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L I S T A A B R E V I A T U R A S 

PBS, buf fer de fosfa tos 0.01M, pH 7.2, NaCI 0.15M. 

DMEM, minimum essential medium, Eagle ' s Dulbecco ' s modificat ion. 

SBF, suero de bovino f e t a l . 

HT, hipoxant ina- t imidina. 

HAT, h ipoxant ina-aminopter ina- t imidina . 

ATCC, American Type Culture Collection. 

8 -AG, 8-azaguanina. 

PEG, polietilenglicol. 

gGT, gama-Glu tami l t r ans fe rasa . 

gama-g-AMC, g a m a - L - g l u t a m i l - 7 - a m i d o - 4 - m e t i l cumar ina . 

Amediol, 2 - am\no-2 -me tU- l , 3 -p topaned io l . 

AMC, 7 -amino -4 -me t i l cumarina. 

SN, sobrenadante . 

Vo, volumen vacío. 

Ve, volumen de elución. 

ASB, albúmina sér ica de bovino. 

FA, fos fa tasa alcal ina. 

MU?, 4 -met i l -umbel i í e r i l f o s f a to . 

MU, 4 -me t i l umbel i ferona, 7 -h idrox i -4-met i l cumar ina . 

i.p., in t raper i toneal . 

ACF, adyuvante comple to de Freund. 

Igs, inmunoglobulinas. 

pp, precipi tado. 

HGPRT, hipoxantina-guanina fosforribosil t r ans fe rasa . 
Ag> antfgeno. 

Ac, ant icuerpo. 
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I. I N T R O D U C C I O N 

El descubrimiento de los agentes infecciosos y el éxi to de los t r aba jos 

de vacunación iniciados por Jenner (1796) y continuados por Pasteur (1878), 

despertaron el in terés por la investigación de los mecanismos de defensa 

adquiridos con t ra dichos agentes . Tales t raba jos apor taron resultados que 

condujeron a demostrar la presencia de f ac to re s específ icos en el suero -

capaces de neutralizar no solo a las par t ículas infecciosas, sino también 

una variedad de mater ia les extraños a un organismo ta les como prote ínas 

de suero heterólogo, ex t rac tos bacter ianos, diversas sustancias de origen 

vegetal o animal o moléculas de es t ruc tura química simple. 

Así Fodor (1886), observó durante el curso de sus estudios sobre los 

bacilos del ánt rax , la acción d i rec ta de un suero inmune sobre los mic ro -

bios. Richet y Héricourt , investigaron los mecanismos de los e f ec to s p r o t e c -

tores de la vacunañón y concluyeron que la sangre de un animal i nmunizado 

con es taf i lococos confer ía protección parcial cont ra la inoculación subsi -

guiente con estos mismos agentes . A! año siguiente (1889), Charrin y Roger 

observaron que el suero de un animal inmunizado con Pseudomonas aerugino-

sa aglutinaba una suspensión de es te microorganismo. 

En 1890 Behring y Kitasato demostraron la actividad ant i tóxica neu-

t ra l izante de los sueros de los animales inmunizados con toxina d i f t é r i ca o 

t e tán ica , hecho que se consideró como la pr imera prueba de inmunidad 

humoral . Casi de inmediato se inició la preparación para uso humano de 

grandes cant idades de antisuero de caballo para neutralizar la toxina d i f t é -

rica, en el Inst i tuto Behring de Marburgo (Alemania, 1893), en el Ins t i tu to 

Pasteur de París (1894), en el Inst i tuto Lister de Londres (1895), y también 

en Estados Unidos de América, dándose así principio a la Seroterapia , 

t r a t amien to que se desarrolló en forma excepcional durante los s iguientes 

50 años. 

En los últ imos años del siglo XIX, el término ant ígeno fué introducido 

para designar cualquier sustancia (entonces pr incipalmente microorganismos 



o células de o t ro origen) capaz de inducir en el organismo receptor alguna 

reacción contra sí misma, y el término Anticuerpo para designar el f a c to r 

presente en el suero que poseía la actividad contra el ant ígeno. 

