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_RESUMEN

Se desarrcolld una metodologia de transferencia de
linfocitos que permitid enriquecer el bazo del receptor con
clomas productoras de anticuerpes contra el virus de la rabia
y de asta manera se aumentd el rendimiento de la produccidn
de hibridomas productores de anticuerros contra este virus.
Se transfirieron linfocitos de un ratén inmunizado contra el
virus de la rabia y mezclados con este mismo antigéno a 2
receptores singénicos no inmunes, uno de los cualss habia
gsido tratade con ciélofosfamida. la inoculacion de esta mez-
cla se realizd intraesplénicamente. Se compararon el titulo
de anticuerpos, peso del bazo, aspecto histolégico del bazo y
nimero de ceélulas de bazo productoras de anticuerpos especi-
ficos entre donadores Yy receptores. No se encontroe diferencia
significativa entre el titulo de anticuerpos de donadores vy
receptores. El aspecto histolégico tanto de donadores como de
receptores mostrd la estructura tipica de un bazo estimulado,
con vainas periarteriélares hiperplasicas y numerosos centros
germinales. El peso del bazo y el rimerc de ceélulas producto-
ras de anticuerpcs especificos fue significativamente mayor
an receptores que en donadores (p<0.01), en ninguna de estas
pruebas se encontrdé diferencia entre receptores tratados con
img da ciclofosfamida vy 1os no tratados. Se realizaron fu-
siones con 2 bazos de ratones receptores no tratados con
ciclofosfamida. Se detectd la presencia de anticuerpos por la

prueba Dot-ELISA en 30 de 144 pozos sembrados.
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Sea determint el efacto sobre el nimero de cé&lulas de bazo
productoras de anticuerpos especificas de ratones receptores
de las variables: 1) tipos de antlgenos presantes en la
suspaension viral (relevantes o contaminantes), 2) tratamiento
con 2 mg de ciclosfamida v 3) transferencia utilizando cepa
ERA o cepa Acatlan V319. Se encontré que con los antigenos
relevantes o el tratamiento con ciclofosfamida o la cepa
Acatlin V319 se detectaron un mayor nimero de células produc-

toras de anticuerpos especificos.
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1
INTRODUCCION

1.1 Genaral idades

La inmunizacién de los animales es un proceso que induce
una respuesta humoral heterogénea, va que se producen distin-
tos anticuerpos contra cada uno de los determinantes an-
tigénicos, producto de cientos o miles de clonas secretoras,
Una de las desventajas de este proceso es que ent.;'e estos
productos policlonaales ze encuentran anticuerpos dirigidoes
contra antigenos indeseables.

Kohler y Milstein (1975 iniciaron una nueva era en 1la
investigacison inmunolégica al demostrar que las clonas indi-
viduales de células secretoras podian ser immortalizadas por
fusion con ceélulas de ni eloma. ’

La generacién de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales (AM) resol vid muchas de las limitaciones de wun
suerc hiparinmune convencional, ya que con ellos fue posible
producir cantidades ilimitadas de anticuerpos con el grado de
especificidad, afinidad vy propiedades de acuerdo a‘necesi-
dades particulares.”

Desde su descubrimiento los AM se han aplicado en casi
todas las ramas dJde la biologia, 1lo cual es un reflejo de su
utilidad practica, Los estudios citados a continuacion son
algunos ejemplos del emiPleo de los AM:  radioinmuncensayo de
hormonas y drogas, Pruebas de histocompatibilidad, localiza-

cién vy clasificacion de tumores, inmunoterapia y purificacidn
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de molaculas por cromatografia de afinidad (Melchers, [ 1
8l.,1978, Koprowski st al., 1973). Ademis han resultado una
herramienta invaluable en Areas como la infectologia,
pParasitologia, neuroquimica y embriologia. Por otro lado
dentro de la misma inmunologia los AM han identificado
molaculas en la superficie de los linfocitos que ha permitido
clagificarlos en subpoblaciones (Carter vy Meulen, 1984

B

McDade, 1985; Yelton, gt al, 1981),
1.2 Anticuerpos monoclunales en Virologia

Aguilar vy Kretschmer (1985) mencionaron las siguientes

aplicaciones como las mas frecuentas de.los AM en virologla:

1. La localizacidn de los sitios antigdnicos de las proteinas
virales, con el fin de examinar las bases molecularas de su

variacion.

2. La serotipificacion de los virus en grupos, subgrupos,

tipos, subtipos, etc.

3. La localizacidn vy definicién de las protelnas codificadas

por el genoma viral, su expresidn y axcrecién celular.

4. El aislamiento en forma pura de los diferentes componentes

ralacionados, tales como el interferdn.

S. La deteccion de proteinas de origen viral que se expresan

en cantidades muy pequefias.

6. El andlisis de la habilidad protoactora de l1os AM dirigidos



contra los diferentes componentes virales, asi como la

habilidad protactora de las diferentes clases de anticusrpos.

7. La estandarizacién del diagndstico de las enfermedades

virales.

8. El aislamiento de proteinas virales y sus RNA mensajeros
como primer paso para la clonacidn molecular de los antigenos

de interés.

1.9 La Rabia
1.3.1 Caractaristicas genarales

La rabia es una enfarmedad ampliamente distribuida an el
mundo, sélo aquellos palsas con limites naturales tales como
Australia, las Islas Britanicas, Islandia y algunas otras
islas han podido mantenerse libres de esta enfermedad
(Espmark y Grandien, 1983: Davis gt al., 1978; Shope, 1984).

El virus de la rabia es Gnico por su capacidad eara
infectar a todos los mamiferos, 1los cuales en su forma sal-
vaje constituyen un reservorio amplio e incontrolable de 1la
enfermedad, fo}mando de esta manera un peligro constante rara
el hombre y los animales domésticos (Espmark y Grondien
1983, Davis gt als, 1976). .

En los paises industrializados la rabia de tipo urbano
transmitida al humano por perros y gatos estid practicamente

eliminada, predominando la rabia de tipo ‘“silvestre*, En




Europa occidental esta enfermedad reaparecid en 1966 despues
de un pericdo de 36 afios en el cual se la habia considerado
practicamente erradicada. Desde entonces esta enfermedad ha
permanecido en la region, prasentindose en su forma
silvestre, principalmente en el Zorro rojo (Vulpes vulpes),
el cual transmite la enfermedad a los bovinos y estos a 3u
vez representan la principal fuen£e de contaminacidn humnana
(Aguilar-Satién et al,, 19863 Sureau, 1955; Steek y Wandeler,
1980) .

En las vregiones tropicales y subtropicales de Amé&rica
Latina el perro contintia siendo el principal vector transmi-
sor d? la infeccién humana. En.esztas zonas el vampiro es el
vector "reservorio' de la rabia "selvatica" y son estos mami-
faros los que transmiten la enfermedad a los bovinos. Parti-
cularmente en México se calculan pérdidas de 30 000 bovinos
ror afio causadas por la rabia selvatica (Hernandez, 1976).
La rabia urbana por su parte es responsable de
aproximadamente 380 casos registrades al affo de infeccidn
hunana (Aguilar-Setién et al., 1936).4

La rabia es una enfermadad letal para los animales supe-
riores, incluyendo el hombre. El virus ec estrictamente neu-
rotréopico, se replica =n las neuronas y se disemina a través
de los axones y células nerviosas desde el sitio de la infec-
citn al sistema nervioso central. El virus no se ha detectado
en la sangre de animales infectados (Pavis et als, 1979;

Koprowsky y Wiktor, 19813 Shope, 1985).



La transmisidn ocurre por mordeduras y solo en muy raras
ocasiones por inhalacién o rasguMos (Koprowski vy Wiktor,

1981).
1.3.2 Proriedades del virus

El virus de la rabia pertenece a Ia familia
Rhabdoviridae, g¢nero Lyssavirus. Los viriones son particulas
con envoltura que presentan una forma cilindrica con una
extremidad redondeada y la otra plana similar a la forma de
un proyectil. Sus dimensiones son de 175x70 nm (Davis et al.,
19783 Luria @t al., 1978; Kucera y Myrvik, 1985).

La envoltura contiene 1500 unidades de una proteina de
membrana no 9licosilada con peso molecular (PM) de 25.3
KDbalton, desiynada como proteina M, vy 1800 unidades de una
glicoprotaina (@) con un PM de 67 KDPalton la cual forma las
proyecciones o espiculas del viriétn. En la proteina & reside
la capacidad de inducir la formacion de anticuerpos
neutralizantes, ademds o5 responsable da la adherencia del
virion a las ctlula's y actia come hemaglutinina con los
g9lébulos rojos de ganso (Davis @t al., 1978 Luria et al..
19783 Dietzchold gt al., 1983).

La nucleocapside esta constituida por una molécula de
ARN, una proteina N con un PM de 55.5 KDalton v una ARN
polimerasa formada por dos polipéptidos, uno de alto PM (L,
“large", 185 Kbalton) y otro mas paquefio (NS, *non
structural®, 37.5 Kdalton). La wmolécula de ARN es de cadena
sencilla y polaridad negativa v tiene un paso wmolecular de

3.5 a 4.6 millones de Dalton (Luria ¢t pl., 19783 Davis g%




al,, 1978; Espmark y Grandien, 1983).

La proteina mas abundante de la nucleocapside es la N con
1800 unidades por virién. Con respecto a la ARN polimerasa
cada viriéen contiene de 30 a 60 v 950 wunidades de L y NS
raespectivamente (Dietzchold et al., 1978).

El virus penetra a las células por un proceso de fusidn
de membranas. En el citoplasma el ARN(-) particira en dos
procesos: 1) replicacidn, en el cual sé generan cadenas de
ARN positivas y negativas, La sintesis del ARN (=) que
formard parte del virién requiere de un molde de ARN(+). Se
ha demostrade que la cadena ARN(+) que wutiliza en la
replicacidn no es precursora de los ARNm. 2) transcripcidn,
la transcriptasa tiene un sitio promotbr unico en el genoma
al cual copia secuencialmente produciéndose finalmente los
ARNm  monocistrdnicos (Luria at al., 1978,  Kucera y Myrvik,
1985).

Las tres proteinas de la nucleocdpside son necesarias en
ambos procesos, las proteinas L y NS actdian como polimerasas,
mieantras que la N debe de estar asociada al ARN para que este
funcione como molde (Luria, et al., 1978, Kucera y Myrvik,
1985) '

Una caracteristica de estos virus as la generaciéon de
viriones incompletos. Estos son mas cortos que las particulas
norimales y contienen solo una porcién del ARN, Los viriones
incompletos interfieren en la multiplicacion del virus de tal
manera qua si se efectdan pases continuos de un lote de

virus, se alcanza rapidamente una prepondarancia de estas



particulas (Luria et al., 1973; Kucera y Myrvik, 1985).

tas nucleocdpsides se concentran en el citoplasma celular
formando los cuerpos de iﬁclusién que se observan mediante
las técnicas de inmunofluorescencia Y microscopia

electronica (Luria et al., 1978).

