enfoque de su utilización es

hacia la detección de los antígenos por diversas técnicas inmunológicas como 

el ELISA, RIA, inmunofluorescencia o aglutinación con fines diagnósticos o -

de investigación básica. Con este objetivo, dentro de los antígenos hacia -

los cuales ya se han producido anticuerpos monoclonales se encuentran bacte

rias, virus, hormonas, drogas, enzimas, proteínas, antígenos de histocompat~ 

bilidad y antígenos característicos de subpoblaciones celulares (51). 

b) Preparativos, en los cuales los anticuerpos monoclonales obtenidos -

de animales sensibilizados con mezclas biológicas complejas como células, o

de mezclas conteniendo al antígeno de interés en una proporción muy baja 

son usados par~ purificar el antígeno por medio de cromatografía de afinidad 

que permite la obtención del mismo con una pureza bastante alta (52). Por e 

jemplo, los anticuerpos monoclonales obtenidos contra una mezcla que conte -

nía interferón en baja proporción permitieron montar columnas de afinidad p~ 

ra obtenerlo con una pureza, una actividad específica y un rendimiento lo su 

fucientemente alto para poder seguir estudiándolo de una manera mas concre -

ta (46). 
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c) 'l'erapéut.i.cos, en los cuales los anticuerpo~ rnonc.clonales se usan 

principalmente para combatir enfermedades neoplásicas ( 33, 53). De ·.e eta mane

ra se han producido anticuerpos monoclonales hacia diversas células turnara -

les para su uso posterior en la destrucción de las mismas por lisis comple -

mento-dependiente o por citotoxicidad ya sea in vivo o in vitre (54,55), o -

para la detecció~ de los tumores marcando los anticuerpos con radioactivi 

dad. 
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lI, OBJETIVOS 

La utilización de anticuerpos en el área de la neuroendocrinología es -

de suma importancia, ya que mediante éstos ha sido posible estudiar a las di_ 

ferentes hormonas descubiertas a la fecha. En nuestro caso en particular, -

la utilización de anticuerpos contra la LHRH es muy importante para poder se 

guir estudiándola tanto en su biosíntesis como en su regulación. 

Con el fin de obtener herramientas perfectamente caracterizadas que pe.!:_ 

mitan realizar estos estudios, se decidió producir anticuerpos monoclonales

contra esta hormona. Los objetivos principales de este trabajo son la obten 

ción de tales anticuerpos y su posterior caracterización con el fin de deter 

minar el sitio antigénico de la molécula de LHRH reconocido por los anticuer 

pos. 

La obtención de los anticuerpos monoclonales permitirá en un futuro es

tudiar el procesamiento del precursor de LHRH, que ya ha sido caracterizado. 

De igual manera, se aplicarán en estudios de inmunocitoquímica para conocer 

el sitio de biosíntesis de la hormona y permitirán detectarla por RIA en di

versos extractos, así como en un cultivo de neuronas, donde se pretende estu 

<liar los mecanismos de la regulación de la biosíntesis de la LHRH. 

ENFOQUE EXPERIMENTAL 

La obtendón de anticuerpos monoclonales hacia la LHRH (y contra cual -

quier otro antígeno) requiere de un detallado y cuidadoso esquema de traba -

jo. 

Para poder inmunizar a los animales con la hormona es necesario conju -

garla a una proteína acarreadora para aumentar su inmunogenicidad. En vista 

de que la molécula no contiene grupos carboxi libres es necesario introducir 
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lo acoplándola con el acido p-aminok:iilacético, pá .. ·.• · ·~"· d:.~ r,sta manera, se 

conjugue posteriormente a L proteína aci,f'readora por• el método de la carbo

diimida. 

Una vez obtenido el conjugado se inmunizan a lo~; ratones de acuerdo a -

un esquema de inmunización que permita una respuesta inmune lo mejor posible. 

Paralelamente, se deben de montar las técnicas de CLISA para la detecci6n 

de anticuerpos anti-LHRll y una prueba de inhibición para comprobar la especi_ 

ficidad de los anticuerpo~>. !'ara ec;tos ensayos es necesaPia lo. obtención de 

sirva como revelador en el ensayo. 

Es necesario, también, optimizar la t6cnica de clonación en agar semi -

sólido que permitirá posteriormente obtener clonas de hibr1domas. 

Una vez optimizadas todas las técnicas y habiendo obtenido una buena 

respuesta por parte de los animales se procederá a realizar la fusi6n entre

células de bazo de estos animales y células de mieloma para la obtención de

los hibridomas productores del anticuerpo monoclonal deseado, los cuales se

someterán a 2 clonaciones con el fin de separar las clonas productoras de 

las no productoras. Una vez obtenidas las clonas se procederá a la produc

ción de los anticuerpos in vitro e in vivo, por inoculación en ratones. Del 

liquido ascítico obtenido de estos Gltimos se purificarftn los anticuerpos 

por cromatografía de intercambio iónico. 

Los anticuerpos monoclonales obtenidos se caracterizarán por ensayos de 
competencia usando como competidores péptidos que son partes de la moJ.&,,,:la 

original de LftRH con el fin de poder determinar el sitio de l; ;nol¿;cula re

conocido por los anticuerpos. 
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III. MATtRIAL Y METODOS 

1. TECNICAS INMUNOQUIMICAS 

1.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

Se realiza sobre placas de sílica gel 60F254 de Merck de 0.25 mm de -

grosor, dejando correr los solventes adecuados en forma ascendente, en una

cámara de cromatografía previamente saturada a temperatura ambiente. 

Solventes: 

Metanol-Cloroformo-Amoniaco (60:45:5). Usar para LHRH, LHRH-OH y 

1-3 LHRH. 

Acetato de etilo-Butanol-Acido acético-Agua (2:1:1:1). · Usar para -

7-10 LHRH, 4-6 LHRH y 4-10 LHRH. 

1,1.1 Revelado de péptidos 

a) Método de Pauly: Mezclar en partes iguales una soluci6n de ácido 

sulfanílico al 1% en HCl 1N y una de NaN02 al 5% preparado recientemente, y 
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dejar 5 min a 4°C. Cubrir la cromatoplaca con esta solución, deJar secar y

cubrir con una Golución al 15% de Na 2co3. Los péptidos que contengan los a

minoácidos histidina y tirosina mostrat•án un color anaranjado. 

b) Método de Ninhidrina: 

Reactivo de ninhidrina 

Ninhidrina 

Acido acético 

Butanol cbp 

0.5 g 

5 ml 

100 ml 

Rociar la cromatoplaca con esta solución y colocarla a 110ºC por 10 min. 

Los péptidos que contengan aminas primarias no bloqueadas presentan un color 

violeta. 

1.2 ACOPLAMIENTO DE LA LHRH A PROTEINAS 

ACARREADORAS 

10 µmoles de ácido p-aminofenilacético en 25 µl de HCl 2N se diazotiza

con 10 µmoles de NaN02 en 25 µl de agua a 4°C. Después de 8 min se agregan-

150 µl de una solución de NaHC03 O.SM pH 8.5 e inmediatamente se hace reac -

cionar con 11.8 mg (9.97 µMJ de LHRH disueltos en 100 µl de una solución 

compuesta por 40% de NaHC03 0.5M pH 8.5 y 60% de dimetilformamida, a la cual 

se le había agregado ::io,ooo cpm de LHRH-rl25, Se deja a 4ºC toda una noche. 

La mezcla se acidifica a pH 2 con HCl 2N y se lava con 2 volúmenes de -

éter 5 veces, deshechando las fases etéreas. La fase acuosa se ajusta a pH 

7 con NaHC03 O.SM y se analiza por cromatografía en capa fina, revelando por 

la técnica de Pauly. Se lleva a sequedad la mezcla en secador tipo Savant, 

se disuelve en 50 µl de dimetilformamida y se agregan 2.1 mg de diciclohexil 

carbodiimida y 2.5 mg de N-hidroxisuccinimida. Se mezcla perfectamente, se

deja a temperatura ambiente por 30 min y se centrifuga. El sobrenadante se

dividide en 3 partes de 15 µl. A cada parte se agregan proteínas diferentes 

disueltas en 120 µl de NaHC03 0.1N: a una se agrega 10.rng de albúmina séri

ca bovina, a la otra 10 mg de tiroglogublina y a la tercera 5 mg de polili -

sina, dejando agitar una noche a 4°C. Se diluye cada parte con 1 ml de amor 

tiguador de fosfatos 50 rnM y NaCl 0.15M pH 8 contando la radioactividad pre

sente en cada tubo. ~e dializa contra el mismo amortiguador 2 veces, cam -
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biando después por NaCl 0.15M y se deja 2 días más, contando la radioactivi

dad al cabo de éstos. En base il los resultaclos se calcula la eficiencia de

la reacción y se diluyen lar. conjugados a 2 mg/ml con solución salina. Se -

hacen alícuotas de 1 ml y se guardan a -20°C. 

1. 3 PREPARACION DE UN CONJUGADO Dr; IgG DI: CONi:;JO 

anti-IgG DE RATON-PEROXIDASA (RAM-POD) 

1. 3 .1 Esquema de inmunización 

Se usaron 2 conejos adultos de la raza Nueva Zelanda. Se inocu.i.~- a ca

da conejo 500 µg de IgG de ratón purificada, emulsificada en 1 ml de adyuva~ 

te completo de Freund1 por vía subcutánea en diversos sitios. 1 mes después

se inocularon 250 µg de IgG en 1 ml del mismo adyuvante por vía subcutánea.

Se dejaron descansar 3 meses, y posteriormente se inoculó la misma dosis por 

la misma vía. 1 mes después se repitió la inoculación. Posteriormente se 

sangraron los conejos semanalmente durante 1 mes y medio para la obtención -

del suero. Se verificó la presencia de anticuerpos por doble inmunodifusión. 

1.3.2 Purificación de IgG de conejo anti-IgG de ratón 

a) Precipitación: se ultracentrifuga el suero de conejo por 30 min 

a 50,000-100,000 g. La precipitación se realiza a l¡ºC agregando a 12 ml del 

suero, 6 ml de una solución saturada a !JºC de sulfato de amonio. Se deja en 

agitación durante una noche a la misma temperatura, se centrifuga a 3,500 g

por 30 min y se realizan 2 precipitaciones más, disolviendo el precipitado -

en 10 ml de PBS pH '1.8 y agregando 5 ml del sulfato lentamente. Al término 

de l~s precipitaciones se disuelve el precipitado en 5 ml de un amortiguador 

de Tris 20 mM y NaCl 20 mM a pH 7.8 y se dializa 2 veces contra el mismo a -

mortiguador. 

b) Purificación: se lleva a cabo por cromatografía de intercambio ió

nico. 10 g de DEAE-Celulosa Whatman DE 32 se suspenden en 200 ml de HCl 1M, 

se deja 5 min, se filtra y se lava 3 veces con agua destilada. Se lava 3 

veces con un amortiguador de Tris 20 rnM a pH 7.8, se monta en una columna de 

1.2 x 20 cm y se deja equilibrando en el mismo amortiguador a 4°C. Se apli

can las inmunoglobulinas de conejo en la columna y se eluye con el mismo a -

mortiguador.a un flujo de 20 ml/hr. Se lee la densidad óptica a 280 nm, reu 

niendo las fracciones del pico, correspondientes a la IgG. 
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1. 3. 3 Eliminación de anticuerpos inespecíf icos 

contra proteínas de caballo 

Se realiza por cromatografía de afinidad. Se suspenden 1.5 g de amino

hexil-sepharosa en 100 ml de llaCl O. SM, se lava sobre filtro Buchner con 4.00 

ml de NaCl O.SM y posteriormente con 200 ml de NaHC0
3 

0.1M pH B.6. Se trans 

fiere a un tubo y se mezcla con 50 ml de glutaraldehído al ~. S\t en el amorti 

guador de bicarbonato; se deja 30 min a temperatura ambiente. Se lava sobre 

filu'o I;uchner con 200 ml de agua y posteriormente con 500 ml de la solución 

de bicarbonato. Paralelamente, se inactiva suero de caballo a 56ºC por 30 -

min, se agregan 10-S M de PMSF y se dializa 3 veces contra NaHC0
3 

0.1M pH 8. 

Se agrega a la resina activada 20 ml del suero de caballo ajustada la con 

centración de 10 mg de proteínas/rol y se deja mezclando por 2 h a temperatura 

ambiente. Se centrifuga a 166 g por 5 min, se lava una vez con 100 ml de 

NaHC0:3 y se incub<:: una noche a 4ºC con 20 ml de etanolamina 0.2M pH 8. Se -

lava sobre Buchner con un amortiguador de Tris 0.2M + NaCl 0.15M a pH 8 y se 

monta en una columna de 0.8 x 20 cm. Se guarda a 4ºC en presencia de azida 

de sodio al 0.01%. Se aplican 10 mg de la IgG de conejo purificada en la c~ 

lumna, ajustando previamente la molaridad de NaCl a 0.15M. Se eluye con PBS 

pH 7.8 a un flujo de 20 ml/h, colectando fracciones de 3 ml. Se lee la den

sidad óptica de cada una a 280 nm y se juntan las fracciones que presenten -

la máxima absorbancia. 

Posteriormente, se procede a precipitar la IgG a 4ºC con la mitaé del

volumen de una solución saturada a la misma temperatura de sulfato de amonio 

por una hora. Se centrifuga a 3,500 g por 30 min y se disuelve el precipit~ 

do con PBS pH 7.8 a una concentración final de 10 mg/ml. Se dializa contra-

500 ml del mismo amortiguador. 6 horas después se dializa 2 veces contra un 

amortiguador de carbonato 10 mM pH 9.5 t NaCl O.lSM. 

1.3.4 Preparación del conjugado RAM-POD 

Se disuelven 5 mg de peroxidasa en 1 ml de amortiguador de carbonatos -

0.3M pH 8.1 fresco y se ailaden 100 ul de una solución al 1% de dinitrofluor~ 

benceno en etanol absoluto. Se deja agitando suavemente durante una hora en 

oscuridad. Se ailade 1 ml de m-NaI04 O.OBM, se mezcla suavemente por 30 min

y se agrega 1 ml de etilenglicol 0.16M, dejando una hora con agitación suave 

en oscuridad. Se dializa contra 1 1 de amortiguador de carbonato 0.01M pll -

9.5 por 3 veces. Se ailade 7.5 mg del anticuerpo purificado y se deja en a -
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gitaci5n suave por 3 h. Se dializa contra PBS pH 7.5 y se diluye a 200 µg/ml 

en PBS pH 7.B y BSA al 1%. Se guarda en oscuridad a -20°C. 