Al describirse las reacciones an t ígeno-ant icuerpo de aglutinación - -

(Charrin y Roger, 1889), de inmunotipificación (Pfe i f fe r , 1889), de n e u t r a -

lización de toxinas microbianas (Behring y Ki tasato , 1890; Ehrlich, 1897) y 

de veneno de serp iente (Ca lmet te , 1894); de precipi tación (Kraus, 1897, 

Tchistovitch, 1899; Bordet y Wassermann y Uhlenhath) , de f i jación de 

alexina o complemento (Bordet , 1900), se dió inicio a otra actividad depen-

diente de los ant icuerpos producidos con t ra un antígeno, el Inmunodiagnós-

t ico. 

El siguiente paso en es ta ser ie de acontec imientos , corresponde a los 

estudios e fec tuados para t r a t a r de conocer los mecanismos de producción 

de los anticuerpos. En 1896 Paul Ehrlich elaboró su "Teoría de las Cadenas 

La te ra les" para explicar la aparición de los ant icuerpos en la circulación 

sanguínea: Ehrlich consideraba que los ant icuerpos es taban presentes como 

resultado del "ac recen tamien to" de algún mecanismo normal sugiriendo que 

algunas células capaces de formar ant icuerpos poseían en la superf ic ie de 

sus membranas "Cadenas la te ra les especí f icas" que eran receptoras para 

los antígenos, proponiendo que la f i jación de éstos a sus respectivas cadenas 

la te ra les provocaba nueva síntesis de las cadenas receptoras , las cuales eran 

liberadas al suero como anticuerpos. No fué sino casi 50 años después 

(1948), que Astrid Fagraeus demostró que es a través del desarrollo de 

células p lasmát icas , descr i tas desde 1890 por Cajal , como se lleva a cabo 

la síntesis de ant icuerpos (1-6) . 

La ex t rema especif icidad mostrada por los ant icuerpos hacia el ant ígeno 

correspondiente, la sencillez de la reacción ant ígeno-ant icuerpo, y la f ac i l i -

dad para de tec ta r dicha reacción o los productos de la misma, han hecho 

de los ant icuerpos her ramientas ideales para el t raba jo de rutina y de in -

vestigación en el á rea químico-biológica. Los ant icuerpos t ienen la propiedad 

de reconocer espec í f icamente cada es t ruc tura molecular (dentro de c ie r tos 

l ímites dimensionales), que el hombre ha aislado de la naturaleza o ha s in-



te t izado, y de distinguir en t r e moléculas tan similares, como dos proteínas 

que dif ieren solo en un aminoácido. Así, los ant icuerpos son los reactivos 

más comunes del mercado para e fec tua r una amplia variedad de t a r eas en 

el basto campo de la Inmunoquímica, (por ejemplo, de t ec t a r , aislar, pur i f icar 

y analizar mater ia les biológicos o químicos), y su demanda es cada vez 

mayor en virtud de su aplicación en una gran cantidad de disciplinas 

qufmico-cl ínico-bioldgicas tales como Botánica, Biología Celular, Biología 

Molecular, Embriología, Endocrinología, Enzimología, Estudios Forenses, 

Genét ica Clínica, Genét ica Molecular, Hematología, Microbiología, Neurología 

y Parasitología. 

Hasta hace unos diez años, la producción de ant icuerpos es taba l imitada 

t écn icamente a inmunizar animales y colec tar el suero hiperinmune para 

ser utilizado como fuen te de ant icuerpos, d i r ec t amen te o después de un 

t r a t amien to de purif icación parcia l . 

En la respuesta inmune humoral a un ant ígeno simple o complejo, 

muchas clonas con d i fe ren te especif icidad, afinidad y avidez son act ivadas 

para producir ant icuerpos, los cuales aparecen en el suero inmune como 

una mezcla molecular he terogénea , conocida como ant icuerpos convenciona-

les o policlonales. 

