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RESUMEN 

Se desarrolló una metodologia de transferencia de 

linfocitos que permitió enriquecer el bazo del r.eceptor con 

clonas productoras de anticuerpos contra el virus de la rabia 

y de esta manera ~e aumentó el rendimiento de la producción 

de hibridomas productores de anticuerpos contra este virus. 

Se transfirieron linfocitos de un ratOn inmunizado contra el 

virus de la rabia y mezclados con este mismo ant:19~no a 2 

rec:eptores singénicos no inn1unes,. uno de los cuales había 

sido tratado con ciclofosfa~ida, la inoculaci6n de esta mez­

cla se realizó intraesplénica1tente.. Se cornpararon el titulo 

de anticuerpos, peso del bazo·, aspecto histol69ico del bazo y 

nl!llnero de células da bazo productoras de anticuerPos especi­

ficas entre donadore» y receptores. No se encontró 01ferencia 

significativa entre el titulo de anticuerpos de donadores y 

receptores. El aspecto histol6gico tanto de donadores como de 

receptores MOstr6 la estructura tipica de un bazo estíMulado, 

con vainas periarteriolares hiperp!Asicas v nullH!rosos centros 

germinales. El peso del bazo y el no!lllero de celulas producto­

ras de anticuerpos espectficos fue significativamente mayor 

en receptores que en donadores (p<0.01), en ninguna de estas 

pruebas se encontró diferencia entra receptores tratados con 

lmg de ciclofosfa•ida y los no tratados. S. realizaron fu­

siones con 2 bazos de ratones rec:91>tores no tratados con 

ciclofosfamida. Sa detectó la presencia de anticuerpos por la 

prueba Dot-ELISA an 30 de 144 pozos selllbrados. 

Viii 



Se determinó el efecto sobre el nóm~ro de células de bazo 

Productoras de anticuerpos especificas de ratones receptores 

de las variables: t> tipos de antigenos pres~ntes en la 

suspensión viral (relevantes o contaminantes), 2) tratamiento 

con 2 rng de ciclosfamida y 3) transferencia uti 1 izando cepa 

ERA o c:ePa Ac:atlan V319. Se encontró qlle c:on los antigenos 

rel-:vantes o el tratamiento con ciclofosfarnida o la cepa 

AcatlAn V319 se detect.aron un mayor nl.!4mero de células produc­

toras de anticuerpos espec:ificos. 

ix 



INTRODUCCION 

La inmuni:zaci6n de l.os animales es un proceso que induce 

una respuesta humoral heterogénea, ya que se producen distin­

tos anticuerpos contra c3.da uno de los determinantes an­

t.i9'nicos, producto de cientos o mi les de clonas secretoras. 

Ur-.a de las desventajas de este pt"oceso es que entre estos 

productos policlonales se encuentran anticuerpos dir19idos 

contra anttgenos indeseab!es. 

Kohler v Milstein (1975> iniciaron unil nueva era en la 

investigación in~inológica al deMOstrar que las clonas indi­

vidu'\les de c•lulas secretoras podian ser inmortalizadas por 

fusi6n con c•lulas de 111ielo•a. 

La gener¡¡ci6n de hibrido11as productores de anticuerpos 

monoclonales (AM) r-esol vib MUChas de las 1 i•i taciones de un 

suero hiperinmune corwer.cional. y¡¡_que cort ellos fue posible 

producir cantidades ili•ihdas de anticuerPos con el grado de 

especificidad, afinidad 

dades particulares,· 

v propiedades de acuerdo a necesi-

Desde su descl.Obrimiento los AM se han ;aplicado en casi 

todas las ra1Ras cle l"' biologta, lo cual es un reflejo de su 

utilidild pr;lctica. Los Htudios citados a continuaci6n son 

algunos ejemplos del e11t1::>leo da los AM• radioiNU'lOen5avo de 

hor.,onas v drogas, pruebas de histoconopatibilidad, localiza­

ci6n y clasificación de tumores, inmunoterapia V purificación 
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de moléculas por cromatografta de afinidad <Melchers, ~ 

1!.,1978, Koprowski 9~ !!·• 1978>. Ademts han resultado una 

herramienta invaluable en ~reas como la infectolosta, 

parasitologia, neuroqutmic:a y embriologta. Por otro lado 

dentro de la misma inmunologia los AM han identificado 

moléculas en la superficie de los linfocitos que ha permitido 

clasificarlos en subpoblaciones (Carter y Meulen, 1984 

McDade, 19851 Velton, 1~ 11· 1981). 

1.2 Anticuerpos MOn<>Clun•l•s an Virologia 

Aguilar y Kretschrner 11985) noencionaron las siguientes 

~plicaciones como las mas frecuent~s de.lo$ AM en virologta: 

1. La localización de los sitios antig.!nicos de las proteinas 

virales, con el fin de examinar las bases molecular~s de su 

variación. 

2. La serotipificaci6n de los virus en grupos, subgrupos, 

tipos, subtipos, etc. 

3. La localización y definición de las protelnas codificadas 

por el genoma viral, su expresión y axcreci6n celular. 

4. El aislamiento en forma pura de los diferentes componentes 

relacionados, tales como el interferón. 

5. La detección de proteJnas de origen viral que se expresan 

en c:~ntidades muy pequef"ías. 

6. El anAlisis de la habilidad protectora de los AM dirigidos 
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contra lo'S diferentes componentes virales, asi corno la 

habilidad protectora de las.diferentes clases de anticuerpos. 

7. La estandarización del diagnóstico de las enfermedades 

virales. 

S. El aislamiento de Proteinas virales y sus RNA mensajeros 

como primer paso para la clonación molecular de los antt9enos 

de interés. 

1.3 La Rabia 

1.3.1 Car&eterlsticas -.-al" 

La rabia es una enfermedad amplia......,te distriQuida en el 

mundo, sólo aquellos Paises c:on ltmites naturales tales ccitno 

Australia, las Islas Bri tilnicas, Islandia y algunas otras 

islas han podido Mantenerse libres de esta enfermedad 

CEsp•ark y Grandien, 1983; Davis 9! .ii. 1978; Shope, 19841. 

El virus de la rabia es t..nico por su capacidad para 

infectar a todos los mamiferos, los cuales en su forma sal­

VAJe constituyen un reservorio amplio e incontrolable de la 

enferlftedad, formando de esta manera un peli9ro constante para 

el hombre y los ani•ales domésticos CEspmark 

1983, Davis 9t 91..• 1978>. 

y Girondien 

En los paises industri•lizados la r•bia de tipo urbano 

trans•itida al hunlano por perros y gmtos est6 practic•......,te 

eli11inad•, predo•in•ndo la rabia de tipo "silvestre•. En 
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Europa occidental esta enfermedad reapareciO en 1966 después 

de un periodo de 36 al'los en el cual se la habia considerado 

practicamente erradicada. Desde entonces esta enfermedad ha 

permanecido en la re9i6n.,. presentandose en su forma 

silvestre, principalmente en el zorro rojo CY!J!E!3 Y!J!e~3>, 

el cual transmite la enfermedad a los bovinos y estos a su 

vez representan la principal fuente de contaminaci6n humana 

(Aguilar-Setién !!!. !l!L• 1986; Sureau, 1985; Steek y Wandeler, 

1980). 

En las regiones tl"'opicales y subtropicales de América 

Latina. el perro contini.t4a siendo el principal vector transmi­

sor de la infección humana. En.estas zonas el vampiro es el 

vector "reservorio" de la rabia 11 selvtttica11 y son estos mami­

feros los que transmiten la enfermedad a los bovinos. Parti­

cularmente en México se calculan pérdidas de 30 000 bovinos 

por al'lo causadas por la rabia selvAtica <HernAndez, 1976). 

La rabia urbana por su parte es responsable de 

aproximadamente 80 casos registrados al a~o de infección 

humana (Aguilar-Setién !!!:: !!..• 19136). 

La rabia es Ul"la enfermedad letal para los animales supe­

riores, inclt..1vendo el hombre. El virus es estrictamente neu­

rotrópico, se replica en las neuronas y se disemina a traves 

de los axones y céh1las nerviosas desde el sitio de la infec­

ción al sistema nervioso central. El virus no se ha detectado 

en la sangre de animales infectados <Davis 9~ tl~· 1978; 

Koprowsky y Wiktor, 1981; Shope, 1985). 



La transmisión ocurre por mordeduras y solo en muy raras 

ocasiones por inhalación o rasgu~os (Koprowski v Wiktor, 

1981>. 

El virus de la rabia pertenece a la familia 

!'-!~i~· 9~nero b~!§~i!~· Los viriones son parttculas 

con envoltura que presentan una forma ciltndrica con una 

extremidad redondeada y la otra plana similar a la forma de 

un proyectil. Sus dimensiones son de 175x70 nm CDavis 9~ •!~· 

19781 Luria 9i §!..• 19781 Kucera y Myrvik, 1985). 

La envoltura contiene 1500 unidades de una protelna de 

11embrana no glicosilada con peso 111e>lecular CPM> de 25.3 

KDalton, desiynada como protelna ~. y 1800 unidades de una 

glicoprotelna (Q) con un PM de 67 KDalton la cual forma las 

proyecciones o esplculas del viriOrl. En la protelna a reside 

la capacidad de inducir 1 a formación de anticuerpos 

neutralizantes, ade•6s es responsable de la adherencia del 

virion a las c•lulas y act~a cOllO hemaglutinina con los 

glObulos rojos de ganso CDavis ~ 11·• 19781 Luria ~ 9¡., 

19781 Dietzchold 9i 91., 1983). 

La nucleoc.lpside esta constituida por una mol•cula de 

ARN, una protelna N con un PM de 55.5 KDalton y una ARN 

poliMerasa formada Por dos Polip6Ptidos, uno de alto PM (L, 

"large", 185 KI>altor.> y otro ••• paqiuefto <•, 11non 

structural", 37.5 Kdalton). La 11<>lkula de ARN es de cadena 

sencilla y polaridad "89•tiva y tiene un peso 11<>lecular de 

3.5 a 4,6 Millones de Dalton <Luria wj¡ 11·• 19781 Davis -~ 



al~, 1978; Espmark y Grandien, 19831. 

La protelna mas abundante de la nucleocapside es la N con 

1800 unidades por virión. Con respecto a la ARN polimerasa 

cada virión contiene de 30 a 60 y 950 unidades de L y NS 

respectivamente IDietzchold !~ !l·• 19781. 

El virus penetra a las células por un proceso de fusión 

de membranas. En el citoplasma el ARN(-1 participa en dos 

procesos: 1> replicaciOn. en el cuAl se generan cadenas de 

ARN positivas v negativas. La sintesis del ARN <-> que 

formara parte del virión requiere de un molde de ARNC+l. Se 

ha demostrado que la cadena ARNC+) que utiliza en la 

replicación no es precursora de los ARNm. 21 transcripción. 

la t•ranscriptasa tiene un sitio prornotor Unico en el genoma 

al cual copia secuencialmente produciéndose finalmente los 

ARNm monocistronicos <Luria !!t.. !ll·, 1978, Kucera v Mvrvik. 

1995). 

Las tres protetnas de la nucleocépside son necesarias en 

ambos procesos, las protelnas L y NS actQan como polimerasas­

miantras que la N debe de estar asociada al ARN para que este 

funcione como molde (Luria, 9~ tl•• 1978, Kucera V l'tyrvik, 

1995) 

Una caractertstica de estos virus as la generación de 

viriones incompletos. Estos son mas cortos que las particulas 

norrnales v contienen solo una porción del ARN. Los viriones 

incompletos interfieren en la multiplicación del virus de tal 

manera que: si se efectl!lan pases continuos de un lote de 

virus, se alcanza rapidamente una preponderancia de estas 
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parttculas <Luria !!!< !!•, 1978; Kucera y Myrvík, 19851. 