1.4 OBTENCION DE OVOALBUMINA 

Se recogen las claras de 10 huevos, se mide el volumen y se agrega el -

mismo de una solución de sulfato de sodio saturada a 32°C. Se deja agitando 

por 2 h, se elimina el precipitado por centrifugaci5n y se agrega una solu -

ción de H2sot
1 

0.2N gota.ª gota hasta pH de 4.6-4.8. Posteriormente, se agre 

ga sulfato de sodio en polvo len~amente y con agitación hasta la aparición -

de una opalescencia permanente y se deja una noche a temperatura ambiente. -

Se centrifuga a 830 g y el precipitado se disuelve en un volumen de agua i -

gual al volumen original de las claras y se llevan a cabo 3 recristalizacio

nes con sulfato de sodio, requiriéndose aproximadamente de 140 a 180 g de la 

sal por litro de solución. Se dializa contra agua destilada y se liofiliza. 

Se corre una electroforesis en gel desnaturalizante para comprobar la pureza 

de la ovoalbúmina obtenida. •. 

1.s ELISA PARA CUANTIFICAR ANTICUERPOS anti-LHRH 

Soluciones 

PBS pH 7.8: NaH2Po4 0.02M y NaCl 0,15M. Ajustar el pH a 7.8 

Solución de lavado: PBS pH 7.8 + O.OS't de 'fween 20. 

Solución para diluir: PBS pH 7.8 + 10% de suero de caballo + 1't de 

BSA + 0.05% de Tween 20. 

~oluci5n de saturación: PBS pH 7.8 + 1% de ovoalbúmina. 

~ustrato: ürtofenilendiamina 0.4 mg/ml + hidroperóxido de urea 

0.2 mg/ml, disueltos en amortiguador de fosfatos 0.1M pH s. 

Fase sólida; placas de poliestireno de 96 pozos. 
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1. !> .1 Detección y cuantificación 

de anticuerpos anti-LHRH 

Se colocan 100 µl de una solución de 3 µg/ml del conjugado de polilisi

na-LHRH en PBS 7.8 en cada pozo y se deja a 4ºC durante ~na noche, después -

de la cual, se retira y se colocan 150 µl de la solución de saturación y se 

deja a temperatura ambiente por 4 h. Se lava 5 veces con la solución para -

este uso y se colocan 100 µl de la muestra con el anticuerpo disuelta en la

solución adecuada y se deja una noche a 11°C. Se lava 5 veces y se colocan -

100 µl de una dilución 1:1,000 de un anticuerpo de cabra o de conejo anti- -

IgG de ratón conjugado a peroxidasa y se deja incubando 4 h a temperatura ª!!!. 

biente en oscuridad. Se lava S veces, se añaden 100 µl del sustrato, se de

ja 10 min a temperatura ambiente y en oscuridad, y al término, se añaden 

100 µl de HCl 6N. Se lee la densidad óptica a 490 nm en un espectrofotómetro 

para microELISA. 

1.5.2 Ensayo de especificidad 

Se hacen diluciones de LHRH Pn la solución para diluir de concentracio

nes de 800, 300, 80, 30, 8, 3 y 0.8 ng LHRH/ml y paralelamente una dilución-

1:500 del anticuerpo en el mismo amortiguador. Se mezclan volúmenes igual€s 

del antígeno y del anticuerpo y se incuba a 4ºC por 4 h. Después de este 

tiempo se colocan 100 µl en un pozo previamente cubierto con el conjugado de 

polilisina-LHRH y saturado con ovoalbúmina. Se incuba por una noche a 4ºC y 

se sigue el mismo protocolo para el ELISA. 

1.5.3 Ensayo de competencia 

Preparar concentraciones .decrecientes de los péptidos a probar. Colo -

car 50 µl en cada pozo previamente cubierto con el conjugado de polilisina -

LHRH y saturado con ovoalbúmina y posteriormente 50 µl del anticuerpo a una

dilución tal que corresponda a una densidad óptica de 1. Realizar cada pun- . 

to por triplicado. Incubar 1 noche a 4ºC y seguir el mismo protocolo para -

ELISA. 

1.6 lODINACION DE LHRH 

Columna de exclusión molecular: 
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Hidratar 4 g de Sephadex G25-40 en 150 ml de ácido acético 0.01M du -

rante 1 noche a 11°C. Empacar una columna de O. 8 x 20 cm y equilibrar una -

noche a 4°C. 

Iodinaci6n: 

Disolver 2.5 µg (2.1 nM) de LHRH en 25 µl de ácido acético o.orn, a -

gregar 25 µl de un amortiguador de fosfatos O. 5M pH 7. 5 y adicionar 1 mCi

de NaI 125 (actividad específica = 2.2 Ci/µM). Iniciar la reacción con -

10 µl de una solución de 2 mg/ml de cloramina T en el mismo amortiguador y 

20 seg después detener la reacción con 20 µl de una solución de 2 mg/ml de 

metabisulfito de sodio en el mismo amortiguador. Aplicar a la columna, e

luir con ácido acético O.OlN a un flujo de 3 gotas/min y colectar fraccio

nes de 17 gotas. Contar alícuotas de 5 µl de cada fracción para detectar

los picos correspondientes a la molécula de LHRH marcada radioactivamente. 

1. 7 RIA PARA ANTICUERPOS anti-LHRH 

1.7.1 Titulación de los anticuerpos 

Solución amortiguadora usada: PBS pH 7.8 t BSA 0.5% 

a) Agregar a cada tubo 100 µl de LHRH-I 125 (20,000 cpm, actividad es -

pecifica = 2.2 Ci/µM) y 0.1 µl de suero normal de ratón 

b) Agregar 100 µl de las diluciones de los anticuerpos: 1:10, 1:32, 

1:100, 1:320, ............... 1:320,000. 

cJ Incubar 211 h a 4ªC. 

d) Agregar 50 µl de suero de conejo anti-IgG de ratón diluido 1:1, pre-

viamente titulado. 

e) Incubar una noche a 4°C. 

f) Agregar 2 ml de amortiguador y centrifugar 30 min a 830 g. 

g) Contar la radioactividad presente en el precipitado. 

h) Determinar la dilución que precípite un 50% de la hormona con res -

pecto al máximo obtenido en la misma curva. 

1.7.2 Ensayo de competencia 

Agregar a cada tubo: 
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a) 50 µl oe LHRH o del péptido análogo a la molaridad adecuada. 

b) 50 µl de LHRH-1 125 (20,000 cpm, actividad específica= 2.2 Ci/µMJ, 

y 0.1 µl de suero normal de ratón. 

c) 100 µl del anticuerpo a la dilución adecuada. 

d) Incubar 24 h a 4°C. 

e) 50 µl de suero de conejo anti-IgG de ratón 1:1, previamente titulado. 

f) Incubar 1 noche a 4°C. 

g) Agregar 2 ml del amortiguador y centrifugar a 830 g por 30 min. 

h) Contar la radioactividad presente en el precipitado. 

1. 8 DETERMINACION DE CLASE DE INMUNOGLOBULINAS 

POR LA TECNICA DE OUCHTERLONY 

1.B.1 Preparación de placas 

Disolver 0.2 g de agar purificado de Merck en 50 ml de agua destilada y 

calentar a 100ºC. Dejar enfriar a 60ºaproximadamente y'·agregar 75 µ! de gli_ 

cerol. Cubrir con una fina capa de esta solución los portaobjetos a usar. 

Disolver 1 g de NaCl, 1 g de agar y 3 g de polietilenglicol en 98 ml de 

agua y calentar a 100ºC. Dejar enfriar a 45-50°C, agregar azida de sodio al 

0.1% final y colocar 5 ml cuidadosamente sobre cada portaobjeto. Dejar soli:_ 

dificar y guardarlo::; "''· ·•:a caja en atmósfera húmeda a 4ºC. Se conservan 

hasta 6 meses en estas r:·ndicicnes. 

1.8,¿ Determinación cte clase 

Sueros anticlase: anti-IgG, anti-IgG1, anti-IgG2a' anti-IgG2b, anti -

IgM, anti-IgA y anti-IgG
2 

(Laboratorios Meloy, Estados Unidos). 

Diluirlos en un volumen equivalente de suero de caballo-fetal bovino 

(75:25), Dejar a temperatura ambiente por 3 h, centrifugar 15 min a 830 g y 

guardar el sobrenadante. Para llevar a cabo la inmunodifusión, usal' medio -

de cultivo con anticuerpos concentrado. Esto se realiza liofilizando 1 ml 

de la muestra y resuspendiendo en 140 µl de agua destilada. Se colocan 10 -

µl de cada muestra en los pozos de las placas de inmunodifusión contra 10 µl 

de cada suero anticlase. 

1.8.3 Tinción de las placas 
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Solución para teñir: 

Ami do black 1 g 

Acido acético 111 425 ml 

Acetato de sodio 0.1M L¡25 ml 

Glicerol 150 ml 

Sumergir las placas de inmunodifusión en PBS 7.B por 3-4 días (1 dia/ -

1 mm de grosor). Colocar papel filtro sobre cada placa y dejar secarlas so

bre el portaobjeto por 1 día a temperatura ambiente, quedando adherido el a

gar deshidratado como una fina película sobre el portaobjetos. Enjuagar con 

agua y teñir por 2 h. Desteñir con ácido acético al 2%. 

1. 9 PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES DE RATON 

A PARTIR DE LIQUIDO ASCITICO 

Soluciones: 

A: 'l'ris 20 mM + NaCl 40 mM a pH 7. B 

B: Tris 20 mM + NaCl 20 mM a pH 7.8 

C: Tris :!O mM t NaCl 400 mM a pH 7. B 

D: Tris 20 mM a pH 7.8 

Sulfato de amonio saturado a 4ºC 

DEAE-Celulosa DE 52 microgranular, preswollen, Whatman. Suspender en

B retirando las partículas finas varias veces. Conservar a temperatura am -

biente en suspensión al 25% aproximadamente, adicionando con azida de sodio

al 0.1%. 

1. 9.1 Precipitación del anticuerpo 

a) Diluir el líquido de ascitis 1:4 con PBS 7.8 y centrifugar 30 min

a 50,000-100,000 g. 

L) /1grega1' un volumen equivalente de la solución de sulfato de ar.ionio 

lentamente y con agitación. Dejar a 4ºC durante una hora. 

c) Centrifugar a 12,500 g por 15 min. 

d) Redisolver el precipitado en un pequeño volumen de la solución A. -

Transferir a una bolsa de diálisis. 
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e) Dializar• contr•a 100 volúmenes de la solución B en una probet'-1, sin

agitación, Cambiar lu solución 3-11 h después y dialfaa1· U h más como mínimo. 

f) Centrifugar a l 5 ,000 g durante 15 min. Recupel'ar el sobrenadan te -

y medir la densidad óptica a 280 nm. Después de la precipitación se recupe

ran aproximadamente de 8 a 12 mg de proteína/ml de ascitis. 

1.9.2 Purificación por cromatografía de intercambio iónico 

a) Montar la columna con 1 ml de l'esina por cada 5 mg de proteína ba

jo una presión de 40 cm, Equilibrar con la solución B. 

b) Diluir la muestra con un volumen•igual de la solución B y aplicar

sobre la columna. Colectar fracciones de 1S min. 

c) Lavar con 2 volúmenes de solución B. 

d) Eluir con un gradiente de solución B-C. Usar 5-10 volúmenes de 

columna para eluir a un flujo de 1-2 volúmenes de columna por hora, en 10 h. 

e) Medir la densidad óptica de las fracciones. Juntar las fracciones 

del pico, La mayor parte de los anticuerpos monoclonales eluyen entre 110 y-

80 mM de NaCl, y otros entre 120-150 mM. 

1.10 ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA 

Soluciones: 

A: Disolver 30 g de acrilamida y 0.8 g de metilen-bisacrilamida en -

agua a un volumen final de 100 ml. 

B: Disolver 18.15 g de Tris en 24 ml de HCl 1N y 230 µl de Temed; 

ajustar a pH 8.9 y aforar a 100 ml. 

C: Disolver 14 mg de persulfato de amonio en 10 ml de agua. 

D: Disolver 3 g de Tris y 14.4 g de glicina en un volumen final de -

500 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.3. 

Solución de muestra: 2 ml de solución ~. 6 ml de glicerol al 10% y -

20 µ1 de azul de bromofennl al 1%. 

Solución de corrida: diluir 1:10 la solución D al volumen que sea -

necesario. 

Solución para teñir: azul de Coomassie G2SO_ al 0.04% (p/v) en HC10
11 

al 3.5%. Agitar 1 ha temperatura ambiente y filtrar. Se conserva indefini 

damente. 
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Preparación del gel: mezclar 3 ml de la soluci6n ~y 3 ml de la solu

ción ~; desgasificar con vacío y agregar 6 ml de la solución f. r.ecientemente 

preparada. Bl gel queda a una concentración final de 7.5% de acrilamida y -

0.2 i de bisacrilamida. El gel se prepara en una cámara de electroforesis -

de 0.75 mm de grosor,vertical y constituida por 2 placas de vidrio de 12 x -

15 cm. Después de vaciar la solución de acrilamida, colocar el peine y de -

jar polimerizar. Diluir la muestra de líquido ascítico 1:4 en la solución -

de muestra y aplicar al gel. Correr a un voltaje constante de 200 V hasta -

que el colorante alcance la parte inferior. Una vez finalizada la electrofo 

resis teñir el gel por 3 h y posteriormente desteñjr con una solución de áci 

do acético al 10%. 

1.11 ELECTROFOCALIZACION ANALITICA EN CAPA FINA 

DE GEL DE ACRILAMIDA 

Soluciones: 

A: 10 g de acrilamida y 0.27 g de bisacrilamida. Aforar a 30 ml con

una solución de urea 3.SM. 

B: 1 mg de riboflavina en 10 ml de una solución de urea 3.SM. 