En la respuesta inmune natural a los antígenos, excepcionalmente 

ocurren respuestas monoclonales, de aquí que la inmunización de un animal 

resul te en ant icuerpos producidos y secre tados por todas las clonas B e s t i -

muladas por los d i fe rentes epitopes presentes en el agente inmunizante, 

por lo cual, la actividad inmune de un suero rea lmente representa la suma 

de los dist intos ant icuerpos producidos en una respuesta policlonal. Los 

míelomas y los plasmací tomas representan ejemplos, patológicos, de la 

producción de ant icuerpos por una c l o n a (ant icuerpos monoclonales), cons-

t i tuyendo una población molecular inmunoquímicamente homogénea. No 

obs tan te que es tas clonas han sido valiosa fuen te de ant icuerpos monoclo-

nales específ icos para- un antígeno par t icular , no es fáci l preparar mielomas 

con especif ic idad ant igénica predeterminada (1-8,11,16). 



En 1975, G. Köhler y C. Milstein publicaron un método para la p ro -

ducción in vitro de ant icuerpos monoclonales por líneas de células híbridas 

inmorta les , "hibridomas", resultado de la fusión de células sec re to ras de 

ant icuerpos de c ie r ta especif icidad con un mieloma de crec imiento continuo; 

las clonas de células híbridas que se obtienen de la fusión contienen los 

genes de las inmunoglobulinas de ambas células formadoras de ant icuerpos 

y además el potencial para crecimiento i l imitado o "inmortal idad" heredado 

de la célula de mieloma; por lo tan to , se t iene así una f u e n t e p r á c t i c a m e n -

t e inagotable de ant icuerpo con especif icidad ant igénica predefinida y 

propiedades inmunoquímicas reproducibles (7-20) . 

Se conocen ca rac te r í s t i cas básicas que es tab lecen notable d i ferencia 

en t r e la obtención tradicional de los ant icuerpos policlonales y la rec ien te 

tecnología de producción de ant icuerpos monoclonales, mismas que han 

hecho que cada vez mayor número de investigadores y t raba jadores del 

área químico-biológica t ienda a abandonar la pr imera y a adoptar la s e -

gunda. Algunas de ta les ca rac te r í s t i cas son: 

a. La obtención de los anticuerpos pol ic lona les depende de la c a p a c i -

dad del individuo inmunizado para producir y liberar al suero los ant icuerpos, 

capacidad que varía de animal a animal, aún dentro de la misma especie y 

en el mismo individuo de uno a otro reto con el mismo ant ígeno. La ob t en -

ción de los ant icuerpos monoclorr ales depende del adecuado es tablec imiento 

del cultivo celular para el desarrollo óptimo de los hibridomas seleccionados 

productores del ant icuerpo de la especif icidad predeterminada . 

b. El rendimiento en anticuerpos po l i c lo r a l e s es función del nivel en 

el cual el animal los produce y del volumen de suero recuperable, en t an to 

que el redi miento en anticuerpos monoclonales es tá dado por el número 

de células productoras que se t ienen en cultivo. 

c. La magnitud del t iempo durante el cual se produce -anticuerpos pol i -

clon ales es tá l imitada por las ca rac te r í s t i cas biológicas del animal; en 

cambio para los ant icuerpos monoclon ales en condiciones adecuadas de 

cultivo celular se t iene la producción vir tualmente i l imitada del ant icuerpo. 
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d. Los ant icuerpos policlonales son una mezcla heterogénea de inmu-

noglobulinas que varían en sus propiedades inmunoquímicas ya que son el 

producto de todas aquellas células B que fueron est imuladas por él o los -

epitopes presentes en el antfgeno. Los ant icuerpos monoclonales son pobla-

ciones moleculares inmunoquímicamente homogéneas; puesto que todas las 

moléculas de inmunoglobulinas son producidas por células gené t i camente 

iguales son idénticas en isotipo, en subtipo, en alotipo e idiotipo y por lo 

tan to en especif ic idad para unir ant ígeno. 

e . En igualdad de concentración de ant icuerpos, un suero policlonal 

t iene menor potencia en ant icuerpos especff icos hacia un de te rminan te 

ant igénico dado, que una preparación del ant icuerpo monoclonal cor respon-

diente; o bien, se requiere inmunizar con antígenos a l t amen te purif icados, 

de manera que sea mínimo el número est imulado de células B con d i f e r e n -

te especif ic idad por ant ígeno (7,8,11). 