Las nucleocapsides se concentran en gl citoplasma celular 

formando los cuerpos de inclusión que se observan mediante 

las técnicas de inmunof luorescencia y microscopia 

electrOnica <Luria !!!¡ .,¡., 19781. 

1.3.3 Antic:..rpos llOnOCl°""'l- en inv-tigaciones sobre el 

virus de la rabia 

La aplicación de la nueva tecnologia de los AM·ha dado 

como resultado un conocimiento amplio de las caracteristicas 

epidemio-inmuno16gicas de la rabia. Uno de los problemas 

resueltos con el e•Pleo de los AM fue el de la variabilidad 

anti9énica del virus; esto se detllostró con la obten~ión de 

mutantes resistentes a la neutralización. La producción de 

estas variantes se ha logrado tanto!!! l!J.l!2 como !!!·l!!!<t2• La 

metodologia !!! l!!!<t2 i111Plica •l cultivo del vin•s en 

presencia de un determinado anticuerpo neutralizante <Wiktor 

y Koprowsky, 19781. Estas variantes per•itieron analizar la 

estructura antigénica de la proteína Qs de esta manera se 

determinaron 3 y 5 sitios anti~icos independientes en la 

proteina & de las cepas ERA y CVS, respectivamente <Koprowski 

y Wiktor, 1981; Lafon 9!¡ 11·• 19831. 

Por otro lado, se han producido variantes !O v\vo median­

te la aplicación de dos metodologfas al aislamiento del 

virus de ratones infectados y tratados posterior11ente con Wl 

AM neutralizante y bl incubando el virus .i!'.! l!!~ con el 

anticuerpo previamente a la inoculación en el ratón (Lafon ~ 

•l..• 19831. La variabilidad anti~nica obtenida en estos 
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experimentos sugiere un posible mecanismo para la generación 

de la diversidad anti9énica entre las cepas de virus de rabia 

existente en la naturaleza. 

La selección de variantes resistentes a la neutralización 

ha sido aplicada en la caracterización de los determinantes 

antigénicos que definen la patogenicidad, Coullon ~!< i!l· 

(1982) emplearon un grupo de variantes de las cepas CVS y 

ERA, seleccionadas c:on el AM 194-2, producido por Wiktor y 

Koprowsky (1980). Esta variantes presentaban c:arac:terlstic:as 

de patogenicidad muy peculiares ya que no mataban a los 

ro.tones adultos inoculados intracerebralmente, pero si a los 

recién nacidos. Posteriormente se caracterizó el sitio de 

variación como una sustitución del aminoácido en la posición 

333 de 1 a secllencia de la prote!na G (Flamand ~!< !!l·, 1985). 

Dietzschold ~ !!l.:. (1983) observaron que las cepas no 

patógenas Flury-HEP y Kelev, 

neutral izac:iOn por el AM 

son también resistentes 

194-2, sugiriendo que 

determinante anti9énico puede ser esencial para 

patogenicidad. 

a la 

este 

la 

Los AM purificados especificas contra la glicoproteina, 

se han empleado para la producciOn de anticuerpos anti­

idiotlpicos. Esto fue realizado por Reagan ~ !!l~ (1983> 

quienes inmunizaron conejos inyectándoles AM de ratón contra 

los sitios antigénicos de neutralización de la glicoproteina 

rábica. Con los anticuerpos anti-idiotipicos producidos por 

estos con&jos se inmunizaron ratones en los cuales se 

comprobó la presencia de anticuerpos neutralizantes. En 

conclusiOn, este estudio demostró que un anticuerpo anti~ 
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idiotlpico puede simular Ja estructura anti9énica de Ja 

glicoproteina viral de tal maner& que es capaz de ir1ducir la 

formación de un anticuerpo neutral izante <Reagan !~ li:o_• 

1983). 

En el campo de la in9er.ierla genética, los AM han permi­

tido deter•inar si los virus vaccinia recombinantes c:i•..te ex­

presan el gene de la proteina G son bioJ09icamente funcio­

nales, ya que se observó que los recombinantes que indujeron 

la formación de anticuerpos neutrali2antes y protegieron 

contra el desafio con virus pat69eno reaccionaron con un 

panel de AM. Estas funciones no las realizaron los 

recombinantes que no reaccionaron con el panel de AM (Wiktor 

9!; •1·, 19841 Kieny 9,!; 11·, 1984). 

La aplicaci6n de los AM contra virus de la rabia <!lle 

F>UQde ser mas importante en nuestro medio as la diferencia­

ción de cepas. Con los AM ha sido posible caracterizar las 

diferencias antigénicas entre virus de la rabia v virus 

estrechamente relacion¡ados (Duvenhage, "Lagos-bat .. y 

Kokolal. TaMbién se han establecido diferencias entre los 

virus aislados de diferentes zonas geogrlficas, especies y 

entre cepas vacun~les <Sureau 9!, ala,. 

Kaprowsky, 19901 FlaMand ~ ~l·• 1~801. 

1983; Wiktor v 

De estos estudios se ha concluido que la Mavoria de la 

cepas europeas, tienen patrones da reacción similares frente 

a los AM utilizados y que todas ellas presentan hoioologia 

anti!ltnica con la cepa Pitmann More CPM> que es la cepa 

utilizada en Ja fabricacion de la vacuna producida en células 

diploidEls humanas, sin embargo algunas cepas provenientes de 
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Asia y Africa no presentaron la reactividad cruzada r~querida 

para ser neutral izadas con la cepa PM !Shope, 1984!. 

Cabe mencionar que en México las caractertsticas 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 .Patóg-=:nas CAguilar-Setién 

~!, !! ..... 1986). 

1.4 Mtttodol09ia P•r• l• producción da anticuerpos monoclo­

nales. 

A Pesar de que la tecnologla de la producción de hibrido­

mas ya esta bien establecida, los pasos involucrados son 

rnuchos y cada uno de ellos se puede efectuar de diferentes 

maneras. La diversidad de trabajos publicados al respecto 

reflejrm los problemas biológicos individllales. Los métodos 

varian en velocidad, confiabilidad y costo. Por lo tanto, 

cada investigador debe seleccionar y adaptar las estrategias 

publicadas a necesidades individuales. 

Las etapas importantes en la producción de AM son: 

S..lec:cion del don•dor de linfocitos i,__s, Existen tres 

especies con las cuAles se han podido producir hibridomas: el 

el ratón, la rata y el humano. En la mayoria d~ los casos las 

ventajas Prácticas hacen que el ratón sea el animal mas 

ut.ilizado, sin embargo existe la posibilidad de que se desee 

un anticuerpo contra una protefna de ratón para la cuál no 
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haya variantes 9enéticas7 en este caso la rata sera utilizada 

c:omo donador de 1 ir1foci tos inmunes (Reading, 1982). 

S.1..:ci6n d9 la linea c•lular. Los tres principales 

criterios de selección de una linea de células de mieloma 

para la hibridación con linfocitos B inmunes son 1l que no 

produzca cadenas ligeras ni pesadas de inmunoglobulinas. 2> 

que los hlbridos producidos sean estables y 3) que propor­

cione un rendimiento alto de hibridomas <Reading, 1982). 

La presencia de marcadores genéticos de resistencia es el 

funda11ento para la selección de las células hlbridas. Comun-

11ente se emplea la selección en Medio HAT desarrollada por 

Littlefield (19641, ésta se basa en el hecho de que las 

células resistentes a la 8-azaguanina carecen de la enzima 

hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRTI. Cuandc• 

la via principal de bios1ntesis de guanosina se bloquea por -'\. 

la a•inoPterina (un antagonista del Acido folico) la enzima 

HGPRT convierte los nucleótidos de hipoxantina o guanina a 

guanosina. De esta •anera las células HGPRT negativas mueren 

en un llM!dio que contenga a•inopterina e hipoxantina <medio 

HATl, pero l:>s células hlbridas sobreviven debido a que el 

lin,o-:ito les confiere la infor1aaci6n genttica para la stn­

tesis de la HGPRT <Reading, 1982). 

Otros ••todos de selecciOn desarrollados son: resistencia 

a 5-brota0-2•c1r.soxiuridina <BrDU), resistencia a ouabatna, 

inhibición biosint•tica.reversible o p0r inhibidores reversi­

bles CReading, 19821. La inhibici6n irreversible de las 

protein•s de me.t>r•na d9 las células de •ielOlfta se ha 
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realizado con compuestos tales como la yodacetamida y el 

dietilpirocarbonato, estos compuestos reaccionan con grupos 

sul fhidr i los y amino libres, respectivamente. Las células 

tratadas mueren. pero pueden ser recuperadas por fusión con 

células no tratadas <Reading, 1982>. Por otro lado, el 

tratamiento prolongado con inhibidores reversibles tales como 

la cicloheximida que interfiere en la stntesis de proteina'S o 

como la actinomicina D que bloquea la stntesis de ARN causan 

la muerte célular lo cual se puede evitar por hibridación con 

células no tratadas. 

Actualmente existen diversas lineas de c~lulas de Mieloma 

principalmente de ratOn ya que el 5istema murino ha sido raas 

est1..1diado y se cuenta con un mayor nümero de lineas que 

cumplen los criterios antes mencionados. Las lineas de mle-

loma murino mas comunes son la P3.X63.A99.653, NS-1 y SP2/0. 

Sin embargo, no existe un criterio uniforme acerca 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) observó 

que la linea FOX-NV producida por Ta99art y Samloff (1983) 

mejora el rendimiento de la linea SP2/0. Revisando la litera-

tura se puede observar que existe aleatoriedad en la selec-

ción de la linea de mieloma dependiendo quiz' mas de la 

disponibilidad, no obstante con cualquiera de ellas se 
4 7 

obtienen rangos de hibridación desde 10 hasta 10 por bazo 

<Yelton ~~ 4!~· 1978; Goding, 19801. 
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Inmunizac:ión. Esta .etapa es muy importante debido a ~ue 

dependiendo de la respuesta lograda con e.l antigeno utilizado 

SQ obt.endr~ la proliferrc1ón de las clonas deseadas y 

relevantes. Sin embargo. la diversidad d~ protocolos de inmu­

ni=aciOn muestra la variabilidad de la respuesta inmune. En 

general se han hecho las siguientes recomendaciones: r~alizar 

la fusión 3 o 4 dias después del tlltiroo estimulo anti9énico, 

debido a que en este tiempo existe una gran proliferación 

inducida por el anti9eno; no hiperinrnunizar con in·yeccion~s 

mültiples y si estas son necesarias es importante rep~sar el 

animal algunos meses .Y estimular 3 o 4 dias antes de la 

fusión <Readin9, 1982: Stahli t!; ~ •• 19501. 

La inmunización iD ~!~!2 ha sido ensayada con éxito parea 

producir hibridomas secretores de anticuerpos contra antige­

nos diversos 'Anderson y Melchers, 1979; Hert9artner !t @!·• 

19791 Read1n9, 1982: Van Ness t!; •l·• 19841. 

No obstante, Goldsby t!; tl <19781 produjeron hibridomas 

secretores de anticuerpos contra el hapteno dinitrofenilo, 

sin inmunización previa del donador de células esplénicas y 

estimulando la proliferaciOn de linfocitos con el 

lipopolisac~rido bActeriano. 

Fusibrl. Los detalles precisos de los protocolos de fusión, 

varian entre los distintos labor~torios, ya que relativam•nte 

pocos investi9adores han estudiado los diversos parametros de 

esta etapa. 

Fazekas y Scheide9ger (19801 y Westwerwould 9~ •!.. (19841 

observaron que la formación de hibridomas es~a determinada 

principalmente por el r1ómero de c4alulas de b•zo., Westerwould 



!~ !!• en este mismo estudio encontraron que la proporci·~n 

optima entre células de bazo y células de mielo1na es de 10: 1, 

no obstante, otros autores han obtenido bLaenos resultados 

utilizando proporciones que van desd-::: 1: 1 hasta 10: 1 <Yelton 

!!!: !!!!·, 1978; Thiriart, 1984; Lane !!!: !!!!,, 1984; BL1ttin !!!: 

!!!!·· 1978>. 