Preparación del gel: mezclar 10 ml de la solución !}._, 50 ml de una so

lución de urea 3.5M y 3 ml de anfolinas 3-10 (Bio-Lyte 3-10, Bio-Rad), Des

gasificar con vacio por 30 min. Agregar 1 ml de la solución ~y 10 µl de 

Temed. Colocar en el molde para el gel (25 x 11 x 0.2 cm) y dejar polimeri

zar a la luz directa por 3 h. Una vez polimerizado, dejar a 4°C por 2 h. 

Colocar en los carriles 30 µg de proteínas de la muestra. Usar como -

soluciones de electroforesis H3Po4 1N en el ánodo y NaOH 1N en el cátodo. 

Correr por 4 h, fijando como valores máximos 1,100 V, 50 mA y 25W. Una vez

finalizada la electrofocalización, colocar el gel por 2 h en 500 ml de 

HC104 al 3.5%. Teñir posteriormente con azul de Coomassie G250 por 2 h; des 

teñir con ácido acético al 10%. 
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2. .t:SO.Ut:MA DE ItlMlJNIZACIOll 

Se usaron ratones de ambos sexos de las cepas Balb/c, Balb/k y '.,:·57Bl/6-

de 8 scmcnas de celad, criados en el Biotel'io del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas. 

Los ratones se inocularon de acuerdo al siguiente esquema de inmuniza-

ción: 

ADYUVANTE 
IliMUNIZAC ION µg DE CONJUGADO VIA 

EMPLEADO 

1 200 Completo de Freund Subcutánea -
2 100 Incompleto de Freun<l Subcutánea -

3 100 Incompleto de Freund Subcutánea e -

1 1 
Intraperitoneal 

4 100 Incompleto de Freund Subcutánea e -
Intraperitoneal 

5 (día -7) 1 ¡ - Intraperitoneal 

6 (día -4) 200 - Intraperitoneal -
7 (día -3) 200 - Intraperitoneal 

e Intravenosa 

En las primeras 4 inmunizaciones hubo un inte1'valo de 3 semanas entre

cada una de ellas, inoculando el antígeno emulsificado en un volumen equiva

lente del adyuvante. Entre la inmunización 4 y 5 hube un periodo de descan

so de un mes y medio. Las últimas 3 inoculaciones se hicieron en solución -

salina isotónica. 
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3. CULTIVO DE CELULAS 

3 .1 RECOMENDACIO//ES 

Para el cultivo de células es necesario recordar que hay que tener un

máximo de cuidados al trabajar así como de la limpieza del material usado y

de las soluciones, por lo que: 

a) Todo el material utilizado debe estar perfectamente limpio, enjuag~ 

do con agua bidestilada y estéril. 

b) Todo método que involucre el manejo de las células debe de llevarse 

a cabo en un cuarto destinado para cultivo de células y las manipulaciones -

deben de efectuarse en una campana de flujo laminar. 

e) El material destinado para cultivo de células debe de utilizarse ú

nicamente para este fin. 

d) Usar reactivos de máxima pureza y cuando sea posible, reactivos de

grado cultivo de células. 

3.2 SOLUCIONES 

Aminoácidos no escenciales (lOOx) 

L-alanina 89 mg 

L-asparagina 150 mg 

L-ac. aspártico 133 mg 

L-ac. glutámico 147 mg 

Glicina 75 mg 

L-prolina 115 mg 

L-serina 105 mg 

Disolver en 100 ml de agua tridestilada, filtrar en filtro Millipore -

de 0.22 µm y conservar a 4°C. 

Piruvato de sodio (lOOx), 

Disolver 1.1 g en 100 ml de agua tridestilada. Esterilizar por filtr~ 

ción y guardar a -20°c. 
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1 Estreptomicina (100x) 

Disolver 1 g en 100 ml de agua tridestilada, esterilizar por filtra 

ción y guardar en alícuotas a -20°C. 

Hipoxantina-'l'imidina (lOOx) 

Disolver 136.1 mg de hipoxantina y 37.8 mg de timidina en 100 ml de a

gua tridestilada. Calentar una hora a 45-SOºC con agitación. Esterilizar -

por filtración y guardar en alícuotar a -20°C. Si al momento de usar se ob

serva un precipitado blanco, calentar a 45°C hasta la completa disolución 

del mismo. 

Aminopterina (lOOx) 

Disolver 8.8 mg en 45 ml de agua tridestilada. Agregar 0.5 ml de 

NaOH lN, disolver y ajustar a 50 ml. Agregar 0.5 ml de HCl 1N, esterilizar

por filtración y guardar en alícuotas a -20°C. 

Polietilenglicol al 50% '· 

Esterilizar 1¡ g de PEG a 120°C y 15 lbs de presión por 20 min. Dejar

enfriar a 60ªC y agregar un volumen igual de RPMI sin suero. Mezclar perfe~ 

tamente y guardar a 4°C. Al momento de usar ajustar el pH a 7.8-8 con NaOH-

0. lN estéril. 

3.3 SUEROS 

Se usó suero fetal bovino, lote srr-85-005 de la compa~ía Biocel, Méx.!_ 

co y suero de caballo obtenido directamente del Instituto Nacional de Higie

ne, S.S.A. Ambos sueros se centrifugaron a 1,000 g durante 30 min y poste -

riormente se esterilizaron bajo presión de N2 sobre doble membrana Millipore 

de 0.22 µm. Se guardaron a -20°c. Al momento de usar se inactivan a 56ªC -

durante 30 min. 

3,4 MEDIO DE CULTIVO 

El medio de cultivo utilizado en este trabajo fué el DMEM (Dulbecco 1s

Modified Eagle's Medium), el cual se prepara de acuerdo a las instrucciones

del distribuidor, disolviendo en agua recientemente tt>idestílada, ajustando 
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la concentración de glucosa a 4.5 g/l y de NaHC03 a 3.7 g/l y ajustando el -

pH a 7 con to
2

. Se esteriliza en doble filtro Millipore de 0.22 µm bajo pr~ 

sión positiva de N2 y se guardan en alícuotas de 100 y 500 ml a 4°C en oscu

ridad, conservándose en estas condiciones por 2 meses aproximadamente. Al -

momento de usarlo se suplementa de acuerdo a las necesidades. La prepara 

ción de diferentes medios se muestra en la tabla siguiente: 

SUPLEMt:NTOS MEDIO HAT o HT MEDIO COMPLETO 

500 ml 500 ml 
% ml % ml 

Aminoácidos 1 5 1 5 
no escenciales 

Piruvato de sodio 1 5 1 5 

Suero fetal bovino 2.5 12.5 2.5 12.5 

Suero de caballo 12.5 62.5 1~.5 62.5 

Hipoxantina-Timidina 
1 5 - -(HT) 

Aminopterina 
1 5 - -(A) 

Medio DMEM 400 400 

3,5 CONGELACION DE CELULAS 

Las células de 5 ml de medio con crecimiento óptimo se centrifugan y -

resuspenden en 1 ml de medio DMEM completo aftadido con 5% de suero fetal bo

vino y 10% de DMSO a 4ºC. Se colocan en un criotubo en una caja de polieti

leno con paredes de 1 cm de grosor, la cual se guarda a -BOºC por 24 h y Pº! 

teriormente, los criotubos se transfieren a un tanque de N2 líquido. Las -

células se mantienen en estas condiciones por tiempo indefinido. 

3.6 DESCONGELACION 

Se retira el criotubo del N2 líquido y se descongela rápidamente en un 
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baño a 37°C. El medio con células se transfiere a un tubo con 10 ml de me -

dio completo o HT, dependiendo de las células. Se centrifuga, se lava con -

5 ml del mismo medio 2 veces y se resuspenden en 5 ml del mismo, se colocan

en una botella Roux y se incuba a 37°C con 6% de co2 y atmósfera hOmeda. 

3.7 CRECIMIENTO 

Las células de mieloma e hibridomas deben de mantenerse a una densidad 

de 105 - 4 x105 células por mililitro, lo cual se logra diluyéndolas diaria 

mente 1:5 con el medio de cultivo adecuado. 

3.B MEDICION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 

POR INCORPORACION DE 'fIMiDINA-H 3 

Centrifugar las células de mieloma y lavar una vez con medio sin sue -

ro. Ajustar la concentración a 10,000 células/ml en los diferentes medios -

con los sueros a probar y sembrar 3 pozos con 100 µl para cada medio en 3 -

placas de 96 pozos. Incubar por 24 h. Agregar a cada pozo de una placa 

0.5 µCi (20 µl) de timidina tritiada diluida en medio de cultivo sin suero.

Dejar 4 h y recolectar las células por filtración. Realizar esta operación

durante 3 días seguidos y colocar cada papel filtro seco en un frasco vial -

conteniendo 4 ml de líquido de centelleo. Contar la radioactividad de cada

frasco en un contador de radiaciones $. 

Liquido de centelleo: 

PPO 

PO POP 

Tolueno 

0.5 g 

100 mg 

i l 

3. 9 DETECCION DE MICOPLAS!1AS 

Esterilizar cubreobjetos y colocar en el fondo de·cada pozo de una ca

ja de cultivo de 24 pozos. Tripsinizar células epiteliales de rifión de bo -

rrego de una linea estable \OVK) y sembrar en cada pozo sobre los cubreobje

tos, en un medio de cultivo sin antibiótico. Agregar a cada pozo 0.1-1 ml -

de sobrenactante de los medios de cultivo de mielomas crecidos en presencia -
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de los sueros a probilr. 211-72 h después, se ret iru el medio con las células 

en suspensión y las adhe1'entes son fijad.:is 2 min en mctanol-ácido acético 

(75:25). Se realizan 2 fijaciones mas de 5 min cada una. Secar al aire y -

teñir con el colorante 1133258 disuelto en PBS 7.5 (0.2 pg/ml) durante 30 min. 

Lavar los cubreobjetos 4-5 veces con agua destilada y montarlos en portaobj~ 

tos con glicerina en PBS pH 7 (9.1). Observar en un microscopio de fluores

cencia. 

3.10 PRODUCCION DE HIBRIDOMAS 

3.10.1 Obtención de macrófagos de cavidad 

peritoneal de ratón 

Sacrificar el ratón y sumergirlo en etanol para desinfectar. Inyectar 

intraperitonealmente 5 ml de una solución de sacarosa 0.35M a 4°C; mover un

poco el abdomen del animal e introducir paralelamente al mismo una aguja #-

18. Recoger el liquido con macrófagos en un tubo y colocar en hielo. Cen -

trifugar a 500 g por 10 min y resuspender en el medio adecuado. Si se recu

peran los 5 ml originales se obtienen aproximadamente 2 x106 células por ra

tón. Si se utilizan placas de 96 pozos se siembran 5,000 células/100 µl y -

si se usan placas de 24 pozos se siembran 20,000 células/ml. 

3.10.2 Fusión celular 

Sacrificar el ratón, obtener el bazo, colocarlo en una caja de Petri 

con medio RPMI y obtener las células por perfusión con el mismo medio. Pa -

sar a un tubo y dejar sedimentar los pedazos de tejido no dispersos; pasar -

el sobrenadante a otro tubo y centrifugar a 500 g por 10 min. Lavar 3 veces 

con el mismo medio. Contar la viabilidad de las células por tinción con a -

zul de tripano y en base a esto, mezclar la cantidad adecuada en un tubo con 

las células de mielomas, éstas Gltimas previamente lavadas 3 veces con el 

mismo medio. Centrifugar, quitar el sobrenaóante y agregar 0.5 ml de la so 

lución de PEG al 50% y agitar perfectamente con un tubo de vidrio durante 

90 seg. Agregar 0.5 ml del medio, agitar por 90 seg y agregar 1 ml del me -

dio. Añadir sucesivamente volúmenes dobles de medio con intervalos de 90 

seg hasta completar un total de 8 ml. Centrifugar a 500 g por 10 min, reti

rar el sobrenadante y diluir las células con 5 ml de medio completo e incu -

41 



bar por 2 h mezclando periódicamente con suavidad. Centrifugar, diluir en -

medio HAT y distribuir 10~-10 5 células/pozo en placas de políestíreno de 96-

pozos, con t ... · ··. 7" .. macrófa~os obtenidos 1 día antes. Incubar a 37ºC y atmós 

fera húmeda con _ .. ,, '-"
2

• Ali.mentar por cambio de la mitad del medio con -

medio fresco los días 5, 7, 10 y 11 después de la fusión. 

3.10.3 Clonación en medio semi-sólido 

Para este ensayo, tanto la solución de agar como el medio de cultivo -

para clonación deben de conservarse en un baño a 45°C. 

MEDIO DE CULTIVO PARA CLONACION (200 ml) 

ml % 

Suero de caballo 25 12.5 

Suero fetal bovino 5 2.5 

Piruvato de sodio 2 1 

Aminoácidos no esenciales 2 1 
' 

HT 2 1 

Glutamina 2 1 

Medio DMEM 2x 80 40 

Agar purificado de Merck 80 40 al 1.48% 

Colocar 10 ml del medio de clonación en cada caja de Petri de 15 x 100 

y dejar solidificar a temperatura ambiente en una atmósfera con 5% de co2. -

Mientras tanto, tomar 200 µl de suspensión con los hibridomas a clonar 

(20,000 - 200,000 células), diluir en 2 ml de medio HT y a partir de este -

tubo hacer una dilución 1:10 y 1:100 en 2 ml de medio cada una. Agregar a -

cada tubo 4 ml del medio de clonac'ión e inmediatamente repartir en las cajas 

de Petri con el medio ya solidificado y homegeizar perfectamente mediante un 

movimiento de vaivén. Dejar solidificar a temperatura ambiente en una atmós 

fera con 5% de co2• Incubar a 36ªC en atmósfera húmeda con 5% de co2. 
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3,10.4 Detección de hibridomas productores 

de anticuerpos in sin1 

a) Detección de inmunoglobulinas de rató1 

Una vez que las clonas son perfectamente visibles al ojo (aproximada -

mente 15 días después de sembri!dasJ se procede a detectar las clonas produc

toras de inmunoglobulinas de ratón, cubriendo el agar con una tercera capa -

ccr.tcr.icndo un ar.ticuerpo de conejo anti-ratón: 

MEDIO USADO (a 45ºC) 

Piruvato de sodio 1% 

llminoácidos no esenciales 1% 

Estreptomicina 1% 

HT 1'1í 

Glutamina 1% 

Suero de conejo anti- 15% ratón 

Medio DMEM 2x 40 

Agar al 1. 4 8% 40 

Antes de usar el suero de conejo anti-ratón hay que inactivarlo, titu

larlo y diluirlo en un volumen equivalente de suero de caballo para cultivo; 

centrifugar y esterilizar por filtración. 