Ahora bien, ser ía erróneo creer que los ant icuerpos monoclonales 

reemplazarán comple tamente la serología convencional. Los ant icuerpos 

policonales pueden ser preferidos cuando el antfgeno por reconocer es t^ 

desnaturalizado o a l terado en alguna o t ra forma. No ser ía aconsejable u t i l i -

zar ant icuerpos monoclonales para la detección de moléculas en especies genéti_ 

camente d i fe ren tes , sin probar conf iablemente para asegurar que algunas 

moléculas no escapan a la detección debido a polimorfismo genét ico. 

Por o t ra par te , las propiedades y venta jas de los ant icuerpos mono-

clonales murinos se limitan en cuanto se requiere ser administrados al 

hombre, ya que su naturaleza ext raña al s i s tema inmune humano est imula 

una respuesta inmune que anula la efect ividad del ant icuerpo monoclonal 

heterólogo o causa reacciones adversas en el receptor . Así, el diganóstico y 

marea je de tumores, la inmunoterapia aplicada a tumores y t ransplante de 

tej ido y los estudios in vivo de las enfermedades autoinmunes y el cáncer , 

hicieron notable la necesidad de producir ant icuerpos monoclonales de origen 

humano. 

La inducción e f ic ien te y reproducible de anticuerpos monoclonales 

humanos de especif icidad predefinida, resultó ser una t a r ea difícil . La pr imera 



línea celular inmortalizada productora de ant icuerpos humanos de especif ic idad 

predeterminada se logró en 1977 (Steinitz y col . ) . En 1980 Carlo M. Croce y 

col. en el Wistar Inst i tute of Anatomy and Biology en Fi ladelf ia , tuvieron 

éxito en la generación de un hibridoma humano es table , productor de a n t i -

cuerpos de especif icidad conocida, fusionando l infocitos B de un pac ien te -

que sufr ía de mieloma múltiple, con l infocitos per i fér icos de un pac ien te -

con panencefa l i t i s subaguda. Las células híbridas de es ta fusión sec re taban 

moléculas de IgM humana espec i f ica para componentes del virus del sarampión 

(8,11-15). 

La obtención de ant icuerpos con especif icidad hacia las enzimas gama 

Glutamil Transferasa y Fos fa t a sa Alcalina se derivó de un proyecto de inves-

tigación sobre la "Expresión de la actividad de las enzimas gamaGlutamil 

Transferasa y Fos fa tasa Alcalina en células de epitel io renal". Puesto que 

ta les ant icuerpos serían usados como marcadores o rastreadores de la síntesis 

y expresión en membrana celular de las mencionadas enzimas y considerando 

las ventajas que o f recen los ant icuerpos monoclonales de ratón, se optó porque 

los ant icuerpos an t i -gamaGlutami l Transferasa y an t i -Fos fa t a sa Alcalina 

fuesen monoclonales en lugar de los séricos convencionales. 



I I . O B J E T I V O S 

1. Purificación parcial de las enzimas gamaGlutamil Transferasa y 

Fosfa tasa Alcalina, que se utilizaron como antígenos para la 

obtención de ant icuerpos monoclonales. 

2. Obtención de anticuerpos monoclonales específ icos para las 

enzimas gamaGlutamil Transferasa y Fos fa t a sa Alcalina. 



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

1. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS ESPECIALES. 

1.1. PBS (buffer de fosfa tos) 0.01M, pH 7.2, NaCl 0. I5M. 

Se preparó buf fer de fosfa tos 0.1M, pH. 7.2, mezclando 28ml de 
solución A con 72ml de solución B y completando a 200ml con agua; se 
diluyó 1:10 para tener concentración 0.01M. 

Preparación de la solución A: se disolvieron 27.6g (0.2 molas) de 
fos fa to de sodio monobásico, monohidratado, en agua y se llevó a un 
volumen tota l de lOOOml. 

Preparación de la solución B: se disolvieron 28.4g (0.2 molas) de 
fos fa to de sodio dibàsico, en agua, y se llevó a un volumen to ta l de 
lOOOml. 