Inicialmente las fusiones se real izaban uti 1 izando c:omo 

agente fusionante el virus Sendai CVS>, pero ac:t1..ialmente se 

uti 1 iza casi exclusivamente el pol ientilengl ic:ol (PEG>, 

puesto que es mas eficaz y no constituye. un ele.mento de 

cc•ntaminaci6n como el VS. 

Existen diversas marcas comerciales de PEG en presenta­

ciones de diferentes pesos moleculares. Fazekas y Sc:heideger 

(1980) encontraron que la preparación Merck 4000 GK (Cat. 

No. 9727> produjo mas hibridomas que otros. Sin embargo~ Lar1e 

!!!: !!!!.._ ( 1934) reportaron que el PEG marca Kodak 1450 

proporciona a~n mejores rendimientos que el Merk 4000 GK. 

El tiempo de exposición al PEG es otro punto critico de 

la f1..1si6n. debido a que no puede ser muy corto porque se 

obtienen pocos hibridos ni muy largo porque aumenta la toxi­

cidad. Lane (1985) midi6 diferentes tiempos de exposici6n y 

encontrb que el tiempo 6ptimo es de 45 segundos para una 

concentración de PEG de 50/.. Los protocolos tradicionales 

emplean Lln minuto con PEG al 50:1. a 37 C <Gal fré y Mi lstein, 

19791 Oí 11 Hersenberg, 1980; Fazekas y Scheideger, 1980) o 7 

a 9 minlltos a temperatura ambiente con PEG al 30 a 35 :t. 

<Gefter ~~ !!!!•• 1977), 
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Otro método desarrollado recientemente es la 

electrofusi6n,. en el cual se Pt"'Om•Jeve la formación de 

hibridos mediante la aplicación de un campo 

<Karsten !! !!·• 1985; Lo~ !!·•19841. 

eléctrico 

Algunos investigadores han demostrado que el empleo de 

timocitos Y mac:rOfagos como células nodriza aumenta la 

ef'icienc:ia del desarrollo de los hibridomas. Parece ser que 

el efecto favorable de estas c~lulas se debe a la producción 

de factores de crecimiento (cOMo interleucina I) y a la 

eliminación de los restos de las células que mueren los dias 

posteriores a la fusión <Fazekas y Scheideger, 1980; 

Lernhardt 91 ~l..· 1978 y Oi y Herzenber9, 1980). 

Pruebas de la producci6n de anticuerpos. La importancia 

de esta etapa radica en que la prueba utilizada, determinara 

que se detecte el anticuerpo con las propiedades deseadas, La 

prueba debe ser lo suficient.,.ente sensible y rU>ida, de tal 

•anera que detecte los hlbridos relevantes en el eenor tie1111>0 

posible. 

En general se recomienda no intentar recuPerar todas las 

clonas productoras de anticuerpos, sino r••lizar l..wla· prueba 

que detecte los anticuerpos con las propiedades deseadas1 por 

ejemplo, si se necesita un alto titulo de anticuerpos de alta 

afinidad se aislarán las clonas cuyos cultivos resulten posi­

tivos en diluciones 1: 10 o 1: 100,. si se requieren anticuerp0s 

que fijan coeplemento se tendrá que i111Plementar 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 y 

Williams, 1978; Herzenberg !!!;. !!•• 1990). 

Por otro lado, también se deben considerar la precisión, 

costo y velocidad como criterios de selección de la prueba, 

de tal manera que se puedan realizar m~lt1Ples ensayos en las 

diferentes etapas de la clonación. 

En los últimos al'!os se han desarrollado una gran diversi­

dad de técnicas que detectan la presencia de anticuerpos 

monoclonales, muchas de ellas son modificaciones de las meto­

dologias basicas de las cuales las mas comunmente empleadas 

son1 radioinmunoens.ayo, enzimainmunoensayo, citotoxic:idad e 

inmur1ofluorescenc:ia (A,1 l'loudallal !!!¡!l . ._, 1984; P•uli !!~ tl ... • 

1994;' Russell !!!: Ü·, 19831. 

ClOf'laciOn, La clonación se debe efect.L1ar tan pronto como 

se hayan identificado los cultivos productores de anticuer­

pos, ya que esto disminuye la posibilidad de sobrepoblación 

con c:lonas irrelevantes <Goding, 1980; Taggart y Silmloff, 

19831. En los primeros experimentos en los que se aislaron 

clonas productoras de anticuerpos, la clonación se realizó 

por cultivo en medio semisólido con agarosa suave, de acuerdo 

a la metodología de Coffino !!!: !l· (19721. sin embargo,este 

método t.iene la desventaja de que a menos que se tenga una 

técnica que detecte anticuerpos sobre o en el medio 

semisól ido, se debe de recul ti var las clonas en medio 

liquido. Por esta razón los investigadores actualmente 

prefieren uti l Izar la clonación por di luciones 1 imitantes. 
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Si se cultivan peque~as cantidades de células, la frac-

ción de pozos con crecimiento debera seguir la distribución 

de Poisson: 
-m 

F<o>= e 

donde F<o> es 1a fracción de pozos donde no hay crecimiento y 

m es el promedio de clonas por pozo. Si m=l entonces 
( 

F<ol=0.37. Es decir, para obtener una probabilidad razonable 

de que los pozos contienen clonas l.micas, mas del 37. % de los 

cultivos no deben de tener crecimiento. Aunque este método 

supone una eficiencia del 100 i'. se recomienda. realizar mas de 

una clonación (Henry!! 91~· 1980). 

1.s Moctificaciorl9s a la .. todol09ta b6sica 

Uno de los problemas existentes en la prodU(:ciqn de AM es 

la baja frecuencia con que se obtienen los hibridomas secre-

tores. La siguiente observación es Qtil para •preciar lo 

anterior; si se tier1e un rendi•iento de 1 clona por cada 
5 

2xl0 células de bazo se tendria un total de 500 hibridomas 
8 

de un bazo que proporcionara 10 células. Si ademas se utili-

za un inmunógeno fuerte como son los eritrocitos de carnero 

que producen aproximadamente 1 célula secretora POr cada 100 

esplenocitos se tendrlan de este bazo un total de 5 hibrido-

mas secretores de anticuerp0s anti-eritrocitos. Se puede 

concluir que cualquier variable que afecte tanto el 

rendimiento de hibridomas como el nOmero de células secreto-

ras en el bazo repercutir~ en la cantidad resultante de 

clonas productoras de anticuerpos .. Por otro lado, el 

rendimiento final también depender• de la sensibilidad de la 



18 

prueba utilizada en la detección de anticuerpos. 

Con el fin de aumentar la eficiencia de la metodologia 

diversos investigadores han planteado nuevas técnicas en 

algunas de las diferentes etapas. 

Estrate9iilS de i.._.,ización. Para aumentar la respuesta 

hacia .el antígeno deseado Salcato y Eissen (1975l conjugaron 

el ant19eno a una molécula altamente inmunogénica c:omo la 

hemocianina; Knudsen (1985) obtuvo una inmunización efectiva 

absorbiendo pequenas cantidades del antfgeno a papel de 

nitrocelulosa y reduciendolo a particulas diminutas por 

tratamiento con di1neti lsul fóxido antes de la inoculación. 

SPi tz · !!!. !t!.t. <1984) inmunizaron animales inoculando pequef'las 

cantidades de antigeno intraesplénic:amente. 

Por otro lado, para eliminar la respuesta hacia antigenos 

indeseables Thalha1ner (1985) propusieron la 

inmunizacion cc1n una mezcla de anttgenos y anticuerpos c:ontro. 

los anttgenos contaminantes. 

Fusión. lluttin !!li: !!!.t. <1978> propusieron la fusión sobre 

membranas de nitrocelulosa, mediante esta técnica estos 

áutores obtienen un alto rendimiento de hibridomas 

secretores de anticuerpos anti-idio.tlpicos. La metodologla 

consiste en centrifugar la mezcla de células de bazo y 

células de mieloma er1 un tubo de centrifuga filtrante. La 

fusión se realiza sobre la membrana en la cual se sedimentan 

ambos tipos de células. 

Van Mourik !~ !.L. (1984> previamente a la fusión fraccio­

naron las ct!lulas de ba;.:o por medio de la centrifugación en 
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gradiente de densidád <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 anticuerpos. 

La fusión selectiva de los linfocitos B secretores del 

anticuerpo deseado ha sido ensayada por algunos autores. 

Kranz 9~ 9lL (1980) incorp0raron fluoresceina a las células 

de mieloma. posteriormente las incubaron con células de bazo 

inmunes (antifluorescetna) formándose agregados celulares con 

los cuales realizaron la fusión. Esta Modificación resultó en 

un ntlmero mayor de hibrido1t1as antifluoresceJnicos en relación 

con los obtenidos mediante una fusión .. norMal 11
• 

Lo ~ A!L <1984) explotaron la alta afinidad entre la 

avidina y la biotina para promover la fusión sel~ctiva. En 

este estudio se conjugó covalent....,,..te el antigeno a la 

avidina y luego se incubó con la suspensión de linfocitos 

para formar un complejo linfocito-9-antfgeno-avidina~ el cuál 

a su vez se mezcló con células de mieloma que teni~n biotina 

unida covaler1teme:nte a su suPerficie. La fusión se real izó 

mediante la aplicación de un ca111Po eléctrico <electrofusiónl. 

Los autores reportan la obtención de hibridoaias secretores de 

anticuerpos de alta afinidad. 

A pesar de que las técnicas de fusión selectiva reducen 

considarabl.....,nte el na111ero de hlbridos que deben ser ensava-

dos, no han sido utilizadas aooplia....,,te lo cu~l sugiere que 

deban existir dificultades t•cnicas que no s>er•itan su apli-

cacíón extensiva. 
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Enriqueci•iento de c•lul•s productoras de iUltic:uerpas. 

Ademas de las modificaciones antes mencionadas, es posible 

enriquecer el bazo con células B especificas contra el antl-

9~no en estudio (Rathjen y Underwood, 1985>. Con este fin, 

las células de bazo de ratones inmunizados pueden ser 

inyectadas a receptores singénicos irradiados junto con el 

antigeno <transferencia adoptiva!. Esto da como resultado la 

amplificación de la respuesta de c~lulas 8 especificas y un 

allmerito en la producci6n de hibridomas secretores de hasta 50 

veces <Moller, 19681 Kennedy 9~ !!·• 1966>. La técnica de 

transferencia adoptiva ha sido empleada dando resultados 

exito~os por Thiriart (1904). 
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Se ha demostrado que la transferencia de linfocitos de un 

donador inmune a animales no inmunes, singénicos e irradiados 

aumenta considerablemente el nUlllero de celulas productoras de 

anticuerpos, esto se debe a la inhibición de los mecanismos 

de regulación de la respuesta in•une en los receptores 

IMoller, 19681. 

La ciclofosfamida es un agente citotbxico empleado 

extensamente como in•unosupresor. Este coiapuesto actüa sobre 

células en fases intermitótica o proliferante, su actividad 

inhibitoria es efectiva antes y después del estimulo 

anti~nico, además produce twla reducción proporcionalmente 

mayor en el nl!Hnero de linfocitos B que en la cifra de 

linfocitos T ITurk y·Parker, 1979; Turk y Poulter, 19721. 

La ciclofosfamida es inactiva hasta que es 111etabolizada 

por el h19ado. Aunque no se ha identificado el . residuo 

activ~, se encuentra en la circulación par solo algunas horas 

despo.Mls de su ad•inistración INebb y Ninkelstein, 1983). 