1.3.3 Anticuerpos monoclonales en investigaciones sobre el

virus de la rabia

La aprlicacion de la nueva tecnologia de los AM'ha dado
como resultadoe un conocimiento amplio de las caracteristicas
epidemio-inmunolégicas de 1la rabia. Uno de los problemas
rasueltos con el emplec de los AM fue el de la variabilidad
antigeénica del virus; esto se demostrd con la obtenzidn de
mutantes resistentes a la neutralizaciéon. La produccidn de
estas variantes se ha logrado tanto in vjvo como in vitro. La
metodologia in vitro implica el cultivo del virus en
presencia de un determinado anticuerpo neutralizante (Wiktor
¥ Koprowsky, 1978)., Estas variantes permitieron analizar 1la
esiructura antigénics de la proteina @3 de esta manera se
determinaron 3 vy O sitios antigénicos independientes en la
protaina @ de las cepas ERA y CVS, respectivamente (Koprowski
y Wiktor, 1981; Lafon gt 3l-, 1983).

Por otro lado, se han producido variantes jm vivo median-
te la aplicacion de dos metodologias : a) aislamiento del
virug de ratones infectados y tratados posteriormente con un
AM nautralizante y b) incubando el virus jn vitre con el
anticuarpo previamente a la inoculaciéon en el ratdn (Lafon et

al-,» 1983). La variabilidad antigénica obtenida en estos



experimentos sugiere un posible mecanismo para la generacidn
de la diversidad antigénica entre las cepas de virus de rabia
existente en la naturaleza.

La seleccién de variantes resistentes a la neutralizacion
ha sido aplicada en la caracterizacidon de los determinantes
antigenicos que definen la patogenicidad. Coullon at al.
(1982) emplearon un grupo de variantes de las cepas CVS vy
ERA, seleccionadas con el AM 194-2, producido por Wiktor vy
Koprowsky (198¢). Esta variantes presantaban caracteristicas
de patogenicidad muy peculiares va que no mataban a los
ratones adultos inoculados intracerebralmente, pero si a los
recién nacidos, Posteriormente se caracterizd el sitio de
variagibn como una sustitucién del aminodcido en la posicisn
333 de la secuencia de la proteilna G (Flamand et al., 1983).
Dietzschold et al. (1983) observaron que las cepas no
patégenas Flury-HEP y Kelev, son también resistentes a la
neutralizacion por el AM 194-2, sugiriendo que este
determinante antigénico Puede ser esencial Para 1a
patogenicidad.

L.os AM purificados especificos contra la 9licoprotetina,
se han empleado para la produccion de anticuerpos anti-
idiotipicos. Esto fue realizado por Reagan et al, (1983)
quienes inmunizaron conejos inyectandoles AM de ratdn contra
los sitios antigénicos de neutralizacion de la glicoproteina
rdbica. Con los anticuerpos anti-idiotipicos pProducidos por
estog conejos se  inmunizaron ratones en los cuales se
comprobd . la presencia de anticuerpos neutralizantes. En

conclusion, este estudio demostrd que un anticuerpo anti-



idiotipico puede simular la estructura antigdénica de la
glicoproteina viral de tal manera que es capaz de inducir la
formacién de un anticuerp$ heutralizante (Reagan et al..
1983),

En 2l campo de la ingerieria gemética, los AM han permi-
tido determinar si los virus vaccinia recombinantes que ex-
presan el gene de la proteina G son biologicamente funcic-
nales, ya que se cbservd que los recombinantes que indujeron
la formacidn de anticuerpos neutralizantes y protegieron
contra el desaflo con virus patdgeno reaccionaron con un
panel de AM. Estas funciones no las realizaron los
recombinantes @ie no reaccionaron con el panel de AM (Wiktor
st 3l., 19843 Kieny et al., 1984).

La aplicacién de los AM contra virus de la rabia que
Puede ser mas importante en nuestro medio as la diferencia-
cidn de cepas. Con los AM ha sido posible caracterizar las
diferencias antigénicas entre virus de la rabia y virus
astrechamente relacionados (Dbuveanhage, "Lagos~-bat" y
Mokola). También se han establecido difaerencias entre los
virus aislados de diferentes zonas geograficas, especies vy
entre cepas vacurales (Sureau ot al,.. 1983; Wiktor v
Koprowsky, 1980; Flamand gt al., 1980).

De astos estudios se ha concluldo que la mavoria de 1la
cepas europeas, tienen patrones da reaccién similares frente
a los AM utilizados y que todas ellas presentan homologia
antigénica con la cepa Pitmann More (PM) que es la cepa
utilizada en la fabricacion de la vacuna producida en células

diploidas humanas, sin embargo algunas cepas provenientes de
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Asia vy Africa no presentaron la reactividad cruzada requerida
para ser neutralizadas con la cepa PM (Shope, 1934).

Cabe mencionar que en México las caracteristicas an-~
tigénicas de las cepas provenientes de vampiros y de perros
han sido poco estudiadas, asi como tampoco se han  comparado

las cepas vacunales con las cepas patdgenas (Aguilar-Setivn

1.4 Maetodologia pPara la produccién da anticuerpos monoclo-

nalas.

A pesar de que la tecnologia de la produccién de hibrido-
mas ;a esta bien establecida, los pasos involucrados son
muchos y cada unc de ellos se puede efectuar de diferentes
maneras. La diversidad de trabajos publicados &l respecto
reflejun los preblemas bioldgicos individuales. Los métodes
varlian en velocidad, confiabilidad y costo. Por lo tanto,
cada investigador debe seleccionar y adaptar las estrakegias

Fubilicadas a necesidades individuales.
Las etapas importantes en la produccidn de AM son:

Saqleccion del donador de linfo;itos inmunaes, Existen tres
especies con las cuiles se han podido producir hibridomas: el
el ratén, la rata y el humano. En la mayoria de los casos las
ventajas practicas hacen que el ratén sea el animal mas
utilizado, sin embargo existe la posibilidad de que se desee

un anticuerpo contra una proteina de ratdn para la cual no
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haya variantes genéticas, en este caso la rata sera utilizada

como donador de linfocitos inmunes (Reading, 1982).

Seleccion de la linea celular. Los tres principales
criterios de seleccion de una linea de células de mieloma
para la hibridacion con linfocitos B inmunes son : 1) que no
produzca cadenas ligeras ni pesadas de inmunoglobulinas, 2)
que los hibridos producidos sean estables y 3) que propor-
cione un rendimiento alto de hibridomas (Reading, 1382).

La pPresencia de marcadores geneticos de resistencia &s =1
fundamento para la seleccidn de las células hibridas. Comun-
mente se emplea la seleccidn en medio HAT desarrcllada por
Littlefiald (1964), ésta se basa en el hecho de que las
células resistentes a la 8-azaguanina carecen de la enzima
hipoxantina~guanina fosforibosil transferasa (HGPRT). Cuando
la via principal de biosintesis de guanosina te bloguea por
la aminopterina (un antagonista del acido félico) la enzima
HGPRT convierte los nucledtidos de hipoxantina o guaniha a
guanosina. De esta manera las células HGPRT negativas mueren
en un medio que contenga aminopterina e hipoxantina (medio
HAT), pero las células hibridas sobreviven debido a - que el
linfocito les conf.iere la informacion genttica para la sin-
tesis de la HGPRT (Reading, 1982).

Otros meétodos de seleccion desarrollados son: resistencia
a S-bromo-2'desoxiuridina (BrDU), resistencia a ouabaina,
irhibicidén biosintética. reversible o por inhibidores reversi-
bles (Reading, 1982). La inhibicién irreversible da las

proteinas de membrana dea las células de mieloma se ha



realizado con compuestos tales como la yodacetamida y el
dietilpirccarbonato, estos compuestos reaccionan con grupos
sulfhidrilos y amino libres, respectivamente. Las ceélulas
tratadas mueren, pero pueden ser recuperadas por fusién con
células no tratadas (Reading, 1982). Por otro lado, el
tratamiento prolongado con inhibidores reversibles tales como
la cicloheximida que interfiere en la sintesis de proteinas o
como la actinomicina P que bloduea la slﬁtesis de ARN causan
la muerte célular lo cual seé puede evitar por hibridacion con
células no tratadas.

Actualmente existen diversas lineas de células de mieloma
principalmente de ratpn ya que el sistema murino ha sido mas
estudiado y se cuenta con uri mayor Aﬁmero de lineas que
cumplen los criterios antes mencionados. Las lineas de mie-
loma murinoc mas comunes son la P3.X63.A98.653, NS-1 y SP2/0.
Sin embargo, no existe un criterio uniforme acérca de cual
linea produce mayor numero de hibridomas. Por ejemplo,
Fazekas y Scheideger {1980) indican que la 653 es mas efecti-
va que la SP2/0; Thiriart (1984) por el contrario obtiene un
rendimiento muy alto con la linea SP2/0; Lane (1985) observd
que la linea FOX-NY producida por Taggart y Samloff (5983
mejora el rendimiento de la linea SP2/0. Revisando la litera-
tura se puede observar que existe aleatoriedad en la selec-
cién de la 1linea de mieloma dependiendo quizid mas de 1la
disponibilidad, no obstante con cualquiera de ellas se
obtienen rangos de hibridacion desde 104 hasta 107 por bazo

(Yelton et al., 1978; Goding, 1980).
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Inmunizacion. Esta atapa 23 muy importante debido a Aue
dependiendo de la respuesta lograda com 2l antigeno utilizade
se obtendrd la Prolife.:.a;:adn de las <lonas deseadas vy
relavantes, Sin embargo, la diversidad de protocolos de inmu-
nizacién muestra la variabilidad de la respuesta inmune. En
general se han hecho las siguientes recomendaciones: realizar
la fusidn 3 ¢ 4 dias después del ultimo estimuleo antiggnico,
debido a que en este tiempo existe una gran proliferacidn
inducida por @l antigeno: no hiperinmuhizar con inyeccionss
multiples v si estas son necesarias es importante reposar el
animal algunos meses |y astimular 3 o 4 dias antes de la
fusion (Reading, 1982; Stahli et al., 19S0).

La inmunizacidén in vitro ha =ido ensayada con #xito para
producir hibridomas secretores de anticuerpos contra antige-
nos diversos (Anderzon y Melchers, 19785 Hertgartner at al..
1978; Reading, 19823 Van Ness gt al.. 1984).