Por cada 500ml de buf fer de fosfa tos 0.01M fueron agregados y 
disueltos 4.383g de NaCl (concentración 0.15M en NaCl); en caso necesar io 
se a jus tó pH con NaOH 1N (18,34). 

1.2. DMEM al ta o baja glucosa (Minimum EssentiaJ Medium, Eagle ' s 
Dulbecco 's modif icat ion, sin glutamina; Biofluids Inc., Rockville, MD) 
suplementado con L-glu tamina (0 .6g / l , es table por una semana; Sigma), 
Gentamic ina (sulfa to de gentamicina 50mg/ l ; Elkins-Sinn, Inc., Cherry 
Hill, N.J.) y suero de bovino fe ta l (probado para hibridomas) en c o n c e n t r a -
ción variable. 

1.3. SBF (suero de bovino fe ta l ) . Se utilizó SBF probado para hibridomas y 
libre de virus de bovino y de micoplasmas (Whittaker M.A. Bioproducts 
Inc., Walkersville, MD). 

1.4. HT (hipoxantina, t imidina). En 500ml de DMEM al ta glucosa ( 4 g / l ) 
se disolvieron: 1 mi de HT 500x (probado para hibridomas, American 
Type Culture Collection, Rockville,MD), 0.3g de L-g lu tamina (sólo se 
agregó la cantidad correspondiente al volumen de medio que se consumía 
en no más de una semana) y 25mg de gentamicina, f ina lmente se mezcló 



la cantidad de SBF requerido en las d i fe ren tes si tuaciones de cultivo. 

1.5. HAT (hipoxantina, aminopterina, t imidina) . En 500ml de DMEM a l t a 
glucosa (4g / l ) se disolvieron: 1 mi de HAT 500x (probado para hibridomas, 
ATCC), 0.3g de L-glu tamina (estable por una semana) y 25mg de gen t ami -
cina y f ina lmente se mezcló la cant idad de SBF requerida. El reactivo 
fue a lmacenado en obscuridad. 

1.6. 8-AG (8-azaguanina) . Solución lOx: se disolvieron 15mg de 8-AG 
(Sigma) en lOOml de DMEM al ta glucosa, agi tando toda la noche a t e m p e -
ra tura ambiente . 

Medio Ix: se mezclaron 50ml de la solución de 8-AG lOx con 450ml 
de DMEM a l t a glucosa con 20% de SBF. 

1.7. PEG (polieti lenglicol). Se preparó una solución al 50% con 2.5ml de 
DMEM baja glucosa y 2.5g de PEG (4,000 de peso molecular , probado 
para hibridomas, ATCC); el PEG fue fundido sometiéndolo a baño de agua 
a ebullición. El pH de la solución fue llevado a 7.2-7.6 con NaHCO^ 
0.1M (adquirió color rosa pálido es table) . Se f i l t ró la solución por mílipor 
de 0.22ym. 

Notas: 

a . Aunque todos los medios fueron preparados en condiciones es tér i les , se 
f i l t raron por 0.22>im al momento de consumirse. 

b. Todos los medios fueron conservados en refr igeración (2-4°C) , a menos 

que se especi f icara otra t empera tu ra . 

c . Todos los medios fueron utilizados a 37°C a menos que se espec i f icara 

o t r a t empera tu ra . 

2. PREPARACION DE LOS ANTIGENOS gamaGLUTAMIL TRANSFERASA Y 
FOSFATASA ALCALINA. 

2.1. gamaGlutamil Transferasa (gGT). 

2.1.1. Actividad de gGT (EC2.3.2.2) 



Reactivos. 
Substrato, solución base . - Se suspendió gama-g-AMC (gama-L-g lu tami l 

- 7 - a m i d o - 4 - m e t i l cumarina; BACHEM, Inc.) en metoxietanol (Mallinckrodt) 
para dar una concentración de 10mM; la mezcla se homogeneizó median te 
sonicación por 30 seg. Para el ensayo se diluyó la solución base a 10pM 
con buffer 1. 