De acuerdo con estos antecectentes el objetivo del 

presente trabajo fue el de desarrollar una ... todologia de 

transferencia intraespl~nica de linfocitos para enriquecer •l 

bazo del receptor con clonas productoras de anticuerpos 

contra el virus de la rabia, ensayando 

como inhibidor de los 1RacaniS1110s de 

a la ciclofosfamida 

regulacibn da la 
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respuesta inmune del receptor. Esto con el fin de mejorar el 

rendimiento en la producción de anticuerpos monoclonales 

contra el agente mencionado. 

2.2 Disel'\o experimental 

Hipótesis. La transferencia de linfocitos inmunizados y 

mezclados con suspensión de virus de la rabia a un ratón 

receptor no inmunizado, singénic:o e inmunosuprimido con 

ciclofosfamida favorece la proliferación de clonas 

e~pecificas. El aumento de la multiplicación clonal se 

reflejarila en el aspecto histológico, en el titulo de 

anticuerpos, nómero de células de bazo productoras de 

anticuerpos y en ftl ni..'~me,..o de clonas hibridas productoras de 

anticuerpos. El crecimiento del bazo será indicativo del 

asentamiento y desarrollo en este órgano de las células 

transferidos. 

En el cuadro nt~mero se m1..1estran los grupos 

experimentales y la pruebas realizadas para corroborar esta 

hipótesis. 

En un experirnento independiente se evaluó el efecto de 

tres variables sobre el nómero de células productoras de 

anticuerpos en ratones receptores. Se utilizó un dise~o 

factorial 2x2x2. Los factores y sus respectivos niveles 

fueron: 

Az 1) respuesta hacia antigenos contaminantes. 

21 respuest.,thacia antl9enos relevantes. 
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B: ll receptores no tratados. 

2) receptores tratados con ciclofosfamida. 

C: 1> linfocitos transferidos mezclados con cepa 

Acat.lan-V319. 

2) linfocitos transferidos mezclados con ¡,, cepa 

ERA. 

Se tuvieron dos repeticiones Por cada nivel de cada factor. 

El cuadro No. 2 niuestra la definición de los grupos formados 

para este experi.ento. 



Cuadro No. 1 

Gr-upos experimentales y pruebas realt=::adas. en cada uno de ellos 
para comprob&r la hipótesis planteada. 

1------------------------------1-----------1--------1-----------:------------1-------1 
IGrupo de ratones :Titulo :peso d~l: Estudio IN~1mero de !Fusión 1 
1 lde lbazo :histol69h:olcé:lulas 1 
1 lanticuerposJ 1 lproductora.s l 
1 t 1 1 de ant.icuer-: 1 
1 1 lpos espect--1 1 
1 lficos 1 1 
1------------------------------1-----------1--------:-----------1------------:-------1 
II1 no inmunizados 1 2 1 2 1 1 
1------------------------------1-----------1--------1-----------:------------1-------1 
III: ir1munosupri1nidos con lrn9 1 2 1 1 
lde ciclofosfam1da 1 1 
1------------------------------1-----------i--------1-----------1------------1-------1 
IIII1 Donadores de linfocitos 5 5 2 1 2 : 1 
1------------------------------1-----------1--------1-----------:------------:-------: 
1 IV: Receptores no tratados 1 5 · 5 : 2 1 2 1 2 1 
1------------------------------1-----------:--------1-----------1------------1-------1 
1 V: Receptores tratados con 1 5 5 2 1 2 1 
11 1n9 de ciclofosfamida 1 1 1 1 : 
1 ______________________________ , ___________ : ________ 1 ___________ : ____________ 1 _______ 1 

Los n~rneros indican el n~rnero de ratones en cada grupo. 
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Cuadro No. 2 
GruPOS experimentales para determinar los efectos de cepa, 
tratamiento con ciclofosfarnida y antlgenos en el n~1mero de células 

de bazo productoras de anticuerpos. 

Cepa Ciclofosfiimida Antlgenos firupo 
(mgl experimental 

Linfocitos 1nezcl111dos o contaminantes A 
relevantes fj 

con ausp.naiOn de 
2 contaminantes e 

cepa Ac11tl6n VJ19 r.,levantes D 

Linfocitos mezclados o contar•inantas E 
relevantes F 

con suspensión de 
2 contauainantes G 

cepa ERA relevantes H 

25 
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3 

14ATERIAL Y METODOS 

3.1 Producción de antlgeno de virus rabico (Ac;ot1'n-V319l y 
titulación. 

3.1.1 Virus: Se utilizaron las cepas vacunales Acatlan-

V319 y ERA amablemente proporcionadas por el Dr. R, Ojeda de 

la Productora Nacional de Biológicos Veterinarios y Sanyconn 

S.A. de C. v., respec:tivarnente. El ti tul o de ambas cepas fue 
5 

de 10 <ratón 10-15 g). La cepa Acatl&n-V319 fue cultivada y 

titulada en nuestro laboratorio. 

3.1.2 Cultivos celulares: Para replicar el virus se 

utilizó la Linea celular BHK 21 <ATCC, 1978) que fue cultiva-

da hasta obtener monoestratos confluentes en medio BHK-21 

<Gibco> suplementado con penicilina, estreptomicina, 6 :t. de 

medio triptosa fosfato CTPB) y 10% de suero fetal bovino 

<SFB>. 

3.1.3 Producción de virus: Los monoestratos de células BHK 
2 

obtenidos en botellas de plástico de 80 cm de superficie 

<Falconl, fueron inoculadas con un mililitro de la suspensión 

viral de la cepa Acatlán V319 13.1.ll adicionando al inóculo 

0.1 m9 de DEAE-Dextrán, Después de una hora de incubación el 

inóculo fue desechado y el monoestrato se lavó tres veces con 

solución amortigua.dora de fosfatos <PBS. pH 7.2>. 

Posteriormente se a9re96 medio de mantenimiento IBHK, 

suplementado con penicilina, estreptomicina, 6 X TPB y 2 7. 
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SFB). Cinco dias posteriores a la inoculación se cosechó el 

sobrenadante {suspensión del virus de la rabia, SVR> y se 

procedio a la titulación. 

3.1.4 Titu1.ai6n: B Grupos de 6 a 7 ratones de la cepa CD! 

de 15 a 20 g de peso fueron inoculados por via intracerebral 

con O. 03 •l de diluciones seriadas base 10 de la SVR. 

El titulo en dosis letales al SO S {LO ) se calculó de 
so 

acuerdo al método de Reed y Muench CDavis IS Ü·, 1978), la 

observación de los ratones infectados se realizó durante 21 

dias. 

3.a :rnau-11.1.:111'0 enai•AUco en papel de nitroceluloH (dot­
a.ISA). 

Esta prueba se eapleO para la titulaciOn de anticuerpos 

s~ricos de raton y para la deteccion de anticuerpos en el 

medio de cultivo de hibridoaas. La metodologia eapleada se 

basó en la descrita por Lin y Halbert ( 1983), a la cual se le 

hicieron algunas •odificacionea. 

preparada c0110 se ihdicO antes ( 3. 1. 3) se fil trO a travf!s de 

papel de nitrocelulosa {Hillipore) utilizando un portafiltro 

con capacidad para 250 •l {Hillipore) hasta la saturaciOn del 

papel. Posteriormente se dejó secar la -brana. Se cortaron 

discos de aproxi•adamente S •• de di.taetro, ios cuales se 
o 

conservaron a -20 C hasta el aomento de su uti21zaci0n. 

3, 1, a Dllteninaolon ele 1ntiOUU'JIOll: Los discos se des con-



9elaron y se colocó uno en cada lmo de los pozos de placas de 

pl~stico de 96 pozos de fondo plano ( Falcon o Nunc). Con el 

fin de bloquear los sitios inespecificos de unión del conju-

9ado, se agregaron a cada pozo 75 microl de solución de leche 

descremada (Sveltes Nestlé) al 5 X en solución amortigua-

dora de trietanolamina <TBS; 7.5 g de NaCl, 2.8 ml de trieta-

nolamina., 17 ml de HCl IN, O. lg de MgCl .6H O, 0.02 9 de 
2 2 

CaCl .2H O, H O cuanto baste para ll. Las place:as con la 
2 2 2 o 

solución bloqueadora se incubaron a 37 e durante 15 minutos, 

transcurrido este tiempo, se aspiró la solución. Se agregaron 

50 micro! de los anticuerpos a probar proveniuntes del suero 

de ratón o de sobrenadante sin diluir dé: cultivo de hibrido­
o 

mas, seguido de un periodo de incubación de 1 hora a 37 C. 

Para titular los sueros de ratones se realizaron 5 diluciones 

seriadas base 4, empezando con la diluci6n 1: 40. 

Posteriormente los discos se lavaron 3 veces con solución 

TBS-Tween 20 al O.OS Y., la tercera vez se dejaron los.discos 

10 minutos con la solución de lavado. En seguida se agregaron 

50 microl de solución de conjugado peroxidása-antigamaglobu-

lina de rat6n CSigrna 

a 1 1 ~;, i r1cubándose 

diluido 1:200 en TBS-lec:he descremada 
o 

h a 37 C. El procedimiento de lavado 

descrito anteriormente se repitió luego de la incubación con 

el conjt.19ado. Por ~l timo se ágregaron 75 mi crol de solución 

de sustrato <7.5 mg de diaminobencidina <Sigma), 15 micro! de 

H O y 15 mi de TBS> incubandose 30 mim1tos a temperatura 
2 2 

ambiente. La solución sustrato se aspiró, se lavaron los 

discos con TBS y se dejaron secar. 

Los discos positivos se tiheron color caf~. El titulo de 
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anticuerpos fue calculado CiJnsiderando la lHtima dilt.1ción que 

pres~ntaba una coloración cáfé mas fuerte que los controles 

negativos, los cuales consistieron de diluciones seriadas de 

suero de ratbn desprovisto de anticuerpos contra el vin.1s de 

la rabia por una parte y TBS-leche descremada al li'; por otra. 

3.3 Transf•rencia adoptiva intra•sPl.,,ica 

3.3.1 ill"lli-les: Tanto donadores como r.i:ceptores. fueron 

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

3.3.2 I....,ización de donadores: Los ratones donadores 

fueron inllMMlizados mediante 2 inoculaciones con 0.5 ml de 

SVR por las vías intramuscular, subcutanea e intraperito­

neal. Las dosis se aplicaron con un intervalo de dos semanas 

entre cada una de ellas.. Después de 3 semar1as de la taltima 

inoculación estos animales fueron utilizados como donadores 

de células de bazo. En el caso del experimento 2 descrito 

posteriormente (3.6.2), uno de los donadores se inmunlzO 

aplicando el segundo estimulo con la cepa ERA (3.1.ll. 

3.3.3 C.lulas da bazo• Los donadores se sangraron y 

sacrificaron. En condiciones de esterilidad se les extrajo el 

bazo, el cual se colocó en una caja de Petri con medio de 

Iscove (Si9111al, los linfocitos se liberaron desgarrando el 

bazo con agujas, tran5firiéndose después a un tubo de ensayo. 

Los restos de tejido fueron eliminados dejilndolos 

sedi•entar durante 5 minutos. El sobrenadante fue transferido 

a un tubo cónico de centrlf1.19a. pas~ndolo a trav•s de una 

pipeta Pasteur obturada con fibra de vidrio para retener 
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desechos y células muertas, centrifugándose después 8 minutos 

a 200 g. Las células se resuspendieron er1 NH Cl amortiguado 
4 

(450 ml de NH Cl al 0.83 t.. 50 ml de TRIS base al 2.06 /., pH 
4 

7.65> con el fin de lisar eritrocitos, dejando reposar las 

células en esta solución unos cinco minutos y centrifugándo 

nuevamente a min a 1200 rpm. Se preparó una mezcla de 

linfocitos y antigeno (MLAl agregando a las células 0.5 ml 

de SVR. Se efectuó el conteo celular en 1'o camara de Neubauer 

corroborando la viabilidad por medio de la exclusión de la 

tinci6n con azul de tripá.n. 