Agregar 5 ml del medio a cada caja, dejar solidificar e incubar. En -

24 h, las clonas productoras de anticuerpo presentarán un halo de precipita

ción alrededor de la misma. 

b) Detección de anticuerpos anti-LHRH 

Se recorta una tira de papel de nitrocelulosa del diámetro de una caja 

de Petri y se coloca dentro de una de ellas con 10 ml de una solución de 

3 µg/ml del conjugado de polilisina-LHRH cm PBS pH 7. 8. Dejar 1 noche a t1°c, 
rcti1'c.1· la solución y agregar 10 ml de ovoalbúrnina al 1 % en el mismo amort i

guador por 4 h. Lavar 5 veces con PBS pH 7.8 t Tween 20, dejar secar y gua!:. 

dar a temperatura ambiente hasta su uso. 

Una vez que las clonas son visibles, se cubren con 5 ml del medio para 



clonaci6n, sin suero de conejo anti-ratón. Se deja solidificar y se coloca

el papel de nitrocelulosa estéril. Se deja incubando 1 noche; se retira, -

se lava y se coloca en una caja conteniendo 10 ml de una dilución 1:500 del

conjugado RJ1M-POD en amortiguador para diluir usado en ELISA. Se deja a te~ 

peratura ambiente por 3 h en oscuridad, se lava 5 veces y se agregan 10 ml -

de una solución de 10 r.ig de diaminobencidina en 50 ml de Tris O .1M pll 7. 6 + 

100 µ1 de hidroper6xido de urp,a (lmg/10 1Jl). Después de 10 min, lavar con -

agua destilada varias veces y dejar secar. Si hay presencia de anticuerpos

anti-l,HRH se observarán en el papel círculos de color café rojizo, cuya lo -

calización permite identificar las clonas productoras del anticuerpo. 

3.10.5 Producción de líquido ascítico 

Las células a inocular se siembran.y se mantienen hasta un crecnüento

óptimo de 4 x1o5 células/ml aproximadamente. Se centrifugan, se lavan una

vez con medio DMEM y se resuspenden en el mismo a una concentración de 107 

células/ml. Se inoculan intraperitonealmente 200 pl de esta suspensión a 
' ratones histocompatibles, inyectados 1 mes antes con pristán. Cuando los ra 

tones presenten los síntomas del tumor, cosechar el líquido ascítico por pu!!_ 

ción en el abdomen, recolectándolo en un tubo y dejando 2 h a temperatura am 

biente para que se forme el coágulo de fibrina. Centrifugar a 830 g por 

10 min y guardar a -20°C. Repetir la operación cada tercer día hasta la 

muerte del animal. 
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IV. RESULTADOS 

1. ACOPLAMIENTO DE LA LHRH A PROTEINAS ACARREADORAS 

Debi3o al bajo peso molecular de la molécula de LHRH y a que es una -

hormona presente en los vertebrados (56) y por lo tanto, reconocida como pr~ 

pia, se vió en la necesidad de acoplarla a una proteína acarreadora para au

mentar su inmunogenicidad. Ll método de acoplamiento elegido fué el de la -

carbodiimida, debido al hecho de que la LHRH no tiene grupos amino o carboxi 

libres para el acoplamiento con las proteínas acarreadoras. El uso de un a

gente heterobifuncional como el ácido p-aminofenilacéticó y de un éster acti_ 

vado como producto intermediario de reacción evita la formación de productos 

secundarios de reacción indeseables como polímeros de la hormona o del aca -

rreador. El esquema de la reacción de acoplamiento se muestra a continua -

ción: 

t LHRH 

Proteína-NH2 

--7 LHRH - NH 0 CH2 - COOH 

t 

acoplamiento en los residuos 
histidil o tirosil 

t 

o 
\ 

HN )J 
o~ 

hidroxisuccinimida 

carbodiimida ~ 
0 

LHRH - NH~ctt2-c-K-N~ 
l o 

LHRH-NH -@-cHrC-NH-Proteína 
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Durante la preparación de lor. conju¡;ados era nccesa~io comprobar la u

nión de la hormona al ácido p-arninofenilacético y determinar la eficiencia -

de la reacción de acoplamiento a las proteínas acarreadoras, por lo que se -

hizo una crornatograffo en capa fina para el prir.ier caso y se introdujo un 

marcador radioactivo para el segundo. 

Se corrió una cromatografía en capa fina del producto de reacción en -

tre la LHRH y el ikido p-arninofenilacético usando el sistema butanol-acetato 

de etilo-agua-ácido acético ( 1: 1: 1: 1) y como controles, LHRH y ácido p-amin~ 

fenilacético, revelando por la técnica de Pauly. El producto de reacción 

presentó un Rf de 0.6-0. 76, mientras que el ácido p-aminofenilacético prese~ 

tó un Rf de 0.75-0.86 y la LHRH presentó 2 manchas que presentaron un Rf de-

0.57 y 0.87. Este último resultado no se esperaba, por lo que se rasparen -

las 2 manchas, se extrajeron y se sometieron a una nueva cromatografía en el 

sistema cloroformo-metanol-amoniaco (5:3:1) y se observó que la mancha de Rf 

0.57 presentó un Rf igual al de un control de LH?H y la mancha de Rf 0.87 

presentó uno diferente, por lo que se concluyó que ésta era un producto de -

degradación de la molécula de LHRH a causa de los solventes del primer sist~ 

ma. Así, los resultados concordaron con los reportados en la literatura 

(57) al presentar el producto de reacción entre la LHRH y el ácido p-aminof~ 

nilacético, un Rf mayor al presentado por la LHRH pura. 

Para medir la eficiencia de la reacción se introdujo un marcador rFdio 

activo; éste consistió en LHRH-I l25, el cual se introdujo desde el principio 

de la reacción, partiendo de la hipótesis de que se comportaría de la misrna

manera que la LHRH no marcada. Los resultados obtenidos se muestran en la -

tabla 112. Podernos observar que la albúmina y la polilisina presentaron apr~ 

ximadamente la misma proporción de moléculas de LHRH unidas aún cuando el p~ 

so molecular de la primera es casi el doble a la polilisina. Esto se expli

ca debido a que el acoplamiento se hace a través de los residuos lisil de 

las proteínas(58) y la polilisina es un polipéptido constituido únicamente -

por residuos lisina. Por otro lado, la tiroglobulina presentó una cantidad

de moléculas de LHRH unida a ella mucho mayor a la albúmina, lo cual se ex -

plica por el hecho de que la primera es una proteína de peso molecular 10 

veces mayor que la albúmina y tiene, por lo tanto, un número mayor de sitios 

aceptores. 

46 



PEOTEINA ACOPIANTE cpm antes de\ cpm dei;pués 1 ~. LHRH unido moles LHRH 
dializar 

1 
de dializar ¡ por mol prot. 

1 1 

Tiroglobulina PM=670,000 s,1177 i 1,487 1 27 .LJ5 60 ¡ 
Albúmina PM= 66,000 5,755 1,396 24.25 8 

Polilisina PM= 35,000 5,418 1,157 21.35 7 

Tabla # 2: Características de los conjugados de LHRH con proteínas a
carreadoras. 
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2. DESARROLLO DE UN ELIS/\ PARA LA DE'fECCION 

DE ANTICUERPOS anti-LHRH 

Para detectar anticuerpos secretados por hibridomas se requiere de téc 

nicas que ofrezcan alta sensibilidad, rapidez y la facilidad de manejar un -

gran número de muestras, por lo que el ELISA fue la técnica de elección. El 

principio de este método se encuentra ilustrado en la figura # 8. 

Debido a que el método se iba a usar en la detección de anticuerpos, -

el primer paso consistió en acoplar el antígeno a la fase sólida. Por tal -

fin, se realizó un conjugado de polilisina-LHRH ya que se pudo comprobar que 

la hormona nativa presenta una baja capacidad de acoplamiento a la fase sóli 

da (datos r.o presentados). Se usó en el ELISA un conjugado diferente a los

usados para inmunizar a los ratones con el fin de poder eliminar la detección 

de anticuerpos contra las proteínas ~carreadoras en los sueros de los rato -

nes, o los anticuerpos producidos por algunos hi.bridomas. De esta manera,

los anticuerpos que se detectaron eran aquellos dirigidos únicamente contra 

la LHRH. La revelación de éstos se.hizo con un anticuerro de conejo anti-IgG 

de ratón acoplado a peroxidasa. l. 

2 .1 UHTENCION Y CARACTERIZACION DE UN CONJUGADO RAM-POD 

2.1.1 Purificación del anticuerpo 

El suero de conejo anti-IgG de ratón fué ultracentrifugado para elimi

nar los lípidos y posteriormente fué precipitado con sulfato de amonio para

el aislamiento del anticuerpo. Posteriormente se sometió a una cromatografía 

de intercambio iónico para la obtención de las IgG purificadas. Para compr~ 

bar la pureza de las inmunoglobulinas, se sometió a una electroforesis desn!!_ 

turalizante, la cual se observa en la figura # 9 y posteriormente se compro

bó su actividad como anticuerpo al ~eaultar positiva una inmunodifusión de -

la misma contra suero normal de ratón. 

Una vez que el anticuerpo fué aislado y purificado se sometió a una 

absorción con suero de caballo en una columna de afinidad con el fin de eli

minar anticuerpos inespecíf icos contra éste y que posteriormente pudieran in 

terferir en los ensayos de ELISA. Se purificó y se concentró 2 veces por 

precipitación con sulfato de amonio. 
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1. Antígeno adsorbido a la fas8 .,,;¡:;.da 

2. Proteína adsorbida a los sitios no 

ocupados por el antígeno 

3. Unión del anticuerpo presente en la 

muestra con el antígeno. 

•. 

4. Adición de un segundo anticuerpo 

acoplado con una enzima 

S. Adición del substrato 

FIGURA # 8 : Fundamento del método de ELISA para la detección de an

ticuerpos. 
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FIGURA # 9: Electroforesis en gel de acrilamida-SDS (15% de acrilami

da) en presencia de a-mercaptoetanol de la IgG de conejo anti-IgG de ratón 

purificada por cromatografía de intercambio iónico, la cual se observa en

el carril central. 
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2.1. 2 Obtención del conjugado RA11-POD 

Se obtuvo un conjugado de anticuerpos de conejo anti-IgG de ratón-Pe -

roxidasa (RAM-POD) para usar>lo poster.ionnente como sistema revelador en los

ensayos de ELISA. Una vez obtenido y diluido a 200 µg/ml se tituló para de

terminar> la concentNción óptima necesaria del mismo par>a los ensayos poste

riores. Por> tal motivo se r>ealizó un ELISA que consistió en acoplar a la 

fase sólida cantidades var>iables de IgG de ratón y haciendo reaccionar> direc 

tamente con distintas diluciones del conjugado: 5, 2, 1, 0.5, 0.2 y 0.1 µg/ml 

y revelando con el sustrato cromogénico. La figura 11 10 muestra las curvas 

obtenidas al usar diferentes diluciones del conjugado obtenido. Las dilucio 

nes superiores a 0.5 µg/ml presentaron densidades ópticas muy por arriba del 

límite de lectura del aparato usado, por lo que no fué posible graficar. 

Sin embargo, las diluciones de 0.2 y 0.1 µg/ml muestran curvas de titulación 

dentro de los límites de lectura y sensibilidad deseados; la curva correspo.!2_ 

diente a 0.1 µg/ml muestra un desplazamiento hacia abajo debido a la dilución 

tan grande de conjugado. Por esto, se escogió la dilución de 0.2 µg/ml como 

aquella para usarse en ensayos posteriores que requirieran de su uso. 

2. 2 OBTJ::NCION DE OVOALBUMINA 

Al realizar un ELISA es necesario saturar los sitios de la fase sólida 

no ocupados por el antígeno con el fin de eliminar una posible fijación ineE_ 

pecífica de inmunoglobulinas, y por ende, lecturas falsas positivas. Para -

saturar estos sitios es necesaria una proteína que no sea capaz de interferir 

en el ensayo; por tal motivo se utilizó la ovoalbúmina, ya que además, es r!:_ 

lativamente fácil de obtener en grandes cantidades desde su fuente natural -

por medio de precipitación con sulfato de sodio (59). La figura # 11 muestra 

una electroforesis desnaturalizante del producto final obtenido en la que se 

observa casi en su totalidad ovoalbúmina, aunque se observan 2 bandas de o -

tras proteínas que no se pudieron eliminar en el aislamiento. No obstante,

la ovoalbúmina fué usada en los ensayos de ELISA sin que se presentara ningún 

tipo de reacción cruzada. 
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rrr.URA # 10: Titulación del coniup,ado RAM-POn, Se adno!'hieron ¡¡ la falle nó.lJda rlifcr·P.ntcs 

concentraciones de Ip,G de ratón y r;e r<•vclu!'on con dive1•s¡10 d iluc:ionN~ 1lP.l conjuw1tlo. ),;rn di

luciones de O .5, 1, 2 y 5 11g de coniup,.1do/ml pn~r.enta!'on volorcr; <le dP.11:; itli!d óptica por arr-:iha

de loe l:ímitcs de lecturu del a¡-,,ir·,-11:0 imada. ( •) O.? 11r,/ml, (o ) 0.1 pg/m.l. 
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FIGURA # 11: Electroforesis en gel de acrilamida-SDS (15% de acri

lamida) en presencia de a-mercaptoetanol de la ovoalbúmina obtenida. Ca

rril# 1;- Marcadores de peso molecular: lisozima (14,300), 8-lactoglobu

lina ( 18 ,1100), tripsinógeno ( 24, 000), pepsina ( 311 1 700), ovoalbúmina 

(115,000), albúmina sérica bovina (66,000J, de abajo hacia arriba. 

Carril 11 2: Ovoalbúmina comercial (Sigma). 