No obstante, fGoldsby at a1 (1978) produjeron hibridomas
secretores de anticuarpos contra el hapteno dinitrofenilo,
sin inmunizacién previa del donador de células esplénicas vy
estinulando la proliferacion de linfocitos con el
lirpopolisacdrido bacteriano.

Fl;!mn. Los detalles precisos de los protocolos de fusidn,
varian entre los distintos laboratorios, ya que relativamente
pocos investigadores han estudiado los diversos pardmetros de
esta etapa.

Fazekas y Schaidegger (1980) y Westwerwould et 3l. (1984)
observaron que la formacion de hibridomas esta determinada

principalmente por el ruimero de células de bazo, Westarwould
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et al. en este mismo estudio encontraron que la proporcisn
bptima entre células de bazo y células de mieloma as de t0:1,
no obstante, otros autores han obtenido buenos resultados
utilizando proporciones que van desde 1il hasta 10:1 (Yalten
et al., 19783 Thiriart, 19345 Lane et al,. 19343 Buttin et
al., 1373).

Inicialmente las fusiones se realizaban utilizando coma
agente fusionante el virus Sendai (VS), pera actualmente sa
utiliza casi exclusivamente el polientilenglicol (PEG) ,
puesto que es mas eficaz v no constituyae wun alemento de

contaminacién como el VS.

Existen diversas marcas comerciales de PEG en presenta-
ciones de diferentas pesos moleculares.' Fazekas y Scheideger
(1980) encontraron que la preparacién Merck 4000 GK (Cat.
No. 9727) produjo mas hibridomas que otros, Sin embargo, Lare

et al. (1934) reportaron que el PEG narca Kodak 1450
proporciona aun mejores rendimientos que el Merk 4000 GK.

El tiempo de exposicidn al PEG es otro punto crlti-co de
la fusién, debido a que no puede ser muy Corto porque se
obtienen pocos hibrides ni muy largo porque asumenta la toxi-
cidad. Lane (1985) midid diferentes tiempos de exposicion vy
encontrd que el tiempo Optimo es de 45 segundos para una
concentracién de PEG de S0%. Los protocolos tradicionales
emplean un minuto con PEG al 50X a 37 C (Galfré yv Milstein,
1979; Oi y Hersenberg, 19803 Fazekas y Scheideger, 1920) o 7
a 9 minutos a temperatura ambiente con PEG al 30 a 35 %

(Gefter et al., 1977).
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Otro método desarrollado recientemente es la
electrofusidn, en el cual se promueve la formacion de
hibridos mediante la aplicacion de un campo electrico
(Karsten et al., 1985; Lo et al.,1984).

Algunos investigadores = han demostfado que el emplec de
timocitos vy macr¢fagos como celulas nodriza aumenta la
eficiencia del desarrollo de los hibridomas. Parece ser aue
el efecto favorable de estas células se debe a la produccién
de factores de crecimiento (como interleucina I) vy a la
elininacidn de los restos de las células gque mueren los dias
posteriores a la fusidn (Fazekas vy Schéideger, 19803

Lernhardt gt a)., 1978 y 0i vy Herzenbers, 1980).

Pruabas de la produccion de anticuerpos. La importancia
de esta etapa radica en que la prueba utilizada, determinara
que se detecte @l anticuerpo con las propiedades deseadas. La
prueba debe cer lo suficientemente sensible y rapida, de tal
manera que detecte lox hibridos relevantes en el menor tiempo
posiblae.

En general se recomienda no intentar recuperar todas las
clonas productoras qe anticuerpos, sino realizar una“ prueba
que detecte los anticuerpos con las propiedades d.sead;s; ror
ejemplo, si se necesita un alto titulo de anticuerpos de alta
afinidad se aislaran las clonas cuyos cultives résulton posi-
tivos en diluciones 1310 o 1:100, si se requieren anticuerpos
que fijan complemento se tendrd que implementar una prueba de
citotoxicidad o si se desean obtener anticuerpos de una clase

o subclase, pueden ser detectados directamente utilizando un
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antisuero especifico contra el isotipo requerido (Claffin vy
Williams, 1978; Herzenberg et al., 1930).

Por otro lado, también se deben considerar la precisidn,
costo y velocidad como criterios de seleccidn de la prueba,
de tal manera que se puedan realizar miltiples enzayos en las
diferentes etapas de la clonaciodn.

En los ultimos afios se han dusarrolladeo una gran diversi-
dad de técnicas que detectan la presencia de anticuerpos
monoclonales, muchas de ellas son modificaciones de las meto-
dologlas basicas de las cuales las mas comunmente enpleadas
sony radicinmuncencayo, enzimainmunoensayo, citotoxicidad e
inmurofluorescencia (Al Moudallal et al.,1984; Pauli et al..

19843’ Russel]l et al., 1983).

Clonacidn, La clonaciton se debe efectuar tan pronto como
se hayan identificado los cultivos productores de anticuer-
pPOS, Yya que esto disminuyve la posibilidad da sobrepoblacidn
con clonas irrelevantes (Goding, 19803 Taggart y Samloff,
1983). En los primeros experimentos en los que ce aislarcn
clonas productoras de anticuerpos, la clonacidn se realizd
por cultivo en medio semisdlido con agarosa suave, de acuerdo
a la metodologia de Coffino et al. (1972). sin embargo,este
métode tiene la desventaja de que a menos qQue se tenga una
téchica que detecte anticuerpos sobre o en el medio
semisdlido, se debe de recultivar las clonas en medio
1iquido. Por easta razon los investigadores actualmente

prafieren utilizar la clonacién por dilucidnes limitantes.
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Si se cultivan pequefias cantidades de ceélulas, la frac-
cidén de pozos con crecimiento debera sesuir la distribucidn
de Poisson:

-m
Flol= e

donde F(o) es la fraccion de pozos donde no hay crecimiento y
m es el promedio de clonas pPor poze. Si m=l sntonces
F(0}=0,37. Es decir, para obtener una Lrobabilidad razonable
de que los pozos cortienen clonas Unicas, mas del 37.% de los
cultives no dzben de tener crecimiento. Aunque este método

supone una eficiencia del 100 % se recomiendas realizar mas de

una clonacion (Henry et al., 1980).
1.5 Modificaciones a la metodologia bidsica

Uno de los problemas existentes en la produccidn ﬁe AM as
la baja frecuencia con que se obtienen los hibridomas secre-
tores. La sisuiente observacidon es Util para apreciar lo
anterior; si se tiere un rendimiento de | clona por cada
2x105 células de bazo se tendria un total de S00 hibridomas
de un bazo que proporcionara 108 células. Si ademas se utili-
za un inmundgeno fuerte como son los eritrocitos de .carnero
que producen aproximadamente | célula secretora por cada 100
esplenocitos se tendrian de este bazo un total de 5§ hibrido-
mas secretores de anticuerpos anti-eritrocitos. Se puede
concluir que cualquier variable que afecte tanto el
rendimiento de hibridomas como el ntmero de células secreto-
ras en el bazo repercutird en la cantidad resultante de
clonas productoras de anticuerpos. Por otro lado, el

rendimiento final también dependera de la sensibilidad de .la
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prueba utilizada en la deteccidén de anticuerpos.

Con el fin de aumentar la eficiencia de la metodologia
diversos investigadores han planteado nuevas tecnicas en
algunas de las diferentes etapas.

Estrategias dea irmunizacion. Para aumentar la respuesta
hacia .el antigeno deseado Sakato vy Eissen (1975) conjugarors
el antigeno a una molécula altamente inmuneogénica come la
hemocianinas; Knudsen (1985) obtuve una inmunizacion efectiva
absorbiendo pequefias cantidades del antlgene a papel de
nitrocelulosa y reduciendole a particulas diminutas por
tratamiento con dimetilsulféxido antes de 1la inoculacidn.
Spitz' et al. (1934) inmunizaron asnimales inoculando pequefas
cantidades de antigenc intraesplénicamente.

Por otro lado, para eliminar la respuesta hacia antigenos
indaseables Thalhaner at al. (198%) propusieron la
inmunizacion con una mezcla de antigenos y anticuerpos contra
los antigencs contamirantes. -

Fusion. Buttin et al. (1978) propusieron la Fusidn sobre
membranas de nitrocelulosa, mediante esta técnica estos
autares obtienen un alto rendimiente de hibr idomas
secretores de anticuerpos anti-idiotipicos. La metodologia
consiste en centrifugar la mezcla de ceélulas de bazo vy
células de mieloma en un tubo de centrifuga filtrante. La
fusidn se realiza sobre la membrana en la cual se sedimentan

" ambos tipos de celulas.
Van Mourik et al, (1984) previamente a la fusibn fraccio-

naron las c&lulas de bazo por madic de la centrifugacion en



19

gradiente de densidad (con Percoll) y encontraron que las
. 3
células con una densidad especifica de 1.065 g/cm produjeron

un mayor numero de hibridomas secretores de anticuerpes.

La fusidn selectiva de los linfocitos B secretores del
anticuerpo deseado ha sSido ensayada por algunos autoras,.
Kranz et al, (1980) incorporaron fluoresceina a las ceélulas
de mieloma, paosteriormente las incubaron con células de bazo
inmunes (antifluoresceina) formandose agregados celuiares con
los cuales realizaron la fusion. Esta modificacidn resulted en
ﬁn namero mavor de hibridomas antifluoresceinicos en relaciodn

con los obtenidos mediante una fusidn “normal”.

Lo et al. (1984) explotaron la alta afinidad entre 1la
avidina y la biotina para promover la fusion selectiva. En
este/ estudio se conjugdé covalentemente el antigens a la
avidina y luego se incubd con la suspensidn de linfocitos
para formar un complejo linfocito-B-antigeno-avidina, el cuil
a su vez se mezcld con células de mieloma que tenian biotina
unida covalentemente a su superficie. La fusidn se realizd
mediante la aplicacidén de un campo eléctrico (electrofusidn).

Los autores reportan la obtencién de hibridomas secretores de

anticuerpos de alta afinidad.

A pesar de que las técnicas de fusidn selectiva reducen
considarablemente el numero de hibridos que deben ser ensava-
dos, no bhan sido utilizadas ampliamente io cual sugiere que
deben existir dificultades t4cnicas que no permiten su apli-

cacion extensiva. .