3.3.4 Inoculaci6n intraaspllanica: La inoculacion int.raes-

plénita se efectu6 de acuerdo a la met0dologia descrita. por 

Spit.z 9~ 9!· 11904). Las células de bazo de cada donador 

previamente inmunizado, fueron transferidos a dos ratones 

r~ceptores; uno de: los cuales habia sido inmunosuprirnido por 

medio de la inyecciOn intramuscular de o 2 mg de 

ciclofosfamida 24 horas antes de la transferencia. Los 

receptores fueron anestesiados mediante la inyección 

intramuscular de 80 microg de dehidrobenzperidol <Droperidol 

Janssen Ph> y 2.5 mg de clorhidrato de quetamina <Disosia-

nest, 20th Century Méx.l. Una vez logrado el efecto anesté-

sico cada ratón se colocó en una tablilla recostado en el 

lado derecho e inmobilizado con cinta adhesiva como se mues-

tra en la figc.ara lA. Se desir1fect6 el cuadrante superior 

izquierdo del abdomen con una solución de be:nzal al 30 Y.. Eri 

seguida se hizo una incisión lor19itudinal en la piel de 1 a 

1.5 cm de largo. La piel se separó de la capa muscuh1r para 
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dejar expuesta la pared abdominal. Una segunda incisión se 

hizo en las capas mi.tsculB'res y el peritoneo para dejar 

expuesto el bazo. El 6r9ano se exterior-izó sujetando su 

extremo ventral con ayuda de pinzas de relojero inyectando 

0.2 ml de la mezcla de linfocitos y antt9eno del virus de ld 
7 

rabia Cen promedio 2x10 células), como se puede observar en 

la. fi9ura 18. Después de la inyección, el bazo se re9res6 a 

la cavidad peritoneal. el peritoneo y las capas musculares se 

suturaron con un punto, los bordes del corte de piel se 

aproximaron y se cerraron con 2 a 3 puntos. Cincc• dias 

después, los receptores fueron sacrificados para dilucidar la 

eficiencia de la metodologia, determinando el titulo de 

anticuerpos séricoS, el peso y aspecto histológico del bazo, 

el numero de células productoras de anticuerpos ~ontra -::1 

virus de la rabia y en la hibridación con células de mielc•ma 

como se menciona en el capitulo correspondiente a objetivos. 

3. 4 l>et•r•inación dlll ·peso dlll bazo. 

Los bazos tanto de ratones donadoras como de receptores 

se pesaron inmediatAMente después de su extracción en una 

balanza analitica. 

3.!:5 Estudio histológico 

El estudio histol69ico se realizo "" cinco 9ruPos de 

bazos clasificados de acuerdo al trata•iento aplicado al 

ratón de procedencia: 
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I: No inmunizados 

II. Inmunosuprimidos con 1 mg de ciclofosfamida. 

III. Donadores de linfocitos. 

IV. Receptores no tratados. 

V. Receptores tratados con lmg de ciclofosfamida. 

Los ba:os se fijaron en formol-PBS CpH 7.2> al 3 r. 

inmediatament.e: después de su extracción; se incluyeron en 

parafina para la realización de cortes de 5 micras de 

espesor. Finalmente fueron te~idos con la técnica de 

hematoxilina -oaosina y observados en un microscopio de luz 

t;r ansmi ti da. 

3.6 Deter•inacion del ntmoero de celulas de bazo productoras 
de anticuerpas &SP41Cific:os. 

3.6.1 Funda_,,to de la -todologia. Con base en los 

trabajos de Rao y Pande (1985> y de Sharon -~ ~L• (1979), en 

el presente estudio se implemento una metodologla de réplica 

en papel d;: nitrocelulosa para cuantificar las célul~s de 

bazo productoras de anticuerpos especificas. La técnica 

consiste en cultivar las células de bazo inmune sobre discos 

de: papel de nitrocelulosa sensibilizados con el anttgeno como 

se describió en 3.2.1. Teoricamente el anticuerpo liberado 

por los linfocitos 8 especlficos se va a fijar al anti9er10 

retenido en el papel sensibilizado. La reacción antlgeno-

anticuerpo se pone luego en evidencia mediante la técnica de 

inmuno ensayo enzimilitic:o descrita anteriormente (3.3.2). De 

esta manera en el lugar en donde se encuentre una célula 

productora de anticuerpos especificas aparecerili un punto 
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obscuro qua en el presente tabaJo se denominara "unidad 

formadora de puntos 11 <UFP>. En la figura No. 2 se esquematiza 

el procedimiento descrito. 

3.6.2 ExP'eri..ntos. Esta prueba se realizO en dos 

experimentos consecutivos. 

~i.....to l. Se comparo el n~•ero de UFP en los 

siguientes 9ruPos de bazos pertenecientes a ratones: 

Grupo I. No inmunizados (control negativo). 

Grupo III: Donadores de linfocitos. 

Grupo IV: Receptores no tratados con ciclofosfamida. 

Grupo V: Receptor tratado con ciclofosfamida 24 horas antes 

de la transferencia. 

~i.....to 2. Se deter•inb el efecto de las variables 

cepa, trata~iento con ciclofosfamida y respuesta hacia 

anti9enos contaminantes o relevantes sobre las UFP de ratones 

receptores. Para esto se cuantifico la diferencia entre las 

UFP formadas en discos sensibilizados con la SVR IUFP contra 

antl9enos totales> y las UFP en discos sensibilizados con 

suspensibn de células BHK no infectadas (antl9enos 

conta1Rinantes). 

Esta diferencia se evaluo en los grupos dtifinidos en el 

cuadro 2 <v•r saccibn 2.21. 



FIGURA 2. ESQUEMA DE LA TECNICA DE REPLICA EN PAPEL DE NITROCELULOSA 
PARA LA CUANTIFICACION DE CELULAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS EN EL 
BAZO 

1~1"'::"'" 
~NITROCELULOSA 

¡ MEDIO DE CULTIVO SEMISOLIDO 
24 HORAS DE INCUBAC!Otl 

• 
MEMBRANA OE NITROCELULOSA. 
DESPUES DEL REVELADO POR LA 
PRUEBA DE INMUNOENSAYOENZI­
MATICO. 
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3.6.3 Proc9di•illl'lto. Se sensibilizaron discos de 

nitrocelulosa <Milliporel de la misma manera como se 

describió antes (3.2.1> tanto con SVR como con 11e1spensión 

obtenida de cultivo de células Bit< no infectadas. Se 

colocaron los discos en cajas Petri que contenian rnedio 

iscove semisOlido suplementüdo con 20 X de SFB. gluta.mina,. 

penicilina. estreptomicina y 0.75 X de agarosa. Se prepararon 

suspensiones de las células de los bazos <SCB> y se ajustaron 
7 

a concentraciones de 10 células por mi. Por cada bazo se 

\.tti 1 izaron dos di seos en los cuales se colocaron O. 05 y O. 1 

ml de SCB, respectivamente. Luego de un periodo de incubación 

de 24 horas,. los discos se lavaron con solución de TBS-Tween 

20 y se procedió a revelar la producción de anticuerpos 

mediante la técnica de inmuno ensayo enzim~tico. 

Utilizando un microscopio estereoscópico se contaron las 

UFP en cada disco. 

3.7 ProducciOn de 
.ntic:uerpas. 

hlbridas productoras 

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

receptor no tratado con ciclofosfaMida. 

3.7.1 Preparaci6n de ti110Citos y mecrof•90S• 24 a 48 

horas antes de la fusión se sellbraron ti1tOCitos v macr6fa9os 

co1110 células alimentadoras en los pozos destinados a recibir 

los hibrido•as reci41n for .. dos. 

Para la obtenciOn de tllllOCitos se utilizaron ratones de 3 

semanas de edad , los c:uAles se sacrificaron. Se les extrajo 

el tilllO en condiciones est•riles. Las c•lulas se liberaron 
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rasgando el timo con agujas. Los agregados celulares se. 

el irninaron por sedimentacibn. Se preparo una suspensión 

celular en 5 mi de medio selectivo HAT-20 Y. SFB (preparado 

con 2 ml de solución HAT 2)< marca Sigma, en 100 ml de medio 

Iscove suplementado con glutamina, antibioticos y 20 r. de 

SFB>. Se verificó viabilidad por exclusión de la tlnción con 

azt.tl de tripán, se contaron las células y se conservaron a 4 
o 

C mientras se prepararon las células de exudado peritoneal. 

Los macrófagos de exudado peritoneal se obtuvieron de 

ratones de 3 meses de edad a los cuéiles despues de haber sido 

sacrificados se les retiró la piel abdowoinal. Por via 

intraperitoneal se les inyectaron 5· ml de solución de 
o 

sacarosa 0.34M a 4 C. Se aplico un masaje ligero al abdomen 

antes de extraer por punción el liquido intraperitoneal. Se 

centrifugo B min a 200 9, se desecho el sobrenadante y las 

c!>lt1las se resuspendieron en 5 ml de medio HAT-20 r. SFB'. Al 

igual que en el caso anterior se realizb el conteo celular Y 

se verificó la viabilidad por exclusiór1 de la tinci6n con 

azul de t.ripan. 

Los timocitos y macr6fagos se mezclaron en una proporción 

10:1 en medio HAT. El volumen de medio necesario se calculb 

de tal manera que se distribuyet"an o.s mi por POZO 
5 6 

conteniendo aproximadamente 10 macrófagos y 10 timocitos 
o 

Las placets fueron entonces colocadas a 37 e y 5 :r. de co 
2 

hasta el momento de su utilización. 

3.7.2 C•lulas: Se utilizó la linea celular SP2 de mielorna 

de rat6n gentilmente donada por el Dr. Vianey de la 



39 

Secretaria de Salud. 

El medio de crecimie.nto utilizado para el cultivo de 

estas células fue Iscove suplementado con 9lutamina., 

estreptomicina, penicilina, fungizona y 2or. de SFB. Se 

utilizaron cultivos de 48 horas en botellas de pl~stico de 80 
2 

cm de superficie <Falcon). En cada una de las fusiones se 

empleó el contenido de dos de las botellas de Cllltivo 
7 

(aproximadamente 2xl0 células> centrifugandose en ·tubos de 

plastico de 50 ml. Se lavaron con PBS resuspendiéndose 

despues en medio Iscove sin suero. Se contaron y se ver-i fic~1 

viabilidad por tincion con azul de tripan. 

3. 7.3 C•lulas de bazo: Las células de bazo se preparar• como 

se indico (3.3.31. Después del tratamiento con NH Cl, las 
4 

células se lavaron 2 veces con PBS. Se resuspet:'Jdieron en 

medio Iscove SuPlet'M!ntado con 9luta11ina, est-reptomicina,. 

Penlci lina y fungisona <ISSI. Se pasaron a través de una 

pipeta Pasteur obturada con fibra de vidrio. Se contaron y se 

verifico viabilidad por exclusion de la tinci6n con azul de 

tripilon. 

3.7.4 FusiOn: La técnica utilizada fue la descrita Por 

par FiilZ&kas y Sc:heide99er 11980). 

Las celulas de mieloma y las celulas de bazo se Mezclaron 

en proparción 1:2. La suspensión celular •ixta se centrifugó 

<200 g, 8 mini. Se as~iró el sobrenadante. Las c•lulas se 

golpearon ligeramente para soltarlas. Se agregaron 0.6 a o.a 
mi de polietilenglicol (Sig•a> al 50X en ISS precalentado a 

o 
37 e, gota a gota, lentamente y agitando. Esta operacion se 
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llevó a cabo en unos 60 segundos. Posteriormente se agregó 
o 

medio ISS, prec:alentado a 37 C, de la siguiente manera: el 

primer mili 1 i tro se adicionó durante 30 segundos, los 

siguientes 3 ml se adic:ionaron en 60 segundos, después 10 ml 

en 1-2 minutos, finalmente se llena el tubo y se deja S 
o 

minutos a 37 C. Posteriormente se c:entrifugo (200 9, 8 minl 

Y se resuspendió en el volumen adec:uado de HAT-20 X SFB. 
6 6 

Las c::élulas se repartieron a razón de 3.28><10 , l.64x10 , 
6 6 

0.7Sx10 0.2x10 • Se sembraron 18 pozos de plac:as de 24 

pozos con cada 1 .. ma de estas concentraciones. 