Carril # 3, 4 y 5: Diferentes concentraciones de la ovoalbúmina obtenida. 
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:l.3 OP'l'lMnlACION DEL ELISA 

La optimización de la técnica de ELISA para detectar los anticuerpos -

anti-LHRH consistió en determinar la cantidad del conjugado de polilisina -

LHRll necesaria para obtener una curva de titulación lo suficientemente sensi 

ble para detectar los anticuerpos y que a la vez, se encontrara dentro de -

los límites de lectura del aparato ( 4 90A<2.0J. Se probaron cantidades de -

30, 10, 3, 1 y 0.3 µg del conjugado/ml en los pozos de la fase sólida, fren 

te a un suero de ratón anti-LHRl1. Como se puede observar en la figura # 12, 

a medida que la concentración del antígeno cr_.,locado en la placa disminuye, -

la curva de titulación se despláza hacia abajo y por lo tanto, la cantidad -

de anticuerpo detectada es cada vez menor. Con una concentración de 3 µg/ml 

se observa una curva dentro de los límites de lectura del aparato y se llega 

a la sensibilidad máxima del ensayo, por lo que fué la cantidad de antígeno

elegida para usarse posteriormente en .la titulación de los anticuerpos anti-

LHRH. 

Se observa que el suero normal de ratón usado como control presentó un 

' ruido de fondo muy bajo. Sin embargo, al usar el suero inmune frente a la -

fase sólida que no contenía LHRH, se observó un ruido de fondo muy alto. Es 

to se debió a que el suero inmune utilizado había sido obtenido de un ratón

sens ibilizado con un conjugado de albúmina-LHRH y la proteína saturante util_i 

zada en este ensayo era albúmina, po~ lo que en realidad se estaban detectan 

do también anticuerpos anti-albúmina. Por este motivo se utilizó otra prot! 

ína saturante, y se montó a la vez, una prueba de inhibición para determinar 

la especificidad de los anticuerpos. Esta prueba se montó preincubando di -

luciones de la hormona desde 0.004 hasta 400 ng/ml con una dilución 1:1000 -

de un suero anti-albúmina-LHRH e incubando posteriormente esta mezcla en po

zos cubiertos con el conjugado de polilisina-LHRH y saturados con albúmina u 

ovoalbúmina. La figura # 13 muestra una gráfica en la que se observa una 

clara inhibición en el desarrollo de color provocada por la neutralización -

de los anticuerpos con el antígeno libre antes de desarrollar el ELISA. Se 

puede observar que concentraciones mayores a 4 ng de LHRH/ml provocan una 

marcada inhibición en el reconocimiento del anticuerpo hacia el conjugado a

coplado a la placa. 

Las proteínas saturantes usadas influyen notablemente en el ensayo. 

Se observa que en presencia de albúmina, la curva de inhibición se desplaza

un poco hacia arriba, lo cual se debe a la detección de anticuerpos anti-al

búmina, por lo que su uso fué descartado.posteriormente utilizando en su lu

gar la ovoalbúmina, ya que la concentración de albúmina utilizada en la solu 
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FIGURA H 12: Optimización del LLISA. La fase s6lida fué cubierta con diferentes concen -
traciones de polilisina-LHRll, saturada con albúmina sérica bovina y se incubó con diversas dilucio
nes de un suero de ratón anti-Alhúmina-Ll\Rll. Se revel6 con el conjugado HAM-POD. Conccntracionen de 
pol ilisina-!.l!RH usad;;is: (O ) 30 y 10 11 g/ml. ( • ) 3 µ g/ml. (CD ) 1 \l r;/ml. l A ) o. 3 µ g/ml. (ca) O 11 g/ml. 

lO ) suero normal de ratón. 
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rIC:IJRA # 13: Pruchil de i11hibkión por El.ISA de un suero de mtón anti-AlhGmina-!.l!lUI. 
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1:1,Tr:A :ml1ru ln fose r.óli<k1, cuhiPrt:a con Polilfo.inn-r.1m11 y :;nturudn con ovoillhíiminil (o) o -

illl•íimina :;éricu bov:ina ( •), !,o:: anticucrpon unidon ::e revelaron con el conjur,.1do HAM-POll. 



ci6n para diluir el anticuerpo no parece ser suficiente para inhibir comple

tamente la reacción de los anticuerpos anti-albúmina. 

3, INMUNIZt\CION DE: LOS RATONt:;S Y TITULt\CION 

DE LOS SUEROS POR ELISA 

La inmunización de los ratones se llevó a cabo de acuerdo al esquema -

presentado en la sección de Material y Métodos, y los ratones usados se dis

tribuyeron de la siguiente manera: 

CONJ JGADO INOCULADO: ALBUMINA-LHRH 

Balb/c Balb/k C57Bl/6 

Número Sexo Título Número Sexo Título Número Sexo Título 

17 M « 100 21 M BOO 25 M « 100 

18 M « 100 22 M « 100 26 M « 100 

19 H 3,000 23 ll « 100 27 H << 100 

20 H « 100 24 ll 7,000 28 H << 100 
.. -

CONJUGADO INOCU!,ADO: TIROGLOBULINA-LHRH 
--

Balb/c Balb/k C57Bl/6 

Número Sexo Título Número Sexo Título Número Sexo Título 

37 H 500 40 H 800 43 H 1,000 

38 H 1,000 41 H 1,500 44 H 3,000 

39 ll 1,500 42 H 3 ,000' 

Tabla # 2: Títulos de los sueros de los ratones después de la 4a. in 

munización 

Después de la tercera y cuarta inmunización, los ratones se. sangraron

y los sueros se titularon por ELISA. La tabla 11 2 muestra el título del su~ 

ro de cada ratón después de la cuarta inmunización (el titulo obtenido des -

pues de la tercera inmunización fué ligeramente mas bajo que el presentado -
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después de la cuarta). Las figunas # 14 y 15 muestran las gráficas obtenidas 

de esta titulación. 

Definiendo el título en este ensayo como el inverso de la dilución del 

suero que· presente una densidad :óptica de 1, se puede observar que la mayo

ría de los ratones inoculados con el conjugado de albúmina dieron una res 

puesta poco reproducible. Un ratón macho de la cepa Balb/c y uno de la Balb 

k presentaron un titulo >1,000 y un ratón hembra de ésta última cepa presen

tó un título de 800. Todos los demás ratones de estas 2 cepas presentaron -

un título <<100. Todos los ratones de la cepa C57Bl/6 dieron una mala res -

puesta al antígeno (título <<100). Contrariamente a estos resultados, los -

ratones inoculados con el conjugado de tiroglobulina presentaron casi todos 

un título !':uperior a 1,000. Todas las cepas dieron lugar a una buena respue~ 

ta inmune, observándose los mejores títulos dentro de las cepas Balb/k y 

C57Bl/6. Estos resultados nos podrían indicar que el conjugado con tiroglo

bulina es mas inmunogénico que el de albúmina. No obstante, para cada conj~ 

gado se eligió el ratón con el título mas elevado para llevar a cabo la fu -

sión posteriormente; para el conjugado de albúmina se eligió el ratón # 20 

y para la tiroglobulina el ratón # 42. • 

4. ELECCION DEL PORCENTAJE OPTIMíl DE SUEROS 

PARA CULTIVO DE HIBRIDOMAS 

Un lote de suero ya sea de caballo o fetal bovino destinado para uso -

en cultivo de células debe de reunir 2 requisitos muy importantes: 1) estar 

libre de contaminación por micoplasmas y, 2) favorecer el crecimiento de las 

células de manera óptima. 

El suero de caballo usado fué obtenido directamente del Instituto Na -

cional de Higiene, SSA. Se centrifugó, se esterilizó por filtración y se 

realizó la prueba de detección de·micoplasmas, resultando negativa. Poste

riormente, se llevó a cabo la determinación del porcentaje óptimo de suero -

fetal bovino-suero de caballo utilizado en el medio de cultivo que permitie

ra un desarrollo óptimo de las células de mieloma Sp2/0, midiendo la veloci

dad de crecimiento de éstas por médio de incorporación de timidina tritiada. 

Los resultados del ensayo se muestran en la tabla # 3. 

Como se puede observar, una concentración de 15 y 10% de una mezcla de 

suero de caballo-suero fetal bovino (75:25) son las que permitieron el cree_! 

miento óptimo de las células. Por ·el contrario, al utilizar únicamente sue

ro de caballo, el crecimiento celular disminuyó un poco. No se probaron con 
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FIGURA 11 14: Titulación de los sueros de ratón inmunizados con Albú -

mina-LHRH por ELISA para la cuantificación de anticuerpos anti-LHRH, después 

de la 4a inmunización, ( • ) Suero normal de ratón. 
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FIGURA ff 15: Titulación de los sueros de ratón inmunizados con Tiroglo

gulina-LHRH por ELISA para la cuantificación de anticuerpos anti-LHRH, des

pués de la 4a inmunización. \ ) Suero normal de ratón. 
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% de Suero l Suero de Suero fetal Incorporación de 3H-'1' imidina ( cprn) 
final .Caballo Bovino día 1 día 2 día 3 

10 100 o 8000±502 315lf2±1080 1008'l1±3600 

10 75 25 7148±243 32951±1400 118238±2800 

15 100 o 5766±·_;4 28491±1864 87937±2037 

15 75 25 7259±ll11 35795±2090 125532±ll500 

15 100 o 865_t302 130±125 332±180 
Control 

sin células 

Tabla # 3, Crecimiento de las células en función de los sueros utili 

zados. Los resultados son promedio de triplicados ±D.S. 

centraciones mayores de suero debido a su efecto tóxico a altas concentracio 

nes. No obstante, se eligió la concentración de 15% de la mezcla 75:25 de

suero de caballo-suero fetal bovino para usarse posteriormente para el creci 

miento de la línea de mieloma usada y para la obtención tie los hibridomas. 

5. MONTAJE DE LA CLONACION EN AGAR SEMISOLIDO 

De una manera semejante al ensayo anterior, se optimizó una técnica de 

clonación en agar semisólido, probando agar de diversas marcas, así como el

porcentaje de suero requerido en cada una de éstas. Los parámetros a probar 

fueron: 

Agar a) agar purificado (Merck) 

b) agarosa (Sigma) 

c) agarosa (Bio-Rad) 

2. Concentración a) capa inferior: 0.6't y 0.45't 

b) capa superior: 0.4% y 0.3't 

3. Suero de caballo- a) 10% final 

suero fetal bovino (75:25) b) 15't final 

Los resultados de este ensayo se muestran en la tabla # 4. Se hizo la 

prueba sembrando 10,000 1 1,000 o 100 células de mieloma de la línea Sp2/0 -

por caja, para cada prueba, utilizando un total de 30 cajas de Petri. Des -

pués de 10 días se revisaron las cajas y los resultados se evaluaron tomando 
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-
! AGAJ\ n AGAR 

, 
t; SIJLRO '. CELuf.,AS CLO!li\S TAMAf:U '" tll'l:RIOR SUPERIOR :~EMBRAbAS OBSERVADAS 

-
~.O,-JC:'"' •, 300 t+-t-

15 1,0üü 190 t+t 

100 3'.' 1-'t+ 
Merck 0.6 0.4 

10,000 7300 +H 

10 1,000 190 +++ 

100 30 +++ 

10,000 ND + 

15 1,000 - -
Agarosa 100 - -

Sigma 0.6 0.4 10,000 llD t 

10 1,000 - -
100 - -

10,000 ) 300 +++ 

15 1,000 27B +++ 

Agarosa 100 30 +++ 1 

Sigma 0.45 0.3 1 

n 10,000 '1300 +++ 

10 1,000 107 +++ 

100 30 +++ 

10,000 - -
15 1,000 - -

Agarosa 100 - -
Bio-Rad 0.6 0.4 10,000 - -

10 1,000 - -
100 - -

10,000 ND + 
15 1,000 - -

Agarosa 100 - -
Bio-Rad 0.45 0.3 10,000 - -

10 1,000 - -
100 - -

Jabla 11 4. Optimización del método de clonación en medio semisólido. 

Influencia del tipo de agar, la concentración de células y de suero. 

ND: No determinado. El número de clonas fué muy bajo a comparación de las 

células sembr~das. Tamaño: +++ Grande + Pequeñas. 
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en cuenta el tama~o de las clonas, asi como el nún.ero. 

El agar de Merck (0.6% - 0.45%) y la agarosa de Sigma (.045'6 - 0.3'!.J,

ambos con un 15'L de suero, fueron los que dieron resultados mas satisfacto -

rios. Las clonas crecidas en la agarosa de Bio-Rad presentaron un número y

un tamaño disminuido, por lo que su uso posterior se descartó. Se eligió el 

agar de Merck para usarlo en la clonación de los hibridomas que posteriorme!:_ 

te se obtuvieron. 

6. FUSION CELULAR Y CLONACION DE LOS HIBRIDOMAS 

Se realizó la fusión entre células de la línea de mieloma no producto

ra de inmunoglobulinas Sp2/0J\g-14 ( t¡¿) y ci?lulas de bazo de ratones sensibi

lizados a la LHRH. Como se mencionó en puntos anteriores, se utilizaron los 

bnzos de los l'atcr.es c;ue p!'esentarcn un m1yor título de anticuerpos contra -

cada ur.o de los conjugados usados. Ambus i•atones fueron de la cepa Balb/k. -

Se realizaron un total de 2 experimentos QC fusión celular. En el primero -

de ellos se usó la mitad de las ciUulas de bazo de cada ~atón y las células

restantes se congelaron para llevar a cabo con ellas una segunda fusión, de

pendiendo de los resultados obtenidos en la primera. 

En la literatura se reportó que el peso molecular del polietilenglicol 

usado como agente fusionante, asi C'JiuO su pureza, pueden influir en el núme

r0 de hibridomas obtenidos (40,60). Por este motivo se probaron 2 tipos de

PEG disponibles en nuestro laboratorio, uno de peso molecular 3,350 (Sigma) 

y otro de peso molecular 4,000 (Merck). 

Se fusionaron 5 x106 células de mieloma con 20 x10 6 células de bazo 

(relación 1:4), sembrando después de la fusión 150,000 y 30,000 células de -

bazo por pozo en placas de polieb"Lireno de 96 en el medio selectivo HAT. En 

la segunda fusión, se sembraron 50,000 células de bazo por pozo. En los días 

51 6 y 7 posteriores a la fusión se reemplazó la mitad del medio por medio -

fresco con el fin de eliminar por dilución los posibles anticuerpos que hu -

hieran podido aparecer en el medio de cultivo producidos por linfocitos B.no 

fusionados que aún sobrevivieran. 