Enriquecimiento de ceélulas productoras da anticuerpos.
Ademas de las modificaciones antes mencionadas, es posible
enriquecer el bazo con células B especificas contra el anti-
geno  en estudio (Rathjen y Underwood, 1985). Con este fin,
las ceélulas de bazo de ratones inmunizados pueden ser
inyectadas a receptores singénicos irradiados junto con el
antigeno (transferencia adoptiva). E&sto da como resultado la
amplificacion de la respuesta de cé&lulas B especificas v un
aumento en la produccidn de hibridomas secreto;és de hasta S0
vaces (Moller, 196835 Kennedy et al., 1966). La técnica de

transferencia adoptiva ha sido empleada dando resultados

exitosos por Thiriart (1984).
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OBJETIVOS

2.1 Planteaniento de cbjetivox

Se ha demostrado que la transferencia de linfocitos de un
donador inmune a animales no inmunes, singénicos e irradiados
aumenta considerablemente el numero de celulas productoras de
anticuerpos, esto se dabe a 1la inhibicidn de los mecanismos
de regulacién de la respuesta inmune en los receptores
{Moller, 1968).

La ciclofosfamida es un agente citotdxico empleado
extensamente como inmunosupresor. Este compuesto actua sobre
cédlulas en fases intermitdtica o proliferante, su, actividad
inhibitoria es efectiva antes y después del estimulo
antigénico, ademds produce una reduccidn proporcionalmente
mayor en el numero de linfocitos B que en la cifra de
linfocitos T (Turk y Parker, 1979; Turk y Poulter.‘-1972). »

La ciclofosfamida es inactiva hasta que es metabolizada
por el higado. Aunque no se ha identificado el . residue
activo, se encuentra en la circulacion por solo algunas horas
después de su administracion (Webb v Winkelstein, 1983).

De acuerdo con estos antecedantes el objetivo del
presente trabajo fue el de desarrollar una metodologia de
transferencia intraesplénica de linfocitos para enriquecer el
bazo del receptor con clonas productoras de anticuerpos
contra el virus de la rabia, ensayando a la ciclofosfamida

como inhibidor de los mecanismos de regulacion de la




22

respuesta inmune del receptor. Esto con el fin de mejorar el
rendimiento en la produccidén de anticuerpos monocleonales

contra el agente mencionado.

2,2 DigeMo exparimental

Hipotesis. La transferencia de linfocitos inmunizados y
mezclados con. suspension de virus de la rabia a un raton
receptor no inmunizado, singénico e inmunosuprimido con
ciclofosfamida favorece la proliferacién de clonas
especifigas. El1 aumento de 1la multiplicacidn clonal se
refleéara en el aspecto histoldgica, en el titulo de
anticuerpos, nimerc de células de bazo productoras de
anticuerpos vy en @l nimero de clornas hibridas productoras de
anticuarpos. El crecimiento del bazo serd indicativo del
agentamiente vy desarrolle en este drgano de las celulas

transferidas.

En el cuadro namero 1 se muestran los Irupos
axperimentales y la pruebas realizadas para corroborar ésta
hipdtesis.

En un experimento independiente se evalud el efecto de
tres variables sobre el ntmero de células productoras de
anticuerpos en ratones receptores. Sa utilizd un disefio
factorial 2x2x2. Leos factores y sus respectivos niveles
fueron:

A: 1) respuesta hacia antigenos contaminantes.

, .
2) respuesta hacia antligenos relevantes.



B: 1) receptores no tratados.
2) receptores tratados con ciclofosfamida.
C: 1) linfocitos transferidos mezclados con cepa
Acatlan-V319.
2) linfocitos transferidos mezclados con la cepa
ERA.
Se tuvieron dos repeticiones por cada nivel de cada factor.
El cuadro No. 2 muestra la definicion de los grupo§ formados

para aste experimento.



Cuadro No. 1

Grupos experimentales vy pruebas realizadas en cada uno de ellos
para comprobar la hipotesis rlanteada.

1Grupo de ratones iTitulo ipeso del! Estudio iNmero de

H ide {bazo ihistolégicoicélulas
lproductoras
ide anticuer-
ipos especi--
{ficos

! tanticuerpos}
3
!
!

{In no irmunizados

I inmunosuprimidos con ling
ide ciclofosfanida

1 IV: Receptores no tratados
PR U S
{V: Receptores tratados con

{1 mg de ciclofosfamida

Los numeros indican el numero de ratones en cada garupc.
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Cuadro No. 2

Grupos experimentales para determinar los efectos
tratamiento con ciclofosfamida y antiganos en el ntmero de células
de bazo productoras de anticuerpos.

Cepa

Linfocitos mezclados
con suspension de

cepa Acatlén V319

Linfocitos mezclados
con suspansion de

cepa ERA

Ciclofosfamida
{ing)

[

Antigenos
contaminantes
relevantes

contaminantas
relevantes

contaminantes
relevantes

contaminantes
relevantes

da cepa,

Grupo
exparimental

A
B
[o}
[

TS TMm
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3

WATERIAL Y METODOS

3.1 Produccion de antigeno de virus rabico (Acatlan-V319) vy
titulacidn.

J.1.1 Virus: Se utilizaron las cepas vacunales Acatlan-
V319 y ERA amablemente proporcionadas por el Dr. R. Ojeda de
la Productora Naciomal de Bioldgicos Veterinarios y Sanyconn
S.A. de C.V., respectivamente. El titulo de ambas cepas fue
de 105 (raton 10-15 g). La cepa Acakblan-V3I19 fue cultivada vy

titulada en nuestro laboratorio.

.

3.1.2 Cultivos celulares: Para replicar el virus se
utilizd la Linea celular BHK 21 (ATCC, 1978) que fue cultiva-
da hasta obtener monoestratos confluentes‘ en medio BHK-21
(Gibco) suplementade con penicilina, estreptomicina, 6 % de
medio triptosa fosfato (TPB) vy 10J de suero fetal bovino

(SFB) .

3.1.3 Produccidn de virus: Los monoestratos de células BHK
obtenidos en botellas de plastico de 80 cm2 de superficie
(Falcon), fueron inoculadas con un mililitro de la suspension
viral de la cepa Acatlin V319 (3.1.1) adicionando al inéculo
0.1 m9 de DEAE-Dextran. Despuss de una hora de incubacidn el
indculo fue desechado y =1 monocestrato se lavd tres veces con
solucion  amortiguadora de fosfatos {(PBS, PH 7.2).
Posteriormente se agregd medio de mantenimiento (BHK,

suplementado con penicilina, estreptomicina, 6 X TPB y 2 %
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SFB). Cinco dias posteriores a la inoculacién se cosechs el
sobrenadante (suspension del virus de la rabia, SVR) y se

procedié a la titulacion.

3.1.4 Titulacioén: B Grupos de 6 a 7 ratones de la cepa CD)
de 15 a 20 g de peso fueron inoculados por via intracerebral
con 0.03 ml de diluciones seriadas base 10 de la SVR.

El titulo en dosis letales al 50 % (LD ) se calculd de
acuerdo al método de Reed y Muench (Davis .:on., 1978), 1la

observacion de los ratones infectados se realizd durante 21

dias.

:.gmfnluno.nnvo ennisdtico en papsl de nitroceluloss (dot-
KL .

Exta prueba se empled para la titulacidn de anticuerpos
séricos de raton y para la deteccion de anticuerpos en el
medio de cultivo de hibrido-as. La metodologia empleada se
basé en la descrita por Lin y Halbert (1983), a la cual se le

hicieron algunas modificaciones.

3.2.3 m&bu‘ille“n del papel de nitrocelulosa: La SVR
preparada como se indicé antes (3.1.3) se filtré a través de
papel de nitrocelulosa (Millipore) utilizando un portafiltro
con capacidad para 250 ml (Millipore) hasta la saturacion del
papel. Posteriorsente se dejo secar la sembrana. Se cortaron
discos de aproximadamente 5 ma de didsetro, 103 cuales se

o
conservaron a -20 C hasta ¢l mosento de su utilizacion.

3,2.2 Deterainacion da anticuarpos: Los discos se descon-
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galaron v se colocd uno en cada uno de los pozos de placas de
plastico d= 96 pozos de fondo plano ( Falcon o Nunc). Con al
fin de bloquear los sitios inespecificos de unidén del conju-
9ado, se agregaron a cada pozo 75 microl de solucidn de leche
descremada (Sveltes , Nestlé) al 5 % en solucidn amortigua-~
dora de trietanclamina (TBS; 7.5 g de NaCl, 2.8 ml de trieta-
rolamina, 17 ml de HCl IN, O.lg de MgCl .6H 0, 0.02 g de
€aCl .2H 0, H 0 cuanto baste para { 1). 2Laszp1acas con la
2 2 2 o

selucion bloquaadora se incubaron a 37 C durante 15 minutos,
transcurrido este tiempo, se€ aspird la solucidn., Se agregaron
S0 microl de los anticuerpos a probar provenientes del suero
de ratén o de sobrenadante sin diluir d& cultivo de hibrido-
mas, seguido de un periodo de incubacidén de | hora a 37 oC.
Para titular los sueros de2 ratones se realizaronh 5 diluciones
sariadas bacse 4, empezando con la dilucién 1:40.
Posterjormerte 1los discos se lavaron 3 veces con solucidn
TBS-Tween 20 al 0.05 %, la tercera vez se dejaron los.discos
10 minutos con la solucidn de lavado. En seguidas se agregaron
S0 microl de solucidn de conjugado peroxidasa-antigamaglobu-
lina de ratén (Sigma ) diluldo 1:200 en TBS-leche descremada
al 1%, ircubidndose | h a 3700. El procedimiento de lavado
descrito anteriormente se repitid luego de la incubacién con
el conjugado. Por ultimo se agregaron 75 microl de solucidn
de sustrato (7.5 mg de diaminobencidina (Sigma), 15 microl de
H O y 15 ml de THS) incubdndose 30 minutos a temperatura
aﬁb?ente. La solucion sustrato se aspird, se lavaron los
discos con TBS vy se dejaron secar.

Los discos positivos se tiferon color café, El titulo de



anticuerpos fue calculado considerando la dltima dilucidn que
prazantaba una coloracién café mas fuerte Gque los controles
negativos, los cuales consistieron de diluciones seriadas de
suero de ratébn desprovisto de anticuerpos contra el virus de

la rabia pPor una parte y TBS-leche descremada al 1% por otra.
3.3 Transferencia adoptiva intraesplénica

3.3.1 animales: Tanto donadores como receptores. fusron

ratones Balb/c de 20 a 25 g de peso.

3.3.2 Inmumizaciéon de domadores: Los ratones donadores
fuaren inmunizados mediante 2 inoculaciones con 0.5 ml de
SVR por las vias intramuscular, subcutdnea e intraperito-
neal. Las dosis se aplicaron con un intervalo de dos semanacs

. entre cada una de ellas. Después de 3 semanas de la 4ltima
inoculacidén estos animales fueron utilizades como donadores
de células de bazo. En el caso del experimento 2 descrito
pozteriormente (3.6.2). uno de los donadores se inmunizd
aplicando el segundo estimulo con la cepa ERA (3.1.1).