De•P'-•é• de un periodo de inc:ubac:ion de 10 dias, se c:onto 

el n(amero de pozos con crecimiento de clonas y se veri ficb la 

producciOn de antic:uerpos detec:t:.ndolos en el medio de c:ulti-

vo por medio de la prueba de inmunoensayo enzimatic:o ya 

desc:rita ( sección 3.2). 

La c:uantific:ac:ion y an:.1 isis de los resultados de la 

fusi6n se describir~n en el capitulo correspondiente al ana-

lisis estadlstic:o. 

3.7.5 Clon~ción: La clonac:ibn se efec:tuo c:on base en la 

tec:nica de dilucion limitante desc:rita por Henry 

<1980). Por c:ada colonia de células htbridas que se c:lonaron, 

se utili:zaron 2 placas de 24 pozos, en cada pozo se sembraron 
6 5 

previamerlte timocitos y macrófagos (10 y 10 , respec:tivamen-

te> en medio HAT-20 X SFB. Una muestra del cultivo se diluyó 

de tal manera que 230 células hibridas se suspendieron en 4.8 

mi de medio, se sembraron 18 pozos c:on 0.2 ml- de esta 

suspension, con este procedimiento quedb l ml al cual se 

a9rega1·on 4 ml de medio y se sembraron otros 19 pozos con 0.2 



41 

ml. Final.r.1ente se :.d1cionarcn t .4 ml de medio y se repart1e-

ron en los 12 pozos restantP.s. En cada diluciOn se sembraron 

aproximadamente 10 .. 2 y 1 células Por pozo. 

3.8 Analisis es·~atl!1<tico 

Las diferentes pruebas estadisticas '3!m?leadas en el 

Prest::nte trabajo fueron: 

l\nálisis de v;odarita (ANOVA>. Se aplico en los resultados 

de peso del bazo, de t!tulo de anticuerpos y de unidades 

formadoras de puntos .. 

En los casos de peso del bazo y titulo de anticuerpos se 

uti !izó un disef'¡o en bloques aleatorios. En el experimento 

n~~mero de la determinacion de UFP se empleo un disel'\o 

completamente al azar. 

Las hipótesis planteadas fueron del tipo: 

H : Tod~s las medias son iguales 
o 

H : Mo todas la r.ied1as son iguales 
1 

se rechazo H 
o 

Prueba Je 

cuando se obtuvo una 11 p" menor de O. OS. 

Tucke:¡: Se empleo esta prueba para ver 

diferencias entre wedias posteriormente al an~lisis de 

varianza. Esta prueba s~ realizó con un nivel c:(=0.05. 

An~lisis de regresión lineal: Se utilizó para determinar 

si los resultados obtenidos en la fusiones estaban de acuerdo 

a la distribución de Poisson. 

Las v~riables analiz~das fueron: 

X= nOmero de células de bazo 

Y= -ln <No. de pozos ne9a~ivos/No. total de pozos> 



42 

Distribución de Poisson: La distriblación de Poisson se 

utiliz6 como modelo para la estimación del crecimiento 

monoclonal Henry 9! ~1·· (1980). El No. promedio de clonas 

por pozo se calcul6 de acuerdo a la forma logarltmica del 

término cero de la distribución de Poisson. 

m = -ln(No. de pozos negativos/No. total de pozos> 

La frecuencia de clonas por numero de células de bazo se 

c;,lculó mediante la fórmula 

f= m/c 

donde .e indica el numero de células de bazo por pozo. 

El analisis estadlstico se realiz6 atendiendo a lo 

publicado por Snedecor y Cochran (1971' , Daniel ( 1977) y 

Hur l<iY !!!< !!! < 1981'. 
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4.1 Produc:ión de .... tlgeno de virus de la rabi• y titulación 

El antlgeno de la cepa Acatl•n V319 producido en el 
5.7 

presente trabajo alcanzó un titulo de 10 DL li.c. ratón 
50 

de 15 a 20 g, cepa CDll. 

4.2 Tltulo de anticuerpas en ratones donadores v receptores 

La prueba de dot-ELISA impl......,tada detecto anticuerpos 

hasta la dilución 1:10240 en un suero de ratón en el cuál se 

obtuvo un titulo de 1:3125 llOldiante la P,rueba de 

seroneutralización en ratón de 15 g. 

El cuadro No. 3 indica el tltulo de anticuerpos obtenido 

en el gruPO de ratones donadores (gruPO III> sangrados el dia 

de la transferencia y los gruPos de ratones receptores trata-

dos v no tratados con ciclofosfaaida (gruPOs IV y V, raspee-

tivaaentel, sangrados c:uatro dias después de la transferen-

cia. 

El an~lisis de los datos par ANOVA no mostro diferencia 

significativa (cuadro No. 4). En la figura No 3. se indican 

los resultados del titulo de anticuerpos de cada gruPO junto 

con su aedia y error estindar. 



Titulo de 
ratones 

III 

640 
2560 

640 
2560 

640 

Media 

Cuadro No. 3 
anticuerpos de ratones 
receptores obtenidos 

prueba dot-ELISA 

Grupo 

IV 

640 
2560 
2560 
2560 

640 

Geométrica 1114.3 1470.3 

1111 Donadores 
IV: Receptores no tratados. 

donadores y 
por la 

V 

2560 
10240 

2560 
2560 

640 

2559.8 

V: Receptores tratados con lmg de ciclofosfamida. 

44 

Los datos representan la mediana de 3 observaciones 

efectuadas. 
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Cuadro No. 4 
Tabla de ANOVA de la transformaciOn logarit•ica del titulo 

de anticuerpos en ratones donadores y receptores. 

1---------1-------:-------------:------------:--------:-----: 
t.v. 1 9.l. S.C. C.M. Fe p 

1 1 
1 Trat. 1 2 1 0.338 0.169 1 3.SOO 1 n. s. 
1-----------------------------------------------------------
1 Blo-iues 1 4 1.208 1 0.302 
1---------------------------------------------
1 Error 8 1 0.386 1 0.048 
1---------------------------------------------
1 Total 1 14 1 1.933 ·I 
1--------------------------------

f.v.1 Fuente d<lt variación. 
g.l.1 Grados da libertad. 
s. c. 1 Sulla de Cuadrados. 
C.M.1 Cuadrados Medios. 
F.c.1 Estadistico F calculado. 
n.s.: No significativo. 
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4.3 Peso da los bilzos 

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 i: 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 estudiados. El análisis estadístico 

realizado mediante ANOVA y la prueba de Tuckey posterior no 

revelo diferencia significativa entre receptores tratados con 

ciclofosfamida y no tratados <cuadro No. 4>. La figura No. 4 

indica media +error estándar de cada grupo. En la figura No. 

5 se puede apreciar la diferencia de t.amal'lo entre el bazo de 

los donadores y el bazo de los receptores. 
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Cuadro No. 5 
Peso de bazo de ratones donadores y. ratones 

receptores <en 199). 

Media 
Error E. 

III 

139.6 
107.4 
74.7 

109.6 
107.1 

107.7 
7.54 

,III: Ratonas donadores. 

IV: Receptores rio tratildos. 

GruPO 

IV 

162.7 
146.6 
166.4 
196.6 
173.6 

169.2 
7.54 

V 

167.3 
145.4 
165.7 

.163.6 
168.9 

162.2 
7.54 

V: Receptores tratados con 1 199 de ciclofosfaaida. 

· .. ~-'. 
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Cuadro No, 6 

Tabla de ANOVA y prueba de Tuckey <o<=o.·051, de los resultados 

del peso de los bazos de ratones donadores y receptores, 

1---------1-------1-------------1------------1--------1-----1 
1 f.v. 1 9, l. 1 S.C. 1 C.fll. 1 Fe 1 P 1 

1 
1 Tr.at. 2 1 11326.3 1 5663.2 1 11.6 l<0.051 
1-------------------------------------------------~---------1 
1 Bloques 1 4 1 1621,9 405.5 
1---------------------------------------------
1 Error 1 8 1 3906,3 488.3 
1---------------------------------------------
1 Total 14 15232,6 1 
1--------------------------------

III IV V 

Los tratamientos unidos por una barra no moatraron diferencia 
estadísticamente significativa. <III= donadores, 
IV=~eceptores no tratados. V=receptores tratados con 1 mg de 
ciclofosfamidal. 
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Figura No. ~.. Tamario comparativo de los bazos de L1n ratón 
donador (A) y un ratón receptor <Bl • 
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4.4 EstUdio histológico 

En el estudio histologico se observo que los bazos de los 

receptores tanto tratados con ciclofosfamida como los no 

tratados, tentan una estructura ttpica de un bazo estimulado, 

con v~inas periarteriolares hiperplásicas y numerosos centros 

germinales (figuras 6A y 68). Esto también se observó en el 

bazo de los ratones esti111Ulados convencionalmente. 

En los bazos de los receptores no se observaron células 

que detectaran un proceso inf la•atorio. 

Los bazos de los ratones tratados con mg de 

ciclofosfamida no 11astraron depleción linfoid• Y su aspecto 

fue si•llar al del ratón no esti111Ulado. 
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Fi9Lffa No. 6A. Vaina per1a.rteriolar en ~l baz•:i d~ 1.1n ratón 
receptor 4 d1as después de la transferencia adoptiva. 

Figura No. 6B. Células mononLicleares tipo l 1nfoide alrededor 
de la arteriola de '-'n receptor. 
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4.5. Determinación del numero de células de bazo productoras 
de anticuerPos 

La figura No. 7, muestra el punti lleo revelado mediante 

la prueba de enzima inmunoensayo, en estas fotografias ~uede 

verse el centro de los puntos mas oscuro y una atenuación 

hacia la periferia. 

Experi..,to 1. Los resultados del experimento No. se 

muestran en el cuadro No. 7. En los ratones inmunizados de 

manera convencional ( grupo III de ratones donadores> se 
6 

obtuvo un promedio de 482 UFP/10 células de bazo <CBl. En 

los bazos de los ratones receptores se observaron en promedio 
6 

712 y 888 UFP/10 CB <en tratados y no tratados con 

ciclof'osfamida respectivamente!. En el grupo testigo que 

contenia células de bazo de un ratón normal no inmunizado 

(grupo I>, no se observo la formac:iOn de puntos, lo que 

indica la especificidad de la prueba. 

Los resultados del ANOVA y de la posterior prueba de 

Tuckey <Cuadro No.81 indicaron una diferencia estadisticamen-

te significativa <P<O.Oll entre el grupo de donadores y los 

grupos receptores. Sin embargo, no se observó diferencia 

significativa entre receptores tratados con ciclofosfamida y 

receptores no tratados. 
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Figura No. 7. Pt·1.~eba de. réplica en papel de n1troce.lulosa .. 
Puntos desarrc•l ladc·s en el lugar en donde se encontraba Ut"aa 
célula prc1d1..,ctora de ant.ic\.lerpos (unidad fonnadora de pur1tos,, 
UFP>. Puede observarse el centro mas obsc1.iro y una at.enuacii!tn 
hacia la periferia. 



Cuadro No. 7. 