Buffer 1.- Amortiguador de Amediol/HCl 0.1M, pH 8.5 (amediol , 
2 - amino-2 -me t i l - l , 3 -p ropaned io l ) con 20mM de glicilglicina (acep tora del 
grupo glutamilo) y 0.1% p/v de t r i tón X-100. 

Buffer 2 . - Buffer de glicina 0.05M, pH 10.5. 

Estándar de 7 - a m i n o - 4 - m e t i l cumarina (AMC). 

En alcohol metí l ico (J.T.Baker) se preparó una solución 0.20pM del e s t á n -

dar AMC. 

Nota: aquellos reactivos para los cuales no se especif icó su proceden-
cia , fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. 

Gráf ica patrón de AMC. 

En tubos de vidrio de 13xl00mm se agregaron los siguientes volúmenes 
del es tándar de AMC 0.20pM: 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 y 200pl; se 
añadió a cada tubo 5ml de buf fer 1 y después de mezclar se midió f lúores 
cencia (en f luorómetro Sequoia-Turner , modelo 112) empleando los f i l t ros 
7-60 (para exci tación, 340-370nm) y 47B (para emisión, 410-440nm). El 
blanco de reactivos se preparó con un mi de metanol y 5ml del buf fe r 1. 

Determinación de la actividad enzimàtica. 

En tubos de vidrio de 13xl00mm conservados en baño de hielo, se 
depositó la preparación enzimàtica (alrededor de 7jjg de proteina enz imàt i -
ca) , se t ransf i r ieron los tubos a baño de agua a 37°C y después de un 
minuto se agregó 0.25ml de la solución de subst ra to ( g a m a - g - A M C I O J J M ) , 

a t empera tu ra ambiente y se incubó a 37°C por 30 min; se puso fin a la 
reacción con 4.8ml de buf fer 2 conservado en hielo. Se midió f luorescencia 



empleando los f i l t ros 7 -60 y 47B. 

Este ensayo para de terminar la actividad de gGT fue estandarizado 
utilizando las Ifneas celulares LLC PK^(clonas A y B) y MDCK. El l ímite 
inferior de detección de AMC por e s t e procedimiento analí t ico es del _ 'y 
orden de 5x10" nmolas/ml (21-23). 

2.1.2. Fi l t ración en gel. 

Preparación de la muest ra . 

Para preservar la actividad enzimàt ica , la proteína fue conservada en 
f r ío durante su manipulación. 

Se suspendieron 38.4mg de gGT (ex t rac to crudo de riñon porcino, 
Sigma) en el buf fe r de elución (60mì de Tris/HCl 2mM, pH 7.5, MgCl2 

2mM, ZnCl2 0.025mM, NaCl 0.1M). El residuo sólido obtenido después de 
cent r i fugar por 30 min a 3000rpm (cent r í fuga ref r igerada Internat ional) 
se solubilizó parc ia lmente en el mismo buf fe r adicionado de t r i tón X-100 
(en concentración final desde 0.1 has ta 1%) y llevado a un pH final de 
8.0; el sobrenadante (SN) con actividad enzimàtica que se recuperó después 
de cent r i fugar a 3000rpm por 30 min, se unió al SN anter ior quedando 
así consti tuida la muestra de gGT. 

Fil tración en gel de Sefacri l S-200. 

Se utilizó una columna de vidrio de 150cm de longitud y 5.0cm de 
d iámetro ocupada en un 75% de su volumen por el lecho c romatogrà f i co 
(Sefacri l S-200, rango de f racc ionamiento para proteínas globulares 5,000 
a 250,000; Pharmacia Fine Chemicals). El volumen vacío (Vo) fue 600ml 
medido con Dextrán Azul 2000 (5ml, 2mg/ml; Pharmacia Fine Chemicals) 
eluido a una velocidad de 50 ml/h. 

Para reducir la adsorción inespecíf ica de proteína al gel, se pasó a 
a través de la columna albúmina sér ica de bovino, (ASB, f racc ión V; 
Sigma) al 0.1% en el buf fer que sería utilizado para eluir la prote ína 
problema. F ina lmente se logró un 78.5% de recuperación de una carga de 
ASB (50mg en lOml del buf fe r ) , con un volumen de elución (Ve) de 
980ml. 