3.3.3 Células de bazo: Los donadores se sangraron v
sacrificaron. €n condiciones de esterilidad se les axtArajo el
bazo,. el cual se coleocd en una caja de Petri con medio de
Iscove (Sigma), los linfocitos se liberaron desgarrando el
bazo con aguijas, - transfiriéndose después a un tubo de ensayo.
Los restos de tejido fueron eliminados dejandolos
sedimentar durante S minutos. El sobrenadante fue transferidoe
a un tubo coénico de centrifuga, pasindolo a través de una

pipeta Pasteur obturada con fibra de vidrio para retener
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desechos vy células muertas, centrifugdndose despuds 8 minutos
a 200 g. Las celulas se resuspendieron er NH Cl amortiguado
(450 ml de NH Cl al 0.83 %Z, 50 ml de TRIS bas: al 2.06 %, pH
7.65) con e14fin de lisar eritrocitos, dejando reposar las
células en esta solucidn unes cinco minutoz v centrifugindo
nuevamente 8 min a 1200 rpm. Se prepard una mezcla de
linfocitos vy antigeno (MLA) agregando a las células 0.5 ml
de SVR. Se efectud el conteo celular en la camara de Naeubauer

corroborando la viabilidad por medio de la exclusién de 1la

tincidn con azul de tripan.

3.3.4 Inoculacion intrassplénica: La inoculacién intraes-
plénica se efectud de acuerde a la metodologia descrita por
Spitz et al. (1984). Las cé&lulas de bazo de cada donador
pPreviamente inmunizada, fueron transferidos a dos ratones
receptores; uno de los cuales habia sido inmunosuprimido por
medio de la inyveccion intramuscular de 1 o 2 mg de
ciclofosrfamida 24 horas antes de la transferencia. Los
receptores fueron  anestesiados mediante la  inyeccién
intramuscular de 80 microg de dehidrobenzperidol (Droperidol
, Janssen Ph) v 2,5 m9 de clorhidrato de quetamina (Disosia-
nest, 20th Century Méx.). Una vez logrado el efecto anesteé-
sico cada ratén se colocd en una tablilla recostade en el
lado derecho e inmobilizado con cinta adhesiva como se mues-
tra en la figura 1A. Se desinfectd el cuadrante superior
izquierdo del abdomen con una solucidn de pbenzal al 30 %, En
seguida ce hizo una incisidén longitudinal en la piel de 1 a

1.5 cm de largo. La piel se separd de la capa musculur para
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dejar expuesta la pared abdominal. Una segunda incisidén se
hizo en las capas musculares y el peritonec para dejar
expuesto el bazo. El 4rgano se exteriorizd sujetande su
extremo ventral con ayuda de pinzas de relojero inyectando
0.2 ml de la mezcla de linfocitos y antigeno del virus de la
rabia (en promedic 2x10 células), como se puede okservar =2n
la figura 1B. Después de la inyveccidn, el bazo se regresd a
la cavidad peritoneal, el peritonec y las capas musculares se
suturaron con un punto, los bordes del corte de piel =ze
aproximaron y se cerraroncon 2 a 3 puntog., Cince dias
después, los receptores fueron sacrificados para dilucidar la
eficiencia de la metodologia, determinando el titulo de
anticuerpos séricos, el peso y aspecto histoldgice del bazo,
el numero de células productoras de anticuerpos contra el
virus de la rabia y en la hibridacidn con células de mielcma

como se menciona en el capltulo correspondiente a objetivos.

3.4 Determinacion del peso del bazo.

Los bazos tanto de ratones donadores como de receptores
se pesaron inmediatamente despuds de su extraccidén en una

balanza analitica.
3.5 Estudio histoldégico

El estudio histologico se realizd en cinco grupeos de
bazos clasificados de acuaerdo al tratamiento aplicado al

ratén de procadencia:
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I: No inmunizados

IZI. Inmunosuprimidos con 1 mg de ciclofosfamida.
III. Donadores de linfocitos.

IV. Receptores no tratados.

V. Receptores tratados con 1mg de ciclofosfamida.

Los bazos se fijaron en formol-FBS (pH 7.2) al 3 %
inmediatamenta después de su extraccidny; se incluyeron en
‘parafina para la realizacidn de cortes de 5 micras de
espasor. Finalmente fueron tefiidos con la técnica de
hematoxilina -=osina y observados en un'microscopio de luz
transmitida.

3.6 Determinacion del numerc da células de bazo productoras
de anticuerpos especificos.

3.6.1 Fundawento de 1la metodologia. Con base en los
trabajos de Rao y Pands (1985) y de Sharon et al,., (1379, en
@l presente estudio se implementd una metodologla de réplica
en papel d= nitrocelulosa para cuantificar las células de
bazo Pproductoras de anticuerpos especificos. La técnica
consiste en cultivar las celulas de bazo inmune sobre discos
de papel de nitrocelulosa sensibilizados con el antigeno como
se describid en 3,2.1. Teoricamente el anticuerpe liberado
por los linfocitos B especificos se va a fijar al antigero
retenido en el papal sensibilizado. La reaccidn antligeno-
anticuerpo se pone luego en evidencia mediante la técnica de
inmuno ensayo enzimdtico descrita anteriormenta (3.3.2). De
asta manera en el lugar en donde se encuentre una célula

productora de anticuerpos especificos aparecera unm punto
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obscuro que en el presente tabajo se denominard “unidad
formadora de puntos” (UFP). En la figura No. 2 se esquematiza
el procedimiento descrito.

-

3.6.2 Experimentos. Esta prueba se realizé en dos

exper imentos consecutivos.

Exparimanto 1. Se compard el nimero de UFP en los

siguientes grupos de bazos pertenecientes a ratones:
Grupo I. No inmunizados (control negativo).

Grupo III: Dooadores de linfocitos.

Grupo IV: Receptores no tratados con ciclofosfamida.

Grupo V: Receptor tratado con ciclofosfamida 24 horas antes

de la transferencia.

Experimento 2. Se determind el efecto de las variables
cepa, tratamiento con ciclofosfamida y respuesta hacia
antigenos contaminantes o relevantes sobre las UFP de ratones
receptores. Para esto se cuantificé la diferencia entre las
UFP formadas en discos sensibilizados con la SVR (UFP contra
antigenos totales) vy las UFP en discos sensibilizados con
suspensitn de células BHK  no infectadas . f{antlgenos

contaminantes).

Esta diferencia se evalud en los grupos definidos en al

cuadro 2. (ver seccién 2.2).



FIGURA 2. ESQUEMA DE LA TECNICA DE REPLICA EN PAPEL DE NITROCELULOSA
,B)QRA LA CUANTIFICACION DE CELULAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS EN EL
Z0

CELULAS DE BAZD IMEMBRANA
DE

MEDIO DE CULTIVO SEMISOL1DO

24 HORAS DE INCUBACION

MEMBRANA DE- NITROCELULOSA.
DESPUES DEL REVELADO POR LA
PRUEBA DE INMUNOENSAYOENZI-
MATICO.
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3.6.3 Procedimiento. Se sensibilizaron discos de
nitrocelulosa (Millipore) da la misma manera como se
describié antes (3.2.1) tanto con SVR como con suspensidn
obtenida de cultivo de células BHK no infectadas. Se
colocaron los discos en cajas Petri que contenian medio
iscove semisdlido suplementido con 20 % de SFB. 9glutamina,
panicilina, estreptomicina y 0.75 % de agarosa. Se prepararon
suspensiones de las célulag de los bazos (SCB) y se ajustaran
a concentraciones de 10 células por ml. Por cada bazo se
utilizaron dos discos en los cuales se colocaron 0.05 vy 0.1
ml de SCB, respectivamente. Luego de un periode de incubacion
de 24 horas, los discos se lavaron con solucidn de TBS-Tween
20 y se procedid a revelar la produccion de anticuerpos
mediante la técnica de inmuno ensayo enzimdtico.

Utilizando un microscopio estereoscépico se conta?on las
UFP en cada disco.

3.7 Produccidn de células hibridas productoras de
anticuerpos.

Se realizaron 2 fusiones cada una con un bazo de un ratén

receptor no tratado con ciclofosfamida,

3.7.1 Preparacién de timocitos y macrofagos: 24 a 43
horas antes de la fusién se sembraron timocitos 9 macrofagos
como células alimentadoras en los pozos destinados a recibir
los hibridomas recién formados.

Para la obtencién de timocitos se utilizaron ratones de 3
semanas de edad , los culdles se sacrificaron. Se les extrajo

el timo en condiciones estériles. Las células se liberaron
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rasgande el timo con agujas. Los agregados celulares se.
eliminaron por sedimentacién, Se prepard una suspensién
celular en S ml de medio selectivo HAT-20 % SFB (preparadoe
con 2 ml de solucidén HAT 2K marca Sigma, en 100 ml de medio
Iscove suplementado con glutamina, antibibticos y 20 % de
SFB). Se verificd viabilidad por exclusion de la tincién con
azul de tripian, se contaren las células y se conservaron a 4
oC,mienbras se prepararon las células de exudado peritoneal.
Los macrbdfagos de exudado peritoneal se obtuvieron de
ratores de 3 meses de edad a los cuadles después de haber sido
sacrificados se las rveatird la piel abdominal. Por via

=

intraperitoneal se les inyectaron % ml de solucién de
sacarosa 0;34M a4 OC. Se aplicd un musaje ligero al abdomen
antes de extraer por puncion el liquide intraperitoneal. Se
centrifugsd 8 min a 200 9, se desechd el sobrenadante y las
células se resuspendieron en S ml de medio HAT-20 X SFB. Al
igual que en el caso anterior se realizb el conteo celular y
se verifiﬁd la viabilidad por exclucsidén de la tincidn con
azul de tripan.

Los timacitos y macrdfagos se mezclaron en una proporcidon
10:1 2n medio HAT. El volumen de madio necesario se calculd
de tal marera que se distribuyeran 0.5 ml por pozo
conteniendo aproximadamente 10 macréfagos y 106 timocitos
Las placas fueron entonces colocadas a 37 OC y 3% de CG
hasta el momento de su utilizacion.

3.7.2 Células: Se utilizé la linea celular SPZ de mieloma

de ratén gentilmente donada por el Dr. Vianey de la
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Secretaria de Salud.