Unidades formadoras 
donadores y 

de puntos en ratones 
ratones receptores 

<UFP/106 células de bazo) 

Control 
negativo 

Donadores 

Receptores 
no tratados 

Receptores 
con ciclofosfa•ida 

GruPO 

o 

III 230 

IV 9'44 

V 697 

53'4 

832 

727 

Los datos son resultados de dos ratones por grupo. 

l'ledüs 

o 

482 

888 

712 

~ 50.0 

'56 
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Cuadro No. 8 

Tabla de ANOVA v prueba de Tuckev <«=0.05) de las UFP 
6 

obtenidas por 10 células de bazo en ratones donadores 

y en receptores. 

l ·--------1-------:-------------:------------i--------1-----t 1 F.V. 1 g.1. a.c. C.M. Fe p 

1 
1 Trat. 1 2 1 165 eoa.o 1 a2 904.1 :20.so 1<0.011 
1-----------------------------------------------------------1 
: Error 1 3 12 !JO.o 4 043.3 1 

1---------------------------------------------
: Total 1 S : 177 938.0 , _______________________________ _ 

III IV V 

Los tratamientos unidos con una barra no mostraron diferencia 
estadísticamente significativa. <III= células de bazo de 
donadores, IV 2 bazo de receptor no tratado y V=bazo de 
receptor tratado ~on ciclofosfamidal. 
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E>cpari....,to No. 2. Los resultados y las medias de las 
6 

UFP/10 celulas de bazo contra antlgenos relevantes y contra 

antlgenos contaminantes en los diferentes grupos 

experimentales se muestran en el cuadro No. 9 y la figura 

No. 9. 
3 

El ANOVA del dise~o factorial 2 no demostró significan-

cia estadlstica de las interacciones !cuadro No. 10). Siro 

e1Rbar90,. los efectos principales de cada uno de los tres 

factores si fueron estadtsticamente significativos. La 

transferencia de linfocitos mezclados suspensión de virus de 

la cepa Acatlan V319 produjo un mayor nólllero de UFP lp<0.01), 
6 

en promedio 202.25 UFP/10 CB mas que cuando los linfocitos 

se mezclaron con virus de la cepa ERA. Esto ültimo indspen-

de que los receptores hayan sido trat~dos o no 

con ciclofosfamida y sin considerar taaibien que la respuesta 

haya sido hacia antigenos conta•lnantes o hacia anttgenos 

relevantes. En el gruPo de c•lulas procedentes de receptores 

tratados con 2 "'9 dei ciclofosf .. ida se obtuvieron 160.25 
6 

UFP/10 CB mas qt'8 en las c•lulas de receptores no tratados, 

independiente11ente en este caso, de la cepa utilizada en la 

transferencia e indistinta...,.,te si la resp0esta se llevó a 

cabo hacia antlgenos relevantes o hacia anttgenos conta•inan-

tes. En todos los casos la respuesta hacia anttgenos relevan-
6 

tes fue mavor en aproxi•ada...,te 300 LFP/ 10 CB, tanto en 

los receptoras no tratados COllO en los tratados con ciclofos-

famida v sin considerar tatlbi.., la capa utilizada. Los efec-

tos principales y el error estindar de cada ~ de estos 

factores se Muestran en el cuadro nüllero 11. 



Cuadro N<>. 9 6 
Resultados del numero de unidades formadoras de puntos por 10 células de bazo en los 
grupos experimentales para deterrninar el efecto de cep&, ciclofosfamida y 
aritlgenos. 

Cepa 

Linfocitos mezclados 

con auspansión de 

Linfocitos mezclados 

con suspensión de 

Ciclofosfatnida 
(rng) 

o 

2 

o 

2 

Antlgenos 

conta .. inantes 
relevantes 

contaminantes 
relevantes 

contaminantes 
relevantes 

contaminantes 
relevantes 

Grupo 
experimental 

A 
B 

e 
D 

E 
F 

G 
H 

Result~dos Media 
1 2 

222 270 
511 665 

485 622 
680 776 

102 144 
373 494 

181 197 
511 611 

246.0 
588.0 

553.0 
728.5 

123.0 
433.5 

139.0 
561.0 

60 
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Cuadro No. 10. 

Tabla de ANOVA para determinar el efecto de cepa y/o 
6 

ciclofosfamida y/o anttgenos sobre las UFP/ 10 CB. 

1---------1-------1-------------1------------1--------1-----1 
1 F.V. 1 g.l. 1 S.C. 1 C.M. 1 Fe P 

1 Trat. 17 664 678.0 94 954.1 1 18.83 l<0.011 
1---------1-------1-------------1------------1--------1-----1 
IAnttgeno 1 1 · 1 359 400.2 1 359 400.2 1 71.29 l<0.011 
:---------1-------:-------------1------------:--------:-----: 
1 Ciclo 102.720.2 : 102 720.2 1 20.37 l<0.011 
1---------1-------1-------------1------------1--------:-----1 
1 An•Ci : 1 : 2 809.0 : 2 809.0 : 0.55 : n.s.: 
1~--------:-------:-------------i------------:-----~--1-----: 
1 Capa 163 620.2 l 163 620.2 1 32.45 l<0.011 
J---------:-------:-------------:------------:--------:-----1 
J An•Ce 1 : 6 899.0 : 6 889.0 1.36 : n.s.: 
1---------1-------1-------------1------------:--------:-----: 
1 Ci•Ce 16 129.0 1 16 129.0 3.19 1 r1.s. I 
1---------1-------1-------------:------------:--------:-----: 
IAn•Ci*Ce 1 ·13 110.2 13 110.2 2.6 : n.s. I 
1 _________ : _______ 1 _____________ 1~ __________ : ________ : _____ : 
: : 1 : : 
1 Error 18 1 40 333.0 5 041.6 
1---------1-------1-------------1------------1 
1 Total 115 705 011.0 
1 _________ 1 _______ ----------~-
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Cuadro No. 11 

Efectos simples y principales de los factores cepa, 

ciclofosfamída y tipo de antígenos sobre las 
6 

UFP/ 10 células de bazo. 

Factor Nivel 

Contaminantes 
Antígenos 

Relevantes 

Ciclofosfamida o 

.2 

Cepa A V319 

ERA 

Efecto 
sirnple 

277.9 

577.6' 

347.6 

507.8 

528.9 

326.6 

6 
Los n~meros representan UFP/10 CB. 

Efecto 
principal 

299.7 
(.!;50.2) 

160.25 
(!,50.2) 

-202.2 
(!,50.2) 
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4 .6 Fusión 

Los cuadros nómeros 12 y 13 muestran los resultados de 

las dos fusiones realizadas con los dos bazos de ratones 

receptores estimulados con cepa Acatlan V319 y no tratados 

con ciclofosfamida. El analisis de regresión demostró la 

relaci6n lineal entre el n~mero de células esplenicas v el 

promedio por pozo tanto del nómero de clonas como de'l nl!lm~ro 
2 

de clonas productoras de anticuerpos Ir = 0.991. Las rectas 

de regresion (figura 101 obtenidas fueron: 

-6 
11 m= 1.32x10 X+ 0.032 

-7 
2> m'= 1.2xl0 X + 0.07 

donde: m =promedio de clonas por pozo 

m 1 =promedio de clonas productoras de anticuerpos 

poi~ pozo. 

De estas relaciones resultaron las frecuencias de 
5 

<!0.121 clona por 7.3x10 CB y 1 <!0.22> clona productora de 
6 

anticuerpos por 7.96x10 CB. Ya que cada bazo de receptor 
8 

proporcionó un promedio de 1.3x10 células, se puede esti~ar 

...., total de 171 <!201 clonas de hibridOlllas por bazo y 15(!41 

clonas productores de anticuerpas por bazo. 

Se clonaron tres de las colonias de hibridollas obteni-

das, la figura no!Moero 11 .....,stra la tinci6n por il'lllt110fluo-

rescencia indirecta de una i111>ronta de cerebro de rat6n 

infectado con virus de la rabia, realizada con \M'lO de los 

anticuerpos lllOfloclonales producidos. 



65 

Cuadro No. 12 

Crecimiento de hibridomas en diferentes concentraciones de 
células de bazo. 

Concentración de 
células de ba::o 

6 

Total 

xlO 

. 3.28 
1.64 
0.68 
0.20 

Pozos 
sembrados 

36 
36 
36 
36 

144 

Pozos con 
hibridomas 

36 
32 
22 

9 

99 

Pozos con 
hibridomas 
Productores 
de 
anticuerpos 

13 
9 
5 
3 

30 

Resultados de dos fusiones cada una c:on el bazo de un ratón 
receptor no tratado con ciclofosfamida y estimulado con la 
cepa Acatlan V-329. 



Cuadro No. 13 

Frecuencia de clonas v de clonas productoras de anticuerpos en di fer·entes 
concentraciones de células de bazo. 

1-------------------------------------------------------------------------------------
Clonas Clonas productoras de 

antlcu&rpos 

concentración de 
c'1ulas 
da bazo 

6 
xlO 

A 

3.28 

1.64 

0.68 

0.20 

Proftledio 
por pozo 

<m> • 

2.2 

0.94 

o.2e 

Frecuencia•* 

1.34 

1.38 

1.43 

Pro1nedio 
por pozo 

(m'):t. 

0.45 

0.29 

0.15 

o.os 

frecuencia 

0.14 

0,17 

0.23 

0.43 

• • V •' calculadas • partir de la for•• 109aritmic• del t•rmino cero da la 

distribución de Poisson C••-lnFo> 

•• Calculada • partir de •/A 

66 
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F i9tira No. 11. Prueba •je tflrnlw1ofluor·escenc1a 

indirecta sobre imp1·ornpt.a de cerebro de ratór1 

infectado con v1r1.is de la rabia realizada con uno 

de los AM producidos. 

68 



69 

5 
DISCUSION Y CONCLUSIONES 

A partir de la década de los sesentas se llevaron a cabo 

numerosos ~xperimentos de transferencia de inmunidad 

inyectando linfocitos de donadores inmunes a receptores 

singénicos no inmunizados. ejemplo de ello son los trabajos 

realizados por: Gowans y Knight (1964>, Ford <1975> y Ptak !!~ 

!!!• (1986). Especificamente Mollar (1968> inoculó por via 

endovenosa células de bazo inmunes contra eritrocitos de 

carr1ero (mezclados con el mismo antlgeno) a ratones singéni-

cos inmunosuprimidos mediante radiaciones. El resultado obte-

nido • fue un aumento considerable de celulas productoras de 

ar1ticuerpos especi ficos en el bazo del receptor. Moller atri-

buy6 este aumento a la eliminacibn de los mecanismos natu-

rales de control de la respuesta inmune en estos animales. 

Mas aun, este autor demuestra que los anticuerpos circulantes 

tienen una función importante como reguladores de la prolife-

racibn de células productoras de anticuerpos. 

Actualmente se· sabe que la regulaci6n de la respuesta 

inmune es una serie conpleja de interaccioneS entre varios 

genes, celulas y moleculas <McConnell .t al•• 1981). Los 

niveles de anticuerpos circulantes astan regulados principal-

mente por los mismos anticuerpos y por linfocitos T supre-

sores. Los anticuerpos inhiben la respuesta al eliminar el 

antt9eno o al competir con el linfocito por el receptor para 

un determinante antillénico. Se han descrito 2 poblaciones de 

linfocitos T supresores, una de ellas es estimulada en res-
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puesta directa al anttgeno y la otra es activada en respues­

ta a los anticuerpos anti-idiotipicos <Stobo, 1983; McConroell 

~ !!·. 19811. 

Un animal no inmune e irradiado carece de los efectores 

de la supresión de la sintesis de anticuerpos debido a que 

las radiaciones afectan a la población de linfocitos. De esta 

manera ál transferir linfocitos inmunes v mezclados con el 

antlgeno a un receptor singénico, no inmune e irrad~adc., las 

clor1as se multiplicaran sin restricción. Este hecho ha sido 

aplicado satisfactoriamente Por French ~~ .11~ 11986! y 

Thiriart (1984> para enriquecer el bazo con clonas producto­

ras de anticuerpos y de esta manera aumentar la frecuencia de 

hibridomas secretores de anticuerpos. 