La muestra (66ml, 32.92mg de prote ína) fue eluída con el buf fe t 
Tris/HCl 2mM, pH 7.5 (descrito anter iormente) , colectándose f racciones 
de 12ml (230 gotas, colector LKB) a una velocidad de flujo de 50 ml/h. 
En cada fracción se determinó proteína (Lowry) y actividad de gGT. 
Las fracciones positivas para gGT se mezclaron (200ml en total) y se -
sometieron a concentración mediante un s is tema de fil tración por cen t r i -
fugación (CentriCell, Polysciences Inc., North Hampton, U.K.), (24,25). 

2.1.3. Electroforesis. 

Alícuotas de la fracción concentrada de gGT fueron sometidas a 
e lectroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 
(SDS-PAGE) y no desnaturalizantes (PAGE). 

SDS-PAGE.- Se e fec tuó en geles de poliacrilamida en concentraciones 
al 10 y 12.5% y espesor de 0.75mm. El buffer para el gel de concen t ra -
ciónfue Tris/HCl 0.5M, pH 6.8; el buffer para el gel de separación fue 
Tris/HCl 3.0M, pH 8.8; el buffer de corrida fue Tris 0.025M, glicina 
0.192M, SDS 0.1%, pH 8.3. La mezcla acri lamida-bis acrilamida contenía 
30% y 0.8% respectivamente. La muestra (30 a 50pg de proteína) se 
sometió a disociación (en baño de agua a ebullición durante 3 min) en 
mezcla con 40^il de Tris/HCl 0.0625M, pH 6.8, SDS 2%, 2-mercaptoe tanol 
5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0.001%. 

Los marcadores de peso molecular fueron Ovalbúmina (45,000), ASB 
(66,200), Fosfori lasa B (92,500), beta-Galactos idasa (116,250) y Miosina 
(200,000). 

La electroforesis se efectuó aplicando corr iente constante de 60mA. 

Las bandas proteicas fueron detec tadas mediante tinción con azul 
de Coomassie y con tinción de plata (28,29). 

Nota: Tris y Glicina fueron adquiridos de Sigma; los reactivos para 
tinción con plata fueron de NEN-DuPont, los restantes reactivos y el 
equipo para e lectroforesis procedían de BioRad. 



Demostración de la actividad enzimàtica. 

Para verif icar la actividad de la enzima gGT en la preparación 
enzimàtica sometida al t r a t amien to de purif icación se hicieron geles d e -
poliacri lamida en concentración al 5% y espesor de 1.5mm. Los bu f f e r s 
de corr imiento y del gel de separación fueron los mismos que se ut i l iza-
ron en SDS-PAGE. La e lect rofores is se desarrolló aplicando cor r ien te -
cons tan te de 60mA. Terminada la e lec t rofores is y recuperado el gel de 
su molde, fue dividido en 2 secciones, una conteniendo el carri l en el 
cual se había aplicado gGT "purif icada", y la o t r a con los carr i les que 
contenían gGT "pur i f icada" y sin "pur i f icar" . La pr imera sección f u e 
sometida a t r a t amien to para tinción especí f ica de la enzima gGT (30) y 
la segunda sección se t iñó con pla ta . 

2.2. Fosfa tasa Alcalina (FA) 

2.2.1. Actividad de FA (EC3.1.3.1). 

Reactivos. 

Subs t ra to . - Se preparó 4 -me t i l - umbe l i f e r i i - f o s f a to (MUP) 10" M en 
buf fe r 1 inmedia tamente antes de usarse, conservándolo en recipiente 
obscuro, en frío; el bu f f e r de carbonato/b icarbonato 0.1M, pH 9.8 favore-
ce la estabilidad del subs t ra to . 

Buffer 1.- Amortiguador de carbonatos 0.1M, pH 9.8; se preparó 
una solución 57mM en NaHCO^ y 43mM en Na2CO^ con pH 9 .8- Fue 
conservada en frío hasta el momento de usarse. 

Buffer 2 . - Amortiguador de carbonatos 0