El medio de crecimiento utilizado para el cultivo de
estas «<eélulas fue JIscove suplementado corn  glutamina,
estreptomicina, penicilina, fungizona vy 20Z de SFB. Se
utilizaron cultivos de 48 horas en botellas de plastico de 50
cm de superficie (Falcon). En cada una de las fusiones se
empled el contenido de dos de 1las botellas de cultivo
(aproximadamente 2x10 células) centrifugandose en tubos de
plastico de 50 ml. Se lavaron con PBS resuspandiéndoze
después en medio Iscove sin suero. Se contaron y se verificé
viabilidad por tincién con azul de tripan.

3.7.3 Células de bazo:las células de bazo se preparan como
gse indicd (3.3.3). Después del tratamiento conm NH Cl, las
células se lavaron 2 veces con PBS. Se resuspend:eron e
medio Iscove suplementado con glutamina, estreptomicina,
penicilina y fungisona (ISS). Se pasaron a través de una
pipeta Pasteur obturada con fibra de vidrio. Se contaron y se
verificd viabilidad por aexclusidn de la tincidn con azul de
tripin,

3.7.4 Fusidn: La técnica utilizada fue la descrita por
por Fazekas y Schei'degger (1980) .

Las ceélulas de mieloma y las celulas de bazo se mezclaron
en proporcidon 1:2. La suspensidon celular mixta se centrifugd
{200 9, 8 min). Se aspird el sobrenadante. Las células se
golpearon ligeramente para soltarlas. Se agregaron 0.6 a 0.8
ml dae polietilanglicol (Sigma) al 50% en ISS precalentado a

o
37 C, gota a gota, lentamente y agitando. Esta operacidn se
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llevd a cabo en unos 60 segundos. Posteriormente se agregd
medio ISS, precalentado a 3706. de la siguiente manera: el
primer mililitro se adicion® durante 30 segundos, los
siguientes 3 ml se adicionaron en 60 segundos, después 10 ml
en 1-2 minutos, finalmente se llena el tubo y se deja S
minutos a 37 OC. Poster iormente se centrifugéd (200 g9, 8 min)
Yy se reswspendid en el volumen adecuado de HAT-20 % SFB.

Lus <¢lulas ce repartieron a razdn de 3.28x10 , 1.64x10 ,
0.75x106 Y 0.2><106. Se sembraron 18 pozos de placas de 24
POZOS com cada una de estas concentraciores.

Desprits de un periodo de jncubacidn de 10 dias,> se conté
el nimero de pozos con crecimiento de clonas vy se verificod la
prodt;ccion de anticuerpos detectandolos en el medio de culti-
vo por nmedio de la prueba de inmunoensayo enzimAtico vya
descrita ( seccidn 3.2).

La cuantificacidn vy anadlisis de los resultados de la
fusidn =se describirdn en el capitulo correspondiente al ana-
lisis esxadistico. )

3.7.5 Clonacion: La clonacidn se efectud con base en la
técnica de dilucién limitante descrita por Henry et al.,
(1930), Por cada colonia de células hibridas que se clonaron,
se utili=aron 2 placas de 24 pozos, en cada pozo se sembraron
pravianesite timocitos y macrdfagos (llJ6 Yy 105. respectivamen-
te) en medio HAT-20 % SFB. Una muestra del cultive se diluyd
de tal manera que 230 ceélulas hibridas se suspendieron en 4.8
ml  de medio, se sembraron I8 pozos con 0.2 ml- de esta

suspensi<én, con este procedimiento quedd 1 ml al cual se

agregaror 4 ml de medio y se sembraron otros 13 pozos con 0.2
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ml. Finulnente se zdicionarcn 1.4 ml de medio y ze repartie-
ron en los 12 pozos rastantes. En cada dilucién se sembraron

aproximadamente 10, 2 v 1 células por pozo.

3.9 Analisis aestadistico

Las diferentes pruebas estadisticas empleadas en el
presente trabajo fueron:

nalisis de variarrza (ANQVA). Sa aplicod en los resultados
de peso del bazo, de tiltulo de anticuerpogs y de unidades
formadoras de puntos,

En los casos de peso del bazo v titulo de anticuerpos se
utilizd un disefio en bloques aleatorios. En el experimento
numero 1 de la determinacitn de UFP se empled wn disefo
completamente al azar.

Las hipotesis planteadas fueron del tipo:

H : Todas las medias son iguales
HD: Mo todas la medias son iguales
se rec;azo H cuando se obtuve una "p" menor de 0.0S5.

Prueba dJde Tuckey: Se empled esta prueba para ver
diferencias entre redias posteriormente al analisis de
varianza. Esta prueba s2 realizdéd con un nivel X=0,05.

fndlisis de regresion lineal: Se utilizd para Jdeterminar
ci los resultados obtenidos en la fusionss estaban de acuerde
a la distribuciin de Polisszon.

Las variables analizadas fueron:

Xz numero de células de bazo

Y= -1ln (No. de pozos negativos/Nao. total de pozos)
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Distribucién de Poisson: La distribucidn de Poisson se
utilizé como modelo para la estimacién del crecimiento
monoclonal Henry et al., (139380). El No. promedio de clonas
Por pozo se calculd de acuerdo a la forma logaritmica del

t&rmino cero de la distribucién de Poisson.

m = —-In{No. de pozos negativos/No. total de pozos)

La frecuencia de clonas por numero de ceélulas de bazo se

calculd mediante la fdrmula
f= m/c

donde .c¢ indica ] nlmero de c&lulas de bazo por pozo.
El analisis estadistico se realizé atendiendo a lo
publicade por Snedecor y Cochran (1971), Daniel (1977) vy

Hurley et al (1931).
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RESUL.TADOS

4.1 Producién da antigeno de virus de la rabia y titulacion

El antigeno de la cepa Acatlan V319 producido en =l
5.7

prasente trabajo alcanzé un titulo de 10 DL {i.c. raton
50

de 15 a 20 9, cepa CD1).
4.2 Titulo de anticuerpos en ratones donadores y receptores

La prueba de dot-ELISA implementada detectd anticuerpos
hasta la dilucidn 1:10240 en un suero de raton en el cuidl se
obtuvo un titulo de 1:3125 mediante la prueba de

seroneutralizacién en ratdn de 1S g.

El cuadro No. 3 indica el titulo de anticuerpos obtenido
en el grupo de ratoncf:‘ donadores (grupo III) sangrados el dia
de la transferencia y los grupos da ratones receptores trata-
dos y no tratados con ciclofosfamida (grupos IV vy V, respec-
tivamente), sarngrados cuatro dias despuas de la traﬁsferen—
cia.

El analisis de los datos por ANOVA no mostrd diferoﬁcja
significativa (cuadro No. 4). En la figura No 3. se indican
los resultados del titulo de anticuerpos de cada 9rupo junto

con su madia y error esténdar.
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Cuadro No. 3
Titulo de anticuerpos de ratones donadores v
ratones raceptores obtenidos por la
prueba dot-ELISA

Grupo
IIX v v
640 640 2560
2560 2560 10240
640 2560 2560
2560 2560 2560
640 640 640
Media
Geométrica 1114.3 1470.3 2559.8

III: Donadores
IV: Receptoras no tratados.
V: Raceptores tratados con 1lmg de ciclofosfamida.

Los datos representan la mediana de 3 observaciones

efectuadas.
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Cuadro No. 4
Tabla de ANOVA de la transformacién logaritmica del titulo
de anticuerros en ratones donadores y receptores.

{ Total Io14 i 1.933 *

f.v.t Fuente da variacion.
g.1l.: Grados de libertad.
S.C.3 Suma de Cuadrados.

C.M.: Cuadrados Medios.

F.c.: Estadistico F calculado.
n.s.: No significativo.
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4.3 Peso da los bazos

El peso del bazo de los ratones receptores fue
significativamente mayor que el de los donadores (P<0.05). El
promedio de las diferencias entre donadores y receptores fue
de 58 mg lo cual representa un 57 % del peso de bazo promedio
de los donadores.

En el cuadro No. 3 se muestran los datos del peso del
bazo de los 3 grupos astudiados. El1 analisis astadistico
realizado mediante ANOVA y la prueba de Tuckey posterior no
reveld diferencia significativa entre receptores tratados con
ci¢clofosfamida v no tratades (cuadro No. 4). La figura No. 4
indica media terror estandar de cada Irupo. En la figura No.
S sze ;uede apreciar la diferencia de tamako entre el bazo de

los donadores y el bazo de los receptores.



Cuadro No.
Peso de bazo de ratones
raceptoras {en
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5 -
donadores y. ratones
mg).

Grupo
111 Iv v
139.6 162.7 167.3
107.4 146.6 145.4
74.7 166.4 165.7
109.6 196.6 163.6
107.1 173.6 168.9
Media 107.7 169.2 162.2
Error E. 7.54 7.54 7.54

IIIz Ratonaes donadores.

IV: Receptores no tratados.

V: Receptores tratados con 1 mg da ciclofosfamida.
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Cuadro Mo, &
Tabla de ANOVA y prueba de Tuckey (X=0.05), de los resultados

del peso de los bazos de ratones donadores y receptores.

Los tratamientos unidos por una barra no mostraron diferencia
astadisticamente significativa. {(I1I= donadores,
IV=receptores no tratados, Vsreceptores tratados con 1 mg de
ciclofosfamida).
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Figura Ne. S. Tamafio comparativo de los bazos de un' ratdn
donador {(A) y un raton receptor (B).



52

4.4 Estudio histoldégico

En el estudio histolbgico se observd que los bazos de los
receptores tanto tratados con ciclofosfamida como los no
tratados, tenian una estructura tipica de un bazo asbimulado,
con vainas periarteriolares hiperplasicas y numeroscs centrosg
germinales (figuras 6A y 6B). Esto también se t;bservd en el
bazo de los ratones estimulados convencionalmente.

En los bazos de los receptores no se observar'on' células
que detectaran un proceso inflamatorio.

Los bazos de los ratones tratados con 1 mg de

ciclofosfamida no mostraron deplecidon linfoide y su aspecto

fue similar al del ratén no estimulado.
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Figura No. 6A. Vaina periartericlar en el bazo de un raton
receptor 4 dias después de la Wransferencia adortiva.

Figura No. &B. Cé&lulas mononucleares tipo linfoide alrededor
de la arteriola de un receptor.
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4.5, Determinacion del numero de células de bazo productoras
de anticuerpos

La figura No. 7, muestra el puntilleo revelado mediante
la prusba da enzima inmunoensayo, @n estas fotografias puede
verse el centro de los puntos mas oscuro y una atenuacidn
hacia la periferia.