En el presente trabajo por las dificultades qu~ er1 r1ues­

tro medio implica ld irradiación de animales se prefirió 

ensayar a la ciclofosfamida como agente para inhibir los 

mecanismos de regulación de la slntesis de anticuerpos. 

Otra modificacion·a las tecnicas establecidas de transfe­

rencia adoPtiva fue la via de inoculacibn intraespl~ica por 

las ventajas prácticas que presentó con respecto a la inocu­

lación intravenosa utiliz&da en los trabajos precedentes y 

para asegurar, el asentamiento en el bazo de un mayor n~mero 

de células estimuladas trc.nsferidas, ya que 'Segün Kennedy ~~ 

•.L. 11966> y Moller (1968) por via intravenosa sólo el 1.5 r. 

de las células inyectadas lle9an y se quedan _en el bazo. 

Por otro lado se ha descrito que la inoculaci6n intraes-

plénica de anttgenos particulados o solubles favorece el 

surgimiento iD -1~ de clonas productoras de anticuerpos 
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contra el antigeno inoculado (Spit:: ~.!<. !.l..• 19841. 

En trabajos precedentes se ha observado que la 

transferencia de linfocitos conduce a un aumento del titulo 

de anticuerpos en el receptor con respecto al donador. No 
" 

obstante, en este estudio no se observo una diferencia si9ni-

fic:ati va en el ti tul o de anticuerpos de donadores y rec:ep-

tores <cuadros 1 y 2, fi9'-1ra 3). Esto puede deberse a varios 

factores como son: 

i) La titulaciOn de anticuerpos en los receptores se efec:tub 

4 dias posteriores a la transferencia, este periodo puede ser 

muy corto Para que las células estimuladas hubiesen madurado 

a células Plasmatic:as. 

l i) En los receptores puede e:><:istir una respuesta humoral 

localizada y circunscrita al bazo, va que el antigeno y las 

células transferidas se depositaron en este órgano. 

i 1 i > Los donadores fuerot°I sangrados 21 di as después de un 

estimulo seclmdario aplicado por diferentes vi as de inocula-

c1ón con las cu~les se estimulan todos los órganos del siste-

ma reticuloendotelial ad.ernás del bazo. 

Se ha ser.alado que el peso del bazo constituye un indice 

de repoblac16n celular en los animales inmunos•.iprimidos. En 

el presente trabajo se observó que el peso del bazo de los 

ratones receptores era superior al de los donadores Cc1..tadros 

3 y 4,. figuras 4 y 5). El estudio histológico de estos 

órganos confirmó que el aumento de peso de los bazos de los 

receptores se debiO a una repoblaci6n linfoc:itaria y no a un 

proceso inflamatorio, ya que que se observo la estructura 
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ttpica de un bazo estim•.Jlado, con gran cantidad de centros 

germinales Y vainas periarteriolares francamente hiperplAs1-

cas. Tampoco se observó atrofia del tejido que indicara una 

reacción injerto contra huésped o viceversa. 

Rao y Pande ( 1985) implementaron el cult1 vo de cé1L1las 

sobre papel de nitrocelulosa. Por otro lado, Sharon !i!J< ~!L 

(1979) ut.ilizaron la técnica de réplica por inm\.lnoads.orción 

para la detección de hibridomas productores de ant~cuerpos, 

ésta técnica consiste en colocar, sobre el medio semis6l1do 

donde se efectaa la clonac:i6n, un disco de papel de nitroce­

lulosa sensibilizado con el antigeno, la produc:c16n de anti­

cuerpos se revela posteriormente con anticuerpos antigamaglo­

bul ina marcados radiac:tivamente observándose los puntos obte­

nidos por autorradiografta. Estos tr;obajos fundamertaron la 

metodologla implementada en el presente estudio Para la cuan­

ti ficaci6n de celulas de bazo productoras de anticuerpos 

especlficos. 

Las tenicas reportadas actual..,...te en la literatura para 

la cuantificaci6n de células productoras de anticuerPos espe­

cificas son: 1J conteo de IM'lidades for••doras de. placas 

llticas (UFP>, en la cual se utilizan eritrocitos sensibili­

zados con el antfgeno <Mishell y Shiigi, 1980); 2) determina­

ción de anticuerpas en el -.dio de cultivo de diluciones 

li~itantes de las celulas, esta ... todol09la requiere que la 

tecnica utilizad• en la deter•inaci6n de anticuerpos sea lo 

suficientemente sensible para detectar la ProducciOn de una 

sola célula <Henry 9t, •1·• 1980) y 3> cito .. trfa de flujo, 

los citomedidores de flujo son instrumentos capaces de anali-
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zar Y separar a las células de acuerdo a su tama~o. volumen. 

indice de refracción, viscosidad, contenido de ADN, ARN. 

proteínas y enzimas (Stites, 1963). 

La rnetodolo9la implementada en este trabajo ofrece diver-

sas ventajas sobre las tres mencionadas anteriormente, puesto 

que la sensibi 1 ización con el antígeno del papel de ni troce-

lulosa es rnas sencilla de realizar que la sensibilización de 

eritrocitos, por otro lado, la técnica de ELISA para detectar 

la presencia de anticuerpos no requiere de instrumentos 

sofisticados ni costosos; ademAs, esta metodologla Permite 

dif~renciar entre linfocitos By células plasmAticas, ya que 

los PYimeros se fijan al papel sensibilizado por medio de sus 

receptores del anttgeno, la células adheridas y teNidas por 

la técnica de ELISA se pueden observar con el microscopio 

Optico. En cambio las células plasmólaticas dejan el punto 

revelado por la prueba de ELISA y no se observa la celula. 

La metodología implementada se piensa modificar y 

optimizar posteriormente para que pueda ser utilizada en la 

detección de hibridomas produc:tores de anticuerpos. 

Los resllltados de la cuantificacion de las células pro-

ductoras de r:anticuerpos espec:f ficos indicaron que en un ratón 
6 

donador existen aproximadamente 482 UFP por cada 10 células 

de bazo> 1nientras que en los receptores se detec:tan 88$> casi 

100 % mas. Estos resultados confirman que hay multiplicacion 

de las clonas en al receptor. 

No se observ6 una diferencia significativa en el peso> 

en el estudio histolo9ico, ni en las células Productoras de 
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anticuerpos especificos de los bazos receptores tratados cc•n 

mg de ciclofosfamida y los no tratados (figuras 3-7, 

cuadros '5-8>.Tampoco se observó deplesión linfoide en el 

corte histol69ico del bazo de un ratón inmunosuprimido con 1 

mg de ciclofosfam1da. Sin embargo se comprobó la multiplica-

ción de las células productoras de anticuerpos especificos 

tanto en receptores no tratados como en los tratados con 

ciclofosfamida <cuadros 7 y 81. Esto significa que. l mg de 

ciclofosfamida no es suficiente para causar la inmunosupre-

si6n deseada, pero la carencia de anticuerpos en el receptor 

es un factor suficient.e para que no haya supresión de la 

proliferación clonal, por lo menos hasta el cuarto dia poste-

rior a la transferencia. 

Debido a que los donadores hablan sido inlllUnizados con la 

SVR preparada con la cepa AcatlAn V319 cultivada en células 

BHK, se trato de disminuir la respuesta ·hacia antigenos 

irrevalentes presentes en esta suspensi6n. Para esto, los 

linfocitos de los doriiadores se •ezclaron con "'ª suspensíOr1 

de la cepa ERA producida en testiculo pri•ario de cerdo. Se 
6 

comparo el efecto sobre las UFP/10 C9 al realizar la 

transferencia mezclando los linfocitos con suspensi0n de la 

cepa ERA o con suspensión da cepa Acatlán V319, en el mismo 

experimento se estudio el efecto de tratar a uno de los 

receptores con 2 mg de ciclofosfamida, tallbi•n se comparo la 

respUesta hacia anttgenos relevantes e irrelevantes. 

La respUesta hacia antlgenos relevantes fue mayor en 

todos los casos estudiados (cuadro No. 111, sin embargo la 

respuesta hacia anttgenos irrelevantes fue aproximadamente un 
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50 ;I, de la respuesta hacia antigenos de interés (Cuadro No. 

11),. esto nos indic:a que hay una alta probabilidad de obtener 

el onas productoras de anticuerpos contra determinantes an-

tigénicos que no pertenecen al virus de la rabia sino a otros 

componentes de la SVR como son los restos de las células BHK. 

Los receptores tratados con 2 mg de ciclofosf&mida mos-
6 

traron una mayor proporción de UFP/ 10 CB que los no trata-

dos (p<0.01), esto se puede deber a que esta cantidad del 

inmunosupresor si logra disminuir considerablemente la pobla-

cibn linfoide del receptor y no tiene efecto residual sobre 

las células inoc'-1ladas. 

Con la cepa Acatl~n V319 se obtuvo.una mayor cantidad de 
'5 

UFP/10 CB que con la cepa ERA (p(0.01>, este resultado se 

explica por el hecho de que los donadores ya estaban estimu-

lados con esta misma cepa, adem~s la cepa Acatl~n V319 tenia 
5.9 5 

un titulo un poco mas alto que la cepa ERA (10 y 10 DL , 
50 

respecti varnente>. 

La fusión se real izó uti !izando los bazos de dos de los 

ratones receptores no tratados con ciclofosfamida y estimula-

dos con la cepa Acatl;lin V319. Las células fusionadas se 
6 6 6 

repartieron a razón de 3.28x10 1.64x10 0.68x10 y 
6 

0.20x10 celulas esplenicas por POZO de cultivo. El motivo de 

utilizar estas diluciones fue la de aplícar la distribuci6n 

de Poisso11 y de esta manera calcular la frecuencia real de 

clonas obtenidas por celulas de bazo. 

De los resultados de la fusión <cuadros 12 y 13) se 

estimó un total de 171(!. 251 clonas por cada bazo de las 
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cuales 15 <:t:4> son productor.as de anticuerpos, es decir 9 l. 

de las clonas Producidas Por cada bazo se9re9aron al9t1n 

anticuerpo detectado Por la prueb& Dot ELISA. En fusiones 

precedentes realizadas en las mismas condiciones pero 

utilizando células de bazo de ratones 

convencion~lmente, se obtuvieron solo 2 clonas productoras de 

anticuerpos. 

La caracterización de los anticuerpos monoclonales produ-

cidos sera_ posteriormente reportada en otro trabajo. 

De acuerdo a lo discutido previamente se concluye que: 

1. La trc.nsferencia adoptiva mediante la inoculación intraes-

plénica de linfocitos de un ratón donador a 2 receptores es 

eficaz y faci lmer1te realizable. 

2. Mediante la tenica implementada se logro obtener el 

doble de células productoras de anticuerpos especificas por 
6 

cada 10 células de bazo. 

3. Con la metodologia propuesta se obtiene una mayor 

frecuencia de hibridomas productores de anticuerpos espec1-

fiCO'i. 

4. Si bien no se observ6 ninguna diferencia entre receptores 

inmunosuprimidos con 1 mg de ciclofosfamida y los. no inmuno-

suprimidos, la técnica en cualquiera de las dos condiciones 

resuitó satisfactoria. 

5. Al transferir los linfocitos a un receptor tratado con 2 

mg de ciclofosfamida se obtiene un mayor nümero de células de 

bazo productoras de ~nticuerPos espectficos. 
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6. La inmunización alternada con virus producido en 

diferentes sustratos disminuye la respuesta hacia antlgenos 

irrelevantes. 

7. La técnica de cuenta de Unidades Formadoras de Puntos 

ofr~ce diversas ventaJas sobre las técnicas reportadas para 

el conteo de células prod•~ctoras de anticuerpos aspee! ficos. 
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