Cuando hubo un buen crecimiento celular, aproximadamente 15 días des -

pués de la fusión, se llevó a cabo un ELISA para detectar aquellos pozos en

los que hubiera presencia de anticuerpos anti-LllRH. Los resultados de este

ELISA se muestran en la tabla 11 5. Como se ·puede observar, la mayoría de 

los pozos presentaron una densidad óptica menor a 0.3, considerándose estos

valores como ruido de fondo del ensayo y, por lo tanto, negativos, Conside-
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-· 
T IROG. -LHRH·-1 Inmunóge110 ALBUMIN1\-Ll!RH TIROGLOBULI!IA-Lllfül 

·~el/pozo 150,000 30,000: 150,000 l 30,000 
~---

S0,000 1 
o - 0.1 511 503 550 1 538 1,11!7 

0.1 - 0.2 59 70 23 29 -
0.2 - 0.3 6 3 1 7 -

1 
0.3 - 0.11 - - 1 - 2 

0.7 - o.e - - - - l 11: 
4<1" -"A 

0.8 - 0.9 - - 1 - -
1. 2 - 1. 3 - - - 1'°' -
1. 3 - 1.r1 - - - - 1"' .. 
1. 7 - 1.8 - - - 1:': -

>2 - - 1'" - -

Tabla 11 S. Valores de densidad óptica y número de pozos en la detec-

ción de los pozos con clonas secretoras de anticuerpos anti-LHRH. :': Indica

los pozos en los cuales, la presencia de anticuerpos anti-LHRH se confirmó

por medio de un experimento de inhibición. 

1 

1 
l 
i 

1 
1 

! 
1 

¡ 

1 

ramos como positivos aquellos pozos que presentaran una densidad óptica su -

perior a 0.3. Para identificar aquellos pozos que tuvieran anticuerpos esp~ 

cíficos contra la LHRH se les realizó una prueba de inhibición, encontrando

que únicamente aquellos valores superiores a 0.7 podían ser considerados co

mo positivos, aunque se puede observar que el pozo que presentó un valor de-

0.8-0. 9 no contenía anticuerpos anti-LHRH. 

Paralelamente a esto, se llevó a cabo la revisión de todas las cajas -

para obtener el número exacto de pozos con crecimiento. Así, estos resulta

dos, junto con los arriba mencionados fueron tratados de acuerdo a la distri 

bución de PoibbOn: 

en la cual: 

P(n): 

n -m 
p ( n ) = ....;;.;.m......;e:.-_ 

n! 

porcentaje de pozos con n clonas 
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m: promedio del número de clonas por pozo. Este valor se obtie-

ne experimentalmente desde el% de pozos donde no aparecen hibridomas, ya 

que: 

P(O) -m e y m = -ln P(O) 

Los resultados así evaluados se observan en la tabla /1 6. 

Se puede observar que el número de clonas por pozo es aproximadamente

proporcional al número de células sembradas. Así, al sembrar 150,000 célu -

las/pozo se obtuvo un promedio entre 1.1 y 1.8 clonas/pozo y al sembrar 

30,000 células, el promedio varió de 0.22 a 0.44 clonas/pozo. Para poder 

comparar estos resultados en función de la eficiencia de fusión, se corrigi~ 

ron los valores a número de clonas por cada 106 células de bazo. Podemos 

observar que la eficiencia de fusión fué muy parecida en la primera fusión,

independientemente del conjugado utilizado para la inmunización, y habiendo

una variación en el número de clonas fusionadas/10 6 células de bazo de 5.6 a 

12. Sin embargo, estas variaciones no son significativas, ya que se encuen-

tran dentro del error experimental. En la segunda fusión de las células sen 

sibilizadas con el 9onj ugado de tiroglobulina, la eficiencia de fusión subió 

ya que se obtuvo un valor de 26 hibridomas/106 linfocitos. Esto es de espe-

rarse, ya que la eficiencia entre experimentos de fusión diferentes puede 

ser variable, ya que las células de mieloma podrían no encontrarse exacta -

mente en la misma fase de crecimiento. Además, en esta fusión se utilizó un 

medio mas enriquecido (RPMI 1640) para lavar las células y para diluir el -

polietilenglicol, lo cual podría haber influido en la eficiencia de fusión.

Por otra parte, los resultados obtenidos de acuerdo al tipo de PEG usado, no 

demuestran una diferencia significativa. 

Se detectaron un total de 5 pozos que contenían células secretoras de 

anticuerpos anti-LHRH. En la primera fusión se detectaron 3, los cuales fue 

ron derivados de las células de bazo inmunizadas con el conjugado de tirogl~ 

bulina y por esta razón se utilizaron únicamente estas células en la segunda 

fusión. As1, podemos observar que el número de pozos positivos fué muy si -

milar en ambas fusiones, siendo el número promedio de clonas secretoras de -

anticuerpo anti-LHRH por pozo muy bajo (0.0C2-0.0034) y el porcentaje de el~ 

nas secretoras de anticuerpo específico fué bajo también (0.15-0.20%). Pode 

mos pensar que el número de clonas sensibilizadas al hapteno es muy baja, ya 

que aún con un buen número de células híbridas obtenidas, el porcentaje de -

hibridomas secretores de anticuerpo específico fué bajo. Por otra parte, va 
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Inmunógeno ALBUMINA-LHRH TIROGLOBULINA-LHRH (la fus.) (2a fus.) 

Cels. de Bazo/Pozo 150,000 30,000 150,000 30,000 50,000 

Tipo de PEG PEG 4000 PEG 3350 PEG 4000 PEG 3350 PEG tWOO PEG 3350 PEG t!QOO PEG 3350 PEG 3350 

11 Pozos Sembrados 288 288 288 208 288 288 288 288 1176 

11 Pozos con Crecimiento 210 192 56 76 210 244 47 94 873 

# Clonas/Pozo 1.3 1.1 0.22 0.31 1.3 1.8 0.17 o.4 1.3 (Promedio) 

P(O) 27 33 80 73 38 33 83 . 67 25 

P(1) 35 36 17 22 35 29 14 26 35 

P(>1) 30 31 3 5 27 38 3 7 40 

# Clonas/106 Células 0.6 7.3 7.3 10.6 8.6 12 5.6 10 26 de Bazo 

# Pozos con Ac. - - - - 1 1 - 1 2 anti-LHRH observados 

11 Clonas específicas - - - - 0.0035 0.0035 - 0.0035 0.002 por Pozo 

P>':( O) - - - - 99.6 99.6 - 99.6 99.8 

P>''( 1) - - - - 0.34 0.34 - 0.34 0.199 

P>'•(>1) - - - - 0.06 0.06 - 0.06 0.001 

# Clogas Productoras/ - - - - , 0.023 0.02: - 0.116 0.04 10 Cels. Bazo 

% Clonas Secretoras de - - - - 0.26 0.19 - 1.16 0.15 Ac. específico 

Tabla# 6. Resultados de los experimentos de fusión. P(O), P(1) y P(>1) representan los porcentajes de pozos con

teniendo respectivamente 01 1 y 'l c¡ona (determinado sogün la dist. de Poi'.:::ion). P>':(O), p>'r( 1) y P>'•(>1) repre::ientan los -

porcentajes conteniento respectivamente O, 1 y >1 clona productora de anticuerpo anti-LllRH. 



le la pena mencionar que se J,~tectó un porcentaje mucho mas alto de pozos 

que contenían anticuerpos contra la proteina acarreadora correspondiente (d~ 

tos no presentados). 

Ahora bien, de 'O. 40% ele los pozos que contienen anticuerpos anti-LllRH, 

el 0.34%.(85%) contienen una sola clona productora y el 0.05% (15%! contie -

nen mas de 1 clona productora, lo que nos indica que la probabilidad que ha

ya mas de 1 clona productora en los 3 pozos positivos de la primera fusión -

es baja. En el caso de la segunda fusión, solamente 0.20% de los pozos fue

ron positivos, y esta probabilidad es todavía mas baja. 

Si nos referimos a las clonas totales, independientemente de la produ~ 

ción de anticuerpo específico, observamos que en el caso de los pozos sembr~ 

dos con 150,000 células en la primera fusión, y en el caso de la segunda ta~ 

bién, dentro del 5¿-57% de los pozos que contienen hibridomas, aproximadame!!_ 

te la mitad contienen mas de una clona. En consecuencia, hay una probabili

dad de ±50% de que los pozos con clonas productoras de anticuerpos anti-LHRH 

contengan también otra clona no especifica. Por esta razón, se necesita 11~ 

var a cabo una clonación, para poder separar la clona productora del anti 

cuerpo deseado de las demás. '· 

Los pozos que contenían células productoras de anticuerpo anti-LHRH -

fueron expandirles y sometidas a clonación en medio semisólido. Lamentable -

mente, en este paso, una de las clonas obtenidas en la primera fusión se pe!:_ 

dió por problemas de contaminación; no obstante, las otras 2 clonas se deno

minaron BKL 1 y BKL2 y las 2 obtenidas en la segunda fusión BKL 5 y BKL 6. 

Se revelaron las clonas productoras de IgG de ratón in situ por medio

de un segundo anticuerpo (conejo anti-ratón), observándose las clonas posit! 

vas como se muestra en la figura H 16a. Por medio de este ensayo, se detec

tan únicamente las clonas productoras de inmunoglobulina de ratón, sin cono

cer su especificidad, por lo cual, las clonas aisladas se someten a una pru~ 

ha de ELISA. La clona BKL 1 presentó un alto porcentaje de subclonas posit! 

vas a la detección de la inmunoglobulina y posteriormente confirmadas como -

anticuerpos anti-LHRH, mientras que la clona BKL 2 presentó un alto porcent~ 

de células positivas la primera vez, pero ll'.1ª baja proporción de éstas fueron 

especificas para LHRH. Las subclonas productoras del anticuerpo deseado se

expandieron y de éstas, las que presentaron.el crecimiento mas rápido y la -

mayor producción de anticuerpo fueron inyectadas en ratones F1 (Balb/c x - -

Balb/k) para la obtención de liquido ascítico, y fueron sometidas a una se -

gunda clonación, en la cual, un alto porcentaje de las clonas fueron anti

LHRH, ya que en la primera clonación ya se habían seleccionado. De esta ma

nera se demostró que ambas clonas eran estables para la producción del anti-
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E.IGURA /.116a 

1 

\ 

J'IGURA H 16b 

FIGURA 11 16 , Clonación de hibridomas productores de anticuerpos anti
LHRH. a) Detecci6n de clonas productoras de inmunoglobulina de ratón in -
situ con un segundo anticuerpo (conejo anti-ratón). Las clonas positivas
se observan con un halo de precipitaci6n alrededor de ella. h) Detecci6n
de clonas productoras de anticuerpos anti-LHRH in situ. Las manchas indi
can la presencia de anticuerpos específicos y permiten la localización de
las Clonas. 
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cuerpo. 

Las clonas BKL 5 y BKL 6 fueron sometidas de igual manera a una clona

ción en medio semisólido. Debido a que la detección de anticuerpos se hace

por medio de un segundo anticuerpo, no se detectan únicamente las clonas pr~ 

ductoras de anticuerpos anti-LllRH, sino todas las clonas productoras de inm~ 

noglobulina de ratón. Por esto, se decidió montar una prueba de detección -

de anticuerpos específicos, la cual se describe en la sección de Material y

Métodos. La figura 11 16b muestra el papel de nitrocelulosa después de haber 

sido revelado con el sustrato cromogénico el cual permite la localización de 

las clonas productoras de anticuerpo anti-LHRH. La clona BKL 6 dió lugar a

un bajo porcentaje de células productoras del anticuerpo deseado, pero se a~ 

mentó al realizar la segunda clonación. La clona BKL 5 presentó un alto po!:_ 

centaj e en la primera clonación, el cual aumentó en la segunda. Ambas clonas 

se inyectaron en ratones para obtener líquido ascítico con una alta concentra 

ción de anticuerpos. De igual manera todas las clonas se crecieron en medio 

de cultivo, el cual fué separado de las células para la obtención de anti 

cuerpo. 

7. CARACTERIZACION DE LOS ANTICU~RPOS MONOCLONALES 

7.1 CARACTERIZACION DE LOS LIQU!DOS ASCITICOS 

Tanto los líquidos ascíticos como los medios de cultivo con anticuer -

pos fueron titulados por ELlSA, con el fin de poder comparar su concentración. 

Como se puede observar en la figura 11 17, que muestra la titulación de uno -

de los anticuerpos, el título de los líquidos ascíticos es muy superior a 

los obtenidos por los sobrenadantes de cultivo, ya que el título de los pri

meros va de 104 a 5 x104 y de los sobrenadantes de 3 x102 a 103• 

Por otro lado, se monto una electroforesis en gel de acrilamida con el 

fin de poder detectar los anticuerpos monoclonales en líquido ascítico y po

der compararlos de acuerdo a su concentración. En un principio se usó un 

sistema que ccnsistió en un gel separador de pH 8.9 y un gel concentrador de 

pH 7.2 (61) pero la separación de proteínas no fué suficiente para distinguir 

los anticuerpos monoclonales, como se puede observar en la figura # 18, por-. 

lo que se modificó el pH del gel concentrador a 8.2 sin obtenerse un mejor -

resultado. Posteriormente, se probó un gel a pH 8.9 sin gel concentrador y 

se logró una mejor separación de las proteínas (figura 11 19), observándose -

que los anticuerpos monoclonales migraron en la zona correspondiente a las 
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rIGURA 11 17b: Titulación rle anticuerpos anti-LllRll pop r:LISA en diforcntcs muestrds de lí

quido ascitico de ratones .inoculados con la clona IlKI, 2. 



1 2 3 l¡ 5 6 7 8 9 -10 

FIGURA 1118 : Electroforesis en gel de acrilamida ( 7 .5%) de liquido!!_ 

ascíticos con anticuerpos anti-LHRH. Gel concentrador: pi! 7.2; gel sepa

rador: pi! 8.9. 