Expaerimento 1. Los resultados del experimento No. 1 se
muestran en el cuadre No. 7. En los ratones inmunizados de
manera convenciohal * { grupo III de ratones donadores) se
obtuvo un promedio de 482 UFP/lO6 células de bazo (CB). En
los bazos de los ratonas receptores se observaron en promedio
712 y 388 UFP/IO6 cB (en tratados y no tratados con
ciclofosfamida respecéﬁvamente). En el grupo testigo que
contenia células de bazo de un ratdén normal no inmunizado
(grupo I}, no se cobservd la formacion de puntos, lo que
indica la especificidad de la prueba.

Los resultados del ANOVA vy de la posterior prueba de
Tuckey (Cuadro No.8) indicaron una diferencia estadisticamen-
te significativa (P<0.01) entre el gruro de donadores y 1los
grupos receptores. Sin embargo, no se observd diferencia
significativa entre receptores tratados con ciclofosfamida vy

receptores no tratados.



Figura No. 7. Prueba de réplica en papel de mitrocelulosa.
Puntos desarrcllados an el lugar en donde se encontraba uma
c&lula productora de anticuerpos (unidad formadora de puntos,
UFP} .

Puade observarse el centro mas cbscuro y una atenuacidn
hacia la periferia.
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Cuadro No. 7.

Unidades formadoras de puntos en ratones
donadores y ratones receptores

(UFP/106 células de bazo)

Grupo Media
Control
negative I 0 0 g
Donadores III 230 3534 . 482
Racaptores
no tratados v 944 832 883
Racaeptores
con ciclofosfamida v 697 727 712
Error astAndar : 4 50.0

Los datos son resultados de dos ratones pPor grupo.
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Cuadro No. 8
Tabla da ANOVA y prueba de Tuckey (X=0.05) de las UFP
6 :
obtenidas por 10 células de bazo en ratones donadoraes

y en receptores.

b 1 . : : : : ;
| Trat. | 2 1t 165 808.0 | 82 904.1 | 20.50 {<0.01!
O o t
! Error 3 4 12 130.0 {4 043.3 |

|mmmmcm———— e e m———————————— e m—————— -

| Total + S ! 177 938.0 |

Log tratamientos unidos con una barra no mostraron diferencia
estadisticamente significativa. (III= <eélulas de baze de
donadores, IV=zbazo de receptor no tratado y V=bazo de
raeceptor tratado con ciclofosfamidal.
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Experimento No. 2. Los resultados v las medias de las
UFP/106 células de bazo contra antigenos relevantes y contra
antigenos contaminantes en los diferentes grupos
experimentales se muestran en el cuadro No. 9 y la figura
No. 9.

3

E1 ANOVA dal disefo factorial 2 no demostréd significan-
cia estadistica de las interacciones (cuadro No. 10). Sin
embargo, los efectos principales de cada uno de los tres
factores si fueron estadisticamente significativos. La
transferencia de linfocitos mezclados suspension de virus de
la cepa Acatlan V319 produjo un mayor nimero de UFP (p<0.01),
en promedio 202.25 UFPI106 CB mas que cuando los linfocitos
se mezclaron con virus de la cepa ERA. Esto ultimo indepan-
dientemente de que los receptores hayan sido tratados o no
con ciclofosfamida v sin considerar también que la respuesta
haya sido bacia antigenos contaminantes o hacia antigencs
relavantes. En el grupo de células procedentes de receptores
tratados con 2 mg dé ciclofosfamida se obtuvieron 160.25
Uf-'P/l()6 CB mas que en las células de receptores no tratados,
independientemente en este caso, de la cepa utilizada en 1la
transferencia e indistintamente si la respuesta se llevé a
cabo hacia antigenos relevantes o hacia antigenos contaminan-
tes. En todos los ‘casos la respuesta hacia antigenos relevan-
tes fue mayor en aproximadamente 300 UFP/ 106 CB, tanto en
los receptores no tratados como en los tratados con ciclofos-
famida y sin considerar también la cepa utilizada. Los efec-
tos principales y al arror estindar de cada uno de estos

factores se wuestran en el cuadro ndmaro 11.



Cuadro No. 9

Resultados del numero de unidades formadoras de puntos por 10 células de bazo en los
grupos experimentales para determinar el efecto

antigenos.

Cepa

Linfocitos mezclados
con suspension de

cepa Acatlan V319

Linfocitos mezclados
con suspensién de

cepa ERA

Ciclofosfamida
{ing)

0

Antigenos
contaminantes
relavantes

contaminantes
relevantes

contaminantes
relevantes

contaminantes

. raelevantes

de cepa, ciclofosfamida

Grupo
experimental

A
B

c
o]

mm

o

Resultados

1

222
511

485
€80

102
373

181
911

2

270
665

622
776

144
494

197
611

A4

Media
246.0
588.0

553.0
728.5

123.0
433.5

139.0
Sé61.0
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Cuadro No.

10,

y/o

determinar el efecto de cepa

Tabla de ANOVA para

ciclofosfamida y/o antigenos sobre las UFP/ 10 CB.
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Cuadrec No. 11
Efectos simples y principales de los factores cepa,
ciclofosfamida y tiro de antigencs sobre las
&

UFP/ 10 células de bazo.

Factor Nivel Efecto Efecto
sinple principal
Contaminantes 277.9
Antigenos . . 299.7
. Relevantes 577.6' . (+50.2)
Ciclofosfamida 0 347.6
166.25
(+50.2)
.2 507.8
Cepa A Va19 528.9
’ ~202.2
ERA 326.6 (350.2)
&

Los numeros representan UFP/10 CB.
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4 .6 Fusion

Los cuadros nimeros 12 v 13 muestran los resultados de
las dos fusiones realizadas con los dos bazos de ratones
recaptores estimulados con cepa Acatlan V319 y no tratados
con ciclofosfamida. El andlisis de regresidn demostrd la
relacién lineal entre el numero de células esplénicas vy el
promedic por pozo tanto del numero de clonas como del numero
de clonas productoras de anticuerpos (r2= 0.99). Las rectas

de regresién (figura 10) obtenidas fueron:

-6
1) m= 1.32x10 X + 0.032

-7
2) m'= 1.2x10 X + 0.07

donde: m =promedic de clonas por pozo
m'=promedio de clonas productoras de anticuerpos
por pozo.

De estas relaciones resul£aron lag frecuencias de |
(£0.12) clona por 7.3x105 CB y 1l (10.22) clona productora de
anticuerpos por 7.96x10 CB. Ya que cada bazo de raceptor
proporciond un promedioc de 1.3x108 células, sa puede estimar
un total de 171 (+20) clonas de hibridomazs por bazo y 15(+4)
clonas productores de anticuerpos por bazo.

Se clonaron tres de las colonias de hibridomas obteni-
das, la figura numero 11 muestra 1la tincién por inmunofluo-
rescencia indirecta de una impronta de carebro de raton

infectado con virus de la rabia, realizada con uno de los

anticuerpos monoclonales producidos.
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Cuadro No. 12

Crecimiento de hibridomas en diferentes concentraciones de
: células de bazo.

Concentracidn de Pozos Pozos con Pozos con
edlulag de bazo sembrados hibridomas hibridomas
& productores
x10 de
anticuerros
+3.28 36 3& 13
1.64 36 32 9
0.68 36 22 S
0.20 36 9 3
Total 144 99 30

Resultados de dos fusionaes cada una con el bazo de un ratén
receptor no tratado con ciclofosfamida v estimulado con la
cepa Acatlan V-329. ’



Cuadro No. 13

Frecuencia de clonas y de clonas productoras de anticuerpos en diferentes
concentraciones de células de bazo.

Clonas Clonas productoras de
anticuerpos
concentracion de Promedio Frecuencia+* Promedio frecuencia
células POr pPOZO por pozo :
de bazo
6
%10 (m) * (m')*
A
3.28 -——- ———— 0.45 0.14
1.64 2.2 1.34 0.29 0.17
0.68 0.94 1.38 0.15 0.23
0.20 0.20 1.43 0.08 0.43

* m v » calculadas a partir de la forma logaritmica del término ceroc de la

dlltrtbucl@n dea Poisson (m=-1nFo)

*¢ Calculada a partir da w/A

66
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

A partir de la década de los sesentas se llevaron a cabo
nimnerosos axpearimentos de transferencia de inmunidad
inyectando linfocitos de donadores inmures a receptores
singénicos no inmunizados, ejemplo de ello son los trabajos
realizados por: Gowans y Knight (19642, Ford (1975) y Ptak at
al, (1986). Especificamente Moller (1968) inoculd por via
endovenosa cé&lulas de bazo inmunes contra eritrocitos de
carnero (mezclades con el mismo antigeno) a ratones singéni-
cos inmunosuprimidos mediante radiaciénes. El resultado obte-
nido * fue un aumento considerable de células productoras de
anticuerpos aspecificos en al bazo del receptor. Moller atri-
buyb este aumento a la eliminacion de los mecanismos natu-
rales de control de la respuesta inmune en estos animales.
Mas aun, este autor demuestra que los anticuerpos circulantes
tieren una funcidn importante como reguladores de-la prolife-
racion de células productoras de anticuerpos.

Actualmente se’ sabe que la regulacidn de }a respuesta
inmune es una serie conpleja de interacciones entre varios
genes, células y moléculas (McConnell et al.. 1981). Los
niveles de anticuerpos circulantes estan regulados principal-~
mente por los mismos anticuerpos y por linfocitos T supre-
sores. Los anticuerpos inhiben la respuesta al eliminar el
antigeno o al competir con el linfocito por el receptor para
un determinante antigénico. Se han descrito 2 poblaciones de

linfocitos T supresores, una de ellas es estimulada en res-
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puesta directa al antigseno vy la otra es activada en respues-
ta a los anticuerpos anti-idiotipicos (Stobe, 1983; McConrell
et al., 1981).

Un animal no irmune e irradiado carece de los efectores
de la supresidn de la sintesis de anticuerpos debido a que
las radiaciones afectan a la poblacion de linfocitos. De esta
manera &l transferir linfocitos inmunes vy mezclados con =1
antigens a un receptor singénico, no inmune e irradiade, las
clonas se multiplicaridn sin restriccion. Este hecho ha sido
aplicado satisfactoriamente por French et al. (1986 vy
Thiriart (1984) para enriquecer el baz2o con clonas producto-
ras de anticuerpos vy de esta manera aumentar la frecuencia de
hibridomas secretores de anticuerpos.

En el presente trabajo por las dificultades que en nues-
tro medio implica la irradiacién de animales se prefirid
ensayar a la ciclofosfamida como agente para inhibir los
mecanismos de regulacién de la sintesis de anticuerpos.