Carriles 1-3: Líquido ascítico de la línea de mieloma X63, (1, 2 y l¡ ~l) 

Carriles 4-6: Liquido ascítico de la clona BKL 1. 11 

Carriles 7-9: Líquido ascítico de la clona BKL 2. 11 

Carril 10: Medio de cultivo con anticuerpos 'anti-LHRH de la clona 

BKL 1. 
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f'IGURA ll 19a: Electroforesis en gel de acrilamida ( 7. S't) pH 8. 9 de algunos Hquidos 
ascíticos. CaPrilcs 11 1-S: DKL 1. Carriles # 6-10: HKI, :;>, Carril ff 11: anticuerpo monoclonal an 
ti E. histolytica. Carril 11 12: X 63. Carril # 14: IgG ele ratém purificada. La flecha indica :: 
el lugar de migración de los ;inticucrpos monoclonales. 
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FIGURA 11 19c 

FIGURAS H 19b y 19c: Electroforesis en gel de acrilamida (7.5%) -
pH 8.9 de los líquidos ascíticos. b) Carriles # 1-12: BKL 5. Carriles H 
13-15: BKL 1. e) Carriles 11 1-13: DKL 6. Carriles H 14 y 15: BKL 1. 



IgG de ratón. El con· 

de ratón produci<lo por 

.. -.,::ativo usado en el ensayo fué .líquido ascítico -

linea <le mieloma X63, no productora de .inmunoglob!!. 

.Lina, y se puede observar que no presentó banda alguna en la región de las -

IgG de ratón. Este sistema de electroforesis permitió detectar lus muestras 

de líquido ascítico que contuvieran una gran cantidad de anticue!'po de una -

manera fácil y rápida, ya que se pudieron observar diferencias notables en -

la concentración de anticuerpo entre diferentes líquidos ascíticos de un 

mismo anticuerpo. Además, se encontró una correlación directa entre la in -

tt:iisidad de las bandas y los títulos presentados por ELISI\ (datos no presen

tados). 

Por otro lado, se puede observar que este sistema de electroforesis 

no permitió observar diferencia alguna de movilidad electroforética entre 

los cuatro anticuerpos, 

7.2 DETERMINACION DE LA CLASE 

Se determinb la clase de inmunoglobulina a la cual pertenecen los 4 an 

ticuerpos por un ensayo de inmunodifusión utilizando sueros comerciales de -

conejo anti-ratón específicos de clase. Esta prueba demostró que los 4 anti 

cuerpos pertenecen a la clase IgG
1

, como se observa en la figura 11 20. 

7. 3 DETERMINACXON DE LOS EPITOPOS DE LA LHRH 

RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Con el fin de poder caracterizar el determinante antigénico de la mol! 

cula de LHRH reconocido por los anticuerpos monoclonales obtenidos se reali

zaron ensayos de competencia utilizando péptidos correspondientes a diversas 

partes de la molécula de LHRH. Los péptidos usados fueron los siguientes: 

LHRH piroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH
2 

7-10 LHRH 

4-10 LHRH 

4-5 LHRI! 

1.;.¡3 LHRH 

LHRH-OH ---
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FIGURA f! 20: Determinación de la clase de los anticuerpos monoclona

les por inmunodifusión. Los pozos 11 1, 2, 3, t¡ contienen medio de cultivo 

concentrado con los anticuerpos BKL 1, 2, 5 y 6 rcspectivanente. Pozo# 5: 

suero normal de ratón. Pozo 11 6: suero de caballo. Los pozos centrales CD.!!_ 

tienen los sueros: A) anti IgG. BJ anti-lgG
1

• CJ anti-IgG2. D) anti-IgG 2a 

EJ antiigG
2
b. FJ anti-IgA. G) anti-Ip,M. 
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Estos péptidos (UCB bioproducts, Bélgica) fueron cuantificados poi' an-ª. 

lisis de aminoácidos y su pureza fué checada por cromatografía en capa fina. 

En un principio se realizaron los ensayos de competencia utilizando so 

brenadantes de medio de cultivo por la teénica de ELISA debido a su scnci -

llez y a la facilidad de manejar un gran número de muestras. Los resultados 

de estos ensayos se muestran en las figuras 11 21 y 22. Sin embargo, se obse!::. 

varen en el ensayo variaciones signiticativas en las unidades de absorbancia 

de un mismo control en diferentes placas y al tratar de reproducir los ensa

yos, encontramos diferencias en la mayoría de las curvas de inhibición. Es

to se explicó por el hecho de que el grado de acoplamiento del antígeno en -

una placa podría sel' diferente al presentado en otra. Esto podría implicar 

cierta variabilidad en los grados de inhibición causadas por los diversos 

péptidos hacia un mismo antígeno en diferentes experimentos y, de hecho, fué 

lo que se observó. Se ha repol'tado en la literatura cierto grado de despre~ 

dimiento del antígeno de la fase sólida, el cual es variable entre placas de 

poliestireno diferentes (62) por lo que es probable que esto haya también 

contribuido a obtener estos resultados. Por lo tanto, este ensayo no pudo -

ser usado de manera cuantitativa, pero interpretado cualitativamente se pudo 

observar que la parte 4-10 de la hormona era la reconocida por los anticuer

pos y en un menor grado, la parte 1-3. Bstos ensayos también nos indicaron

que los anticuerpos sí podían reconocer LHRH-rl25, ya que la molécula de 

¡l2S se encuentra en el aminoácido # S, el cual no es necesario para el reco 

.nacimiento de los anticuerpos. 

Para obtener resultados cuantitativamente mas exactos se usó el radio

inmunoensayo para la caracterización de los anticuerpos, ya que es una técni 

ca estandarizada y con una alta sensibilidad. 

En primer lugar, se obtuvo la hormona marcada radioactivamente con 

rl2S por el método de la cloramina T. La hormona marcada se purificó en una 

columna de exclusión molecular, obteniéndose principalmente hormona con un -

solo átomo de r12s, según las características de elución presentadas y de a

cuerdo a lo reportado en la literatura (63). Posteriormente se determinó la 

inmunorreactividad de la hormona marcada por reacción con un gran exceso de

un anticuerpo policlonal, encontrándose un 80% de inmunorreactividad. 

Los anticuerpos monoclonales presenten.en el medio de cultivo de las 4 

clonas se titularon para obtener la dilución que presentara la mitad del PO! 

centaje de unión con la hormona marcada y en.este mismo ensayo, se determinó 

la inmunorreactividad de esta última con los.anticuerpos monoclonales, obte

niéndose un 70%. Posteriormente, se realizaron los ensayos de competencia -

con los péptidos mencionados con anterioridad y las gráficas resultantes se-
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FIGURA I '.l1: Ensayo de competencia por ELISA. Se probó la inhibición 

producida por LHRH, •1-10 LHRH, 7-10 Lf!RH, 1-3 LHRH, 4-6 Lf!Rf!ºy Lf!Rfl-Ofl so
bre la fijación de los anticuerpos a la fase sólida cubierta con Polilisi
na-Lf!RH. Gráfica superior: Anticuerpo BKL 1 (dilución final 1: 500). 
Gráfica inferior: Anticuerpo BKL 2 (dilución final 1:2,000J. 
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FIGURA # 22: Lnsayo de competencia por ELlSA. Se probó la inhibi

ci6n producida por LHRH, 4-10 LHRJI, 7-10 LllRll, 1-3 LHRI!, 4-6 LHRll y LHRH
OH sobre la fijación de los anticuerpos a la fase sólida cubierta con -
Polilisina-LHRH. Griífica superior: Anticuerpo BKL 5 (dilución final 
1:200). Grafica inferior: Anticuerpo BKL 6 (dilución final 1:500). 
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FIGURA l.' 23: Ensayo de competencia por RIA. Se determin6 la inhibi

ci6n producida por LHRH, 4-10 LHRH, 7-10 LHRH, 1-3 LHRH, 11-6 Llil\H, LHRH-OH · 
TR!I y Glicinamida sobre la unión de LHRH-r12~ a los anticuerpos monoclo -
nalec. Gráfica superior: anticuerpo BKL 1 (diluci6n final 1:500). Grá
fica inferior: anticuerpo BKL 2 (dilución final 1:2,000J. 
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FIGURA I' 24: ensayo de competencia por RIA. Se determinó la inhi
bición producid;¡ por LHRH, 11-10 LHRH, 7-10 LHRH, 1-3 LHRH, 4-6 LllRH, LHRH
OJI, 'J'RH y Glicinamida sobre la unión de LllRfi-!125 a los anticuerpo:; mono
clonales. Gráfica super.ior: anticuerpo BKL 5 (dilución findl 1:200), -
Gráfica inferior: anticuei'po BKL 6 (dilución final 1: 500). 
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demuestran en las figuras " 23 y 211. Podemos observar que el péptido 11-10 -

muestra una alta competencia con la hormona marcada para los 4 anticuerpos y 

de una maner>a semejante, pero en menor grado, el péptido 7-10. Al u~;ar el -

péptido deamidado, LHRll-UH cuya única diferencia con la LHRll rndica en la 

sustitución de la función amida por la función carboxi las curvas de inhibi

ción se muestran muy afectadas, ya que se requieren concentraciones excesiva 

mente grandes del péptido ~ara inhibir. 

Esto nos indica que los anticuerpos se encuentran dirigidos hacia la -

parte carboxiterminal de la molécula de LHRH. Sin embargo, al usar glicina

mida, o TRH (piroGlu-His-?ro-NH
2

) como competidores, no son capaces de inhi

bir la unión. Por otro la~o, el péptido 1-3 presentó una inhioición a con -

centraciones muy grandes. El péptido 4-6 no pudo provocar inhibición, a e -

xcepción del anticuerpo BK!. 2 pero de manera no significativa. 

Así, las gráficas de inhibición obtenidas demuestran que los 4 anti -

cuerpos monoclonales son ig~ales en cuanto al determinante antigénico rece -

nacido, sin embargo, existen diferencias en el grado de reconocimiento hacia 

el antígeno y hacia otros péptidos, por lo cual, de las gráficas obtenidas -

se determinaron las concentraciones necesarias de cada péptido para obtener

un 50% de inhibición de la unión con la hormona marcado, lo cual se observa

en la tabla /1 7. 

PEPTIDOS BKL 1 BKL 2 BKL 5 BKL 6 

LHRH 5 xlo-10 2.25 x1o-10 25 xlo-10 4.5 xlo-10 

4-10 LHRH 3.74 xlO -9 
1. 06 x10 

-9 17 x1o-9 4.8 xlO 
-9 

7-10 LHRH 12 xl0-8 9 x10-8 71 x10-8 11 x10-8 

1-3 LHRH 8.8 x10-s 5.04 x10-5 »25 x10-S 15,9 xl0-5 

LHRH-OH 45 xl0-5 25 x10-5 2.2 x10 -5 45 xl0-5 

4-6 LHRH »2.5 x10 -4 »2.5 x10 
-4 »2.5 x10 

-4 »2 .5 x10 
-1¡ 

Tabla # 7: Concentraciones de los competidores necesarias para prov~ 

car 50% de inhibición de la fijación específica de LHRH-r125 (M). 
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Si bien los 4 anticuerpos presentan diferentes ~,1 lo!'(;.<;, :i ;": el ifr•r•encia~ 

no son significativas entre los anticuerpos 1, 2 y 6 ya que al repetir los -

experimentos encontramos que se encuentrnn dentro de los límites del error -

experimental. Los 3 anticuerpos presentan valores muy similares para todos

los péptidos, los cuales son diferentes para el anticuerpo BKLS. Para éste, 

se requieren concentraciones 10 veces muyores para la LHRH y los péptidos 

4-10 y 7-10 para obtener el mismo grado de inhibición, lo cual nos indica 

que su afinidad hacia la LHR!i es menor a la presentada por los otros 3 anti

cuerpos. De esta manera, podemos decir que el anticuerpo BKLS es diferente

ª los otros 3. 

El porcentaje de reactividad cruzada hacia los diferentes péptidos us~ 

dos se muestra en la tabla # 8. Podemos observar que únicamente el péptido-

4-10 presenta un porcentaje de reacción cruzada alta (10-20%). 

PEPTIDOS BKL 1 BKL 2 BKL 5 BKL 6 

4-10 LHRH 13.3 21. 2 14.7 9.3 

x1o-1 -1 -1 -1 
7-10 LHRH 4.1 2.5 x10 3 .11 x10 11 x10 

1-3 LHRH 5.6 x10 
-t¡ 4, l¡ x10- 4 «10-5 2.8 x1Q 

-1¡ 

Ll!RH-OH 1.1 x1o-3 9 x1o-4 1.1 x10- 2 10-3 

4-6 LHRH «2 x10-6 
«9 x10 -7 «10 -5 «1.8 x10 -6 

Tabla# 8. Reacción cruzada de los anticuerpos monoclonales con dife 

rentes fragamentos de 

ciente · [LHRH} x 100 
~nhibidor] 

la 1HRH, La reacción cruzada se define como el co--

' en donde (LHRH} y (Inhibidor) son las concentraciones 

respectivas de LHRH y de los inhibidores necesarias para provocar 50% de inhi 
~ 125 l . bición en la union de LHRH-I a anticuerpo. 

7.4 ELECTROFOCALIZACION 

Para obtener una prueba mas de J.aidentidad entre los anti.cuerpos 1, 2-

y 6 y de la no identidad de éstos con el anticuerpo ·BKL 5, se llevó a cabo -

una electrofocalización de éstos. Esto implicaba el uso de anticuerpos pur~ 

ficados, lo cual se llevó a cabo por precipitación de los anticuerpos prese~ 
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tes en las muestr;;,s de liquido ascítico y su posterior purificación en una -

columna de intercambio iónico. El perfil ne Plució~ de la columna se mues -

tra en la figura 11 25, en el cual, el aLi.; --uCc·rpo eluye como un primer pico -

después de comenzar a aplicar el gradiente "" NaCl. La figul'a 11 26 mucstra

una electroforesis en gel de acrilJmida de los 4 anticuerpos ya purificados, 

en la cual se observa un alto grado de pureza, pero ninguna diferencia de rno 

vilidad electroforética entre ellos. 

Posteriormente se llevó a cabo la electrofocalización y los resultados 

se observan en la figura 11 27. Podemos observar que los anticuerpos BKL 1,-

2 y 6 presentaron un pI igual y el anticuerpo BKL 5 presentó un pi ligerame~ 

te mayor. De esta manera se confirmó que el anticuerpo BKL 5 es diferente -

a los otros, los cuales parecen idénticos, confirmando los resultados de los 

ensayos de competencia con fragmentos de la molécula de LHRH. 

84 



"' tn 

2.0 

1.0 

, , , , , , , 

10 20 30 

' Numero de 

, , 
, , , , 

40 

, , 

, 
/ , , 

50 

fracciones 

, , 
~ 

/ , 

60 

, , , , 
400 

mM 
200 NaCI 

20 

rrnURA # 25: Perfil dc eluci6n de la purificaci5n del anticuerpo DKL 2 por cromatoeraf1a -
de intercambio i6nico en una columna de !Jf:AI>Cclulor.u. n anticuerpo se apl ic6 ¡¡ lü columna er¡uilihrn 
da en 1'rin 20 mM + NüCl 20 mM n pi! '/, B, y :}c eluyó con un p,radicntc de NüCl í'O-'IOO mM. J;J flu:io de lil 
colurnníl fué de 1-2 volúmenen de colurnna/l1ora durante! 10 horan. 



,.,,,. ,. 
···~~!·~~· 

.. ""'~· •• \e~· 

1 2 3 4 

FIGURA 11 26 

1 

-~-

2 3 

FIGURA # 27 

= 

4 

FIGURA # 26: Electroforesis en gel de acrilamida (7 .5%) de los 4 -

anticuerpos monoclonales después de haber sido purificados por cromatogra

fía de intercambio iónico. Carril # 1: BKL 1. Carril # 2: BKL 2. Ca

rril # 3: BKL 5. Carril # 4: BKL 6. 

FIGURA # 27: Electrofocalización analítica en capa fina de gel de -

poliacrilamida (6.6%) pH 3-10. Carril # 1: BKL 1. Carril # 2: BKL 2. 

Carril # 2: BKL 5. Carril 11 11: BKL 6. 
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V, DISCUSION DE RESULTADOS 

Y CUNCLUSIONI:S 

1. PRODUCCIOt! DE !i!BRIDOMAS 

La obtención de clonas de hibridomas productoras de anticue!'pos mono -

clonales hacia un ant1geno deseado es dependiente del número de linfocitos -

sensibilizados en el bazo del animal utilizado. Mientr<:Js éste núme!'o sea 

mayor, la probabilidad de obtener un hibridoma productor del anticuerpo de -

seado se incrementará. A su ve~, el número de linfocitos sensibilizados de

pende de la resFuesta inmune del animal hacia el antígeno particular, por lo 

cual, se trató de optimizar la respuesta inmune hacia LHRli antes de comen

zar los exper•imentos de fusión, tomando en cuenta los diverscs par5metros que 

influyen sobre ésta, como el te.pe de antígeno (peso molecular, ser ex-::ra:':o -

al animal), su modo de presentación, el esquema de ir.munizac iér. y laé' carac

terísticas genéticas del animal. 

Para la obte:ición de anticuerpos monoclonales contra la LHRH, el pri -

r..<er paso fue la conjugación de ésta a proteínas acarreadoras. Esto se 1-.izo

del:ido a su bajo reso molecular y para que pudi'2ra ser reconocida por los a

nimales como antígeno, ya que esta hormona se encuentra presente en estos a

nimales. Se usaron 2 proteínas acarreadoras, la albúmina sél'ica bovina y la 

tiroglobulina, con el fin de com;:arar la respuesta de los anir.,ales y ccn el

misr.o objetivo, se usaron 3 diferentes cepas de ratones. 

Los conjugados utilizados r-rovocaron diversas rc;spuestas inmunes. Así, 

el conjuzudo con tÜ'oglobulina provocó 1m;:i respuest;:i bastante l:or.iogénea en -

tre las 3 cepas utili:udas y entre los diferentes ratones de ur.a misma cepa, 

a .:::\:1·e1~c.-~a Gel ccr.jugddc de ul~~inina, qt:8 ¡:rovccó ur,a respues-::a Lajü e:; la 

mayoría de los ratones ele las diferer.tes cepas, lo cual concuerda con lo re

porta<!o en la literatura ( 54) y puede CX?licarse por el hecho de que loi tiro 

g.lobulina es una proteína con un peso molecular 10 vecen mayor al ce la alt ú 

mina y contiene un mayor número de moléculas de LHRH unida a ella. Aún cuan 
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do el conjugudo hay¡¡ influido notublomente en la cul.idad de la respue:ita in

mune, el esquem¡:¡ de i:imunizución lo hizo igualmente y¡¡ que lil hiperinrnuniza

ción permitió una mejor es-rimulación de laG célul¡¡s. 

El porcentaje de hibridomas secretores de anticuerpos anti-LHRH fué -

bajo (0.2%). Estos resultados erun esperados puesto que el antígeno usado

es un hapteno y la respuesta inmune obtenida es menor a l¡¡ que se puede ob

tener hacia ur. antígeno grunde cerno una pro-:e:ina o i.;n¡¡ célula. Las células 

de cazo sensibilizadas con el conjugado de albúmina no dieron lugur a hibri 

dorna productor alguno y las 4 clon¡¡s productoras de anticuerpos monoclona -· 

les obtenidas fueron derivadas de células de bazo sensibilizadas con el con 

jugado de tiroglobulina, lo cual nos indica que hubo una mayor cantidad de

células sensibilizadas prese:ites en el bazo, aún cuando los 2 ratones utili 

zados presentaron un alto título de anticuerpos en ELISA. La única diferen 

cia e:.tre c-.m!:os consis-:is er: 13 hetercgcncidud de lil res;;uesta inmune de 

los ratones inoculados con el conjugado de albúmina frente a la buena res -

puesta que presentaron los ratones inoculados con tiroglobulina. 

En la fusión celular realizada se probaron 2 tipos··de PEG. En nuestro 

trabajo, usarnos un PEG de peso molecular t1,000 y uno de 3,350, los cuales no 

mostraron diferencias significativas en el porcentaje de hibridomas produci

dos. 

De una manera similar, se probó la influencia de la utilización de cé

lulas sensibilizadas congeladas sobre el rendimiento de hibridomas, no enco!2_ 

trándose diferencia alguna, ya que se obtuvo un porcentaje muy semejante al

utilizar células de bazo recién obtenidas. Estos resultados son importantes 

ya que en un futuro, al tratar de realizar experimentos de fusión, se puede

llevar a cabo una pequeña fusión con una parte de las células, y en base a -

los resultados obtenidos se procedería a fusionar o no las células congeladas 

posteriormente, ya que de esta manera se ahorraría tiempo, trabajo y mate 

ria l. 

2. CARACTERIZACION DE LOS A:lTICUERPOS 

El uso de anticuerpos dirigidos contra la LHRH es de gran importancia dentro 

del campo de la neuroendocrin9logía, ya que a través de éstos es como se ha

podido estudiar a esta hormona, ya sea para conocer su localización por in -

munocitoquírnica, para detectarla en diversos tejidos o para estudiar su bio

síntesis. Iesde el descubrimiento de su secuencia, se han obtenido y carac

terizado una gran cantidad de sueros anti-LHRH ( 57 ,51¡ ,65 ,66, 67) pero el ser

de origen policlonal lleva ciertos riesgos de reactividad cruzada con una 
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gt'an variedad de pépt idos o análogos de la hormona, 

Los ensayos de competencia llf!Vados a cabo por la técnica de t'adioinmu 

noensayo demostraron que los t¡ anticuerpos se encuentra dir:igidos hacia la -

parte carboxiterminal de la molécula, ya que el péptido t1-10 presentó una 

alta inhibición y, en un menor grado, el péptido 7-10. El residuo glicinami_ 

da es escencial para el reconocimiento de los anticuerpos, ya que al usar el 

péptido LERH-OH, el porcentaje de reacción cruzada se ve disminuido notable 

mente, sin embargo, ni el aminoácido glicinamida por si solo ni la hormona -

TRH, cuyo último aminoácido es prolinamida, provocaron inhibición. Parece -

que el residuo glicinamida necesita formar parte de la LHRH y adoptar cierta 

conformación para ser reconocido, El hecho de que el péptido 1-3 sea capaz

de provocar una ligera inhibición y de que el residuo 11-10 provoque una inh.f. 

bidón un poco menor que la observada con la LHRH, nos indica que en realidad 

los anticuerpos requieren de ambos extremos para reconocer de manera óptima

la hormona. Se ha propuesto ~ue la estructura tridimensional mas estable de 

la molécula de LHRH en solución es aquella en la que sus extremos carboxi y 

amino terminales se encuentran en gran proximidad, adoptando una conforma . 
ción semejante a una herradura, como se puede observar en la figura # 28 

(68). 

Ahora bien, como anteriormente se mencionó, se han descrito un gran nú 

mero de sueros policlonales contra la hormona y la mayoría de ellos han sido 

perfectamente caracterizados. En estos estudios se ha visto que el sitio de 

acoplamiento de la hormona a la proteína acarreadora usada para inmunizar in 

fluye notablemente sobre la especificidad de los anticuerpos obtenidos, obt! 

niéndose la respuesta dirigida hacia la parte mas distal. Al conjugar en la 

parte carboxiterminal, los anticuerpos se dirigen principalmente hacia la 

parte amino terminal y viceversa (67), por lo cual nosotros esperábamos, al

conjugarla en el aminoácido #5 una respuesta hacia los extremos. No obstan

te, en el caso de los anticuerpos policlonales descritos, aunque se observa 

que la mayoría de los péptidos que presentan una alta reacción cruzada for

man parte de una región especifica de la hormona, se observan reacciones 

cruzadas menores con péptidos que constituyen una región diferente de la hor 

mona. Esto es de esperarse, ya que son sueros policlonales, constituidos 

por una gran variedad de anticuerpos. 

Si bien los anticuerpos monoclonales son homogéneos, su especificidad 

es relativa. Podemos observar que los obtenidos por nosotros tienen cierto

grado de reacción cruzada con algunos péptidos. Esto es de suma importancia 

al tratar de usarlos en la detección de la hormona en extractos hipotalámi -

cos. Aun cuando no se sabe a ciencia cierta como se lleva a cabo la <legrad~ 
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FIGURA # ¿g: Conformaciones energéticamente mas estables de la LHRH, 

propuestas por Momany, f.A. (68). 
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ción de la hormona, se ha visto rn vitro, que ciertas enzimas presentes en -

el hipotálamo rompen el enlace S-6 de la molécul<J dando como resultado los -

péptídos 1-S y 6-10 {69,70). Tambi6n se J1a demostrado in vitro que la er:zi

ma convertidora ele Ja an[',iotcnsim.1 I \i\CL) degraclíl a la hormona dando cor.;o -

resultado principalmente los pGptidos 4-10 y 1-3 (71). Si esto se lleva ~ -

cabo in vivo y 6stos p&ptidos ae encuentran presentes, los anticuerpos ¿ar§n 

una reacción cruzada con algunos de ellos, sobre todo el 1;-10. 

Se llevó a cabo una elcctrofocalización de los cmticuerpos ya puri:'i -

que difieran entre 1 o ?. aminocicidos con cargas diferentes. Así, obser•¡¿¡¡¡¡:;is 

que los anticuerpos BKL 1, 2 y G son iguales estructuralmente, o pot' lo mio: -

nos, cargados de igual manera, ya que presentaron un punto de rn:'gl'ación igual 

mientras que el anticuerpo BKL 5 es ligeramente diferente, ya que ?!'esentó -

un pl un poco mayor. Por esto, pensamos que la diferencia debe ser entre 1-

o 2 aminoácidos. 

Con el fin de conocer la cadena donde se encuentra la diferencia de 

cargas, el siguiente paso seria realizar una separación en 2 dimensiones, es 

to es, separar primero los anticuerpos disociados en cadenas pesadas y lige

ras por una electrofocalización y posteriormente llevar a cabo una electrofc 

resis en gel desnaturalizante en presencia de SDS, lo cual nos daría una ma

yor información sobre la diferencia de los anticuerpos. Para obtener una 

prueba absoluta de la identidad entre los anticuerpos 1, 2 y 6 y para cono -

cer la diferencia exacta con el anticuerpo 5 se necesitaría lle'lar a cabo l<: 

secuenciación de las cadenas, Cualquiera que sea ésta, pensamos que la di -

ferencia del o de los aminoácidos se encuentran en o muy cerca del sitio ac

tivo del anticuerpo, ya que se observa afectado el reconocimiento bacía el -

antígeno. 

Mientras este trabajo se estaba llevando a cabo aparecieron en la lite 

ratura reportes de 2 grupos que obtuvieron anticuerpos monoclonales contra -

la LHRH (72,73). Los resultados reportados son muy similares a los obtenidos 

por nosostros en cuanto a especificidad de los anticuerpos se refiere; ambos 

grupos reportan anticuel'pcs dirigidos hacia la parte carboxitermlnal. tic 

obst ¿¡nte, las uiferencias radican tanto en la ;:ifinidad de los anticuerpos 

como en el número de clonas obtenidas. Knapp et al. l 72) reportan 2 clonas

prodw::tnrils obtenidc!S de '.' experfoentos de fusión, los cu.-;les secretan anti

cuerpos id¡;nticos con una afinidad menor a la obtenida por nosotros, ya que

ellos reportan una concentración de 12.011 x10-1o M de LHRH para provoca1' un-

50!t de inhibición de la unién en radioinmunoensayo. Pensarnos que ambos ar.ti 

cuerpos pudieron provenir de una misma célula fusionada, debido a que después 
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de realizar la fusión incubaron la mezcla por 11 días, congelaron y después -

distribuyeron en los pozos de cultivo. Pensamos que este tiempo es suficien 

te para que la célula fusionada se expandiera y diera como resultado las L

clonas. Si bien nuestros anticuerpos son iguales, a excepción del 5, éstos

se originaron de células diferentes, pero probablemente derivadas de la mis

ma clona de linfocitos. 

El otro grupo (73) que reportó la obtención de anticuerpos monoclona -

les hacia la hormona reporta un anticuerpo cuya afinidad es 300 veces mayor

ª la obtenida con nuestros anticuerpos, pero la especificidad es semejante. 

En conclusión, en este trabajo fué posible obtener 4 clonas producto -

ras de anticuerpos monoclonales contra LHRH, todos dirigidos hacia la parte 

carboxiterminal de la molécula. Estos anticuerpos, utilizados en diferentes 

técnicas inmunoquímicas como RIA, histoquímica, inmunoprecipitación de pro -

duetos de traducción in vitro, y º~"'as, permitirán obtener una mayor informa 

ción sobre la biosíntesis, regulación y función de la LHRH. 
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