Otra modificacién'a las técnicas establecidas de transfe-
rencia adoptiva fue la via de inoculacidn intraesplénica por
las ventajas practicas que presentd con respecto a la inocu-
lacidn intravenosa utilizada en los trabajos precedentes v
para asegurar, el asentamiento en el bazo de un mayor numero
de células estimuladas transferidas, ya que segdn Kennedy at
al, (1966) y Moller (1968) por via intravencsa sdélo el 1.5 %
de las células inyectadas llegan y se quedan en el bazo.

Por otro lado se ha descrito que la inoculacion intraes-
plénica de antigenos particulados o solubles favorece el

surgimiento {n situy de clonas productoras de anticuerpos
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contra el antigeno inoculado (Spitz et al., 1984).

En trabajos precedentes se ha observado que la
transferencia de linfocitos conduce a un aumento del titulo
de Nanticuerpos en el receptor con respecto al denador. No
obstante, =n este estudioco no se observé una diferencia signi-
ficativa en el titulo de anticuerpos de donadores y recep-
tores (cuadros 1| vy 2, figura 3). Esto puede deberse a varios
factores como son:

i) La titulacidn de anticuerpos en los receptores se efectud
4 dias posteriores a la transferencia, este perlodo pueda ser
miy corto para que las ceélulas estimuladas hubiesen madurade
a c&lulas plasmaticas.‘

11) En  los receptores puede existir una respuesta humoral

lecalizada vy circunscrita al bazo, va [ue el antigeno y las

cdlulas transferidas se depositaron en este érgano.

i1i) Los donadores fueron sangrados 21 dias despuas de un
. estimule secundarie aplicado por diferentes vias de inocula-

ci1on con las cudles se estimular todos los drganocs del siste-

ma reticuloendotelial ademas del bazo.

Se ha sefalado que el peso del bazo constituye un indice
de repoblacion celular en los animales inmurnosuprimidos. En
el presernte trabajo se observd que el peso del bazo de los
ratones receptoraes era superior al de los donadores (cuadros
3 y 4, figuras 4 y 5). El estudio histoldgico de estos
drganos confirmé que el aumento de peso de los bazos de los
receptores se debid a una repoblacién linfocitaria y no a un

proceso inflamatorio, ya que qQue se cobservéd la estructura
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tipica de un bazo estimulado, con gran cantidad de centros
germinales y vainas periarteriolares francamente hiperplasi-
cas. Tampoco se observo atrofia del tejido que indicara una
reaccidn injerto contra huésped o viceversa.

Rao y Pande (1985) implementaron el cultivo de células
sobre papel de nitrocelulosa. FPor otro lado, Sharon et al.
(1979) wutilizaron la técnica de rédplica por inmuncadsorcicén
Para la deteccidn de hibridomas productores de antjcuerros,
ésta técnica consiste en colocar, sobre el medio semisdlido
donde se efectua la clonaciotn, un disco de papel de nitroce-
\lulosa sengibilizado con el antigeno, la produccidn de anti-
cuerpos se revela posteriormente con anticuerpos antigamaglo-
bulina marcados radiactivamente observandose los puntos obte-
nidos por autorradiografia. Estos trabajos fundamentaron la
metodologia implementada en al presente estudio para la cuan-
tificacidn de cé&lulas de bazo productoras de anticuerpos
especificos.

Las tenicas reportadas actualmente en la literatura para
la cuantificacion de celulas productoras de anticuerpos esre-
cificos son: 1) conteo de unidades formadoras de. placas
lticas {UFP), en la cuial se utilizan eritrocitos sensibili-
zados con el antigeno (Mishell y Shiigi, 1980); 2) determina-
ciotn de anticuerpos en el medio de cultive de diluciones
limitantes de las ceélulas, esta metodologia requiere que la
técnica wutilizada en la determinacion de anticuerpos sea lo
suficientemente sensible para detectar la produccion de una
sola célula (Henry gt al., 1980) y 3) citometria de flujo,

los citomedidores de flujo son instrumentos capaces de anali-
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zar ¥ separar a las células de acuerdo a su tamaPio, volumen,
indice de refraccid¢n, viscosidad, contenide de ADN, ARN,
proteinas y enzimas (Stites, 19383).

La metodologla implementada en este trabajo ofrece diver-
sas ventajas sobre las tres mencionadas anteriormente, puesto
que la sensibilizacidn con el antigeno del papel de nitroce-
lulosa es mas sencilla de realizar que la sensibilizacién de
aritrocitos, por otro lado, la técnica de ELISA para datectar
la presencia de anticuerpos no requiere de instrumentos
sofisticados nhi costosos; ademas, esta metodoiogia permite
difarenciar entre linfocitos B y cé&lulas plasmaticas, vya dque
los primeros se fijan al papel sensibilizado por medio de sus
receptores del antigeno, la ceélulas adheridas v tefiidas por
la técnica de ELISA se pueden observar con el microscopio
bptico. En cambio las células plasmAticas dejan el punto
revelado por la prueba de ELISA y no se observa la célula.

La metodologia implementada se piensa modificar 1\
cptimizar posteriormente para que pueda ser utilizada en la
deteccidn de hibridomas productores de anticuerpos.

Los resultados de la cuantificacidn de las células pro-
ductoras de anticuerpos especificos indicaron que en un ratdén
donador existen aproximadamente 482 UFP por cada 106 células
‘derbazo, mientras que en los receptores se detectan 888, casi
100 % mas. Estos resultados confirman que hay multiplicacidn
de las clonas en al receptor.

No se observd una diferencia significativa en el peso,

en el estudio histolbgico, ni en las células productoras de
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anticugrpos especificos de los bazos receptores tratados con
1 ma de ciclofosfamida y los no tratados (figuras 3-7,
cuadros S-Bf.Tampoco se observd deplesion linfeoide en <1
corte histoldgico del bazo de un ratén inmunosuprimido con 1
m9 de ciclofozfamida. Sin embarge ze comprobd la multiplica-
cidn de lag células productoras de anticuerpos especificos
tanto en receptores no tratados como ern los tratados con
ciclofosfamida (cuadros 7 vy 8). Esto significa que | mg de
ciclofosfamida no es suficiente para causar la inmunosupr=-
sién deseada, pero la carencia de anticuerpos en el receptor
es un factor suficiente para que no haya supresiéon de la
proliferacion clonal, por lo'menos hasta el cuarto dia poste-
rior a la transferencia.

Debido a que los donadores habian sido innunizgdos con la
SVR preparada con la cepa Acatlan V319 cultivada en células
BHK, se tratd de disminulr la respuesta 'hacia antigenos
irrevalentes presentes en esta suspension. Para esto, los
linfocitos de los donadores se mezClaron con una SuspPension
de la cepa ERA producida en testiculo primario de cerdo. Se
compard el efecto csobre las UFP/106 €CPh al realjzar 1la
transferencia mezclando los linfocitos con susgensibn de la
cepa ERA o con suspensién de cepa Acatlan V319, en el mismo
experimento se estudid al efecto de tratar a uno de los
receptores con 2 mg de ciclofosfamida, también se compard la
respuesta hacia antigenos relevantes e irrelevantes.

La respuesta hacia antigenos relevantes fue mayor en
todos 1los casos estudiados (cuadro No. 11), sin embargo la

respuesta hacia antigenos irrelevantes fue aproximadamente un



S0 % de la respuesta hacia antigenos de interés (Cuadro No.
11), esto nos indica que hay una alta protabilidad de obtener
clonas productoras de anticuerpos contra determinantes an-
tigénicos que no pertenecen al virus de la rabia sino a otros
componantaes de la SVR como son los restos de las células BHK.

Los receptores tratados con 2 mg de ciclofosfamida mos-—
traron wuna mayor proporcidn de UFP/ 106 CB que los no trata-
dos (p<0.01), esto se puede deber a que esta cantidad del
inmunosupresor =i logra disminuir considerablemente la pobla-
cidn  linfoide del receptor v no tiene afecto residual sobre
las células inoculadas.

Con la cepa Acatlan V319 se obtuvo.una mayor cantidad de
UFP/10 CB que con la cepa ERA (p{0.01), este resultade se
explica por el hecho de que los donadores ya estaban estimu-
lados con esta misma cepa, ademas la cepa Acatlan V319 tenia
un titulo un poco mas alto que la cepa ERA (105.9 v 105 DL
raspectivamente). S0

La fusidn se realizd utilizando los bazos de dos de los
ratones receptores no tratados con ciclofosfamida v estimula-
dos cen la cepa Acatlan V319, qu calulas fdsionadas se
repartieron a razén de 3.28x10b, 1.64x106, 0.68x106 v
0.20x106 células esplénicas por pozo de cultive. El motivo de
utilizar estas diluciones fue la de aplicar la distribucion
de Poisson y de escﬁ manera calcular la frecuencia real de
clonas obtenidas por células de bazo.

Ppe los resultados de la fusion (cuadros 12 y 13) se

estimd un total de 171+ 205) clonas por cada bazo de las
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cuales 13 (t4) son productoras de anticuerpos, es decir 2 #%
de las clonas producidas por cada bazo segregaron alogun
anticuerpo detectado por la prueba Dot ELISA. En fusicnes
precedentes realizadas en las mismas condiciones pero
utilizando células de bazo de ratones inmunizadoz
convencionalmente, se obtuvieron solo 2 clonas productoras de
anticuerpos.

La caracterizacion de los anticuerpos monoclonales produ-

cidos sera posteriormente reportada en otro trabajo.
De acuerdo a lo discutido previamente se concluye que:

1. La transferencia adoptiva mediante la inoculacidn intraes-
plénica de linfocitos de un ratén donador a 2 receptores es
eficaz y facilmente realizable.

2. Mediante la ténica iﬁplementada se logrd obtener el
doble de células rroductoras de anticuerpos especificos por
cada 106 células de bazo.

3. Con la metodologia propuesta se obtiene una mayor
frecuencia de hibridomas producéores de anticuerpos especi-
ficos. '

4. $Si bien no se observdé ninguna diferencia entre receptores
inmunosuprimidos con { m9 de ciclofosfamida v los no inmuno-
suprimidos, la técnica en cualquiera de las dos condiciones
resultéd satisfactoria.

5. Al transferir los linfocitos a un receptor tratado con 2
m3 de ciclofosfamida se obtiene un mayor numero de células de

bazo productoras de anticuerpos especificos.
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6. La inmunizacion alternada con virus producido en
diferentes sustratos disminuye la respuesta hacia antlgenos
irrelevantes.

7., La técnica de cuenta de Unidades Formadoras de Puntos
ofraece diversas ventajas sobre las técnicas reportadas para

el conteo de células productoras de anticuerpos especificos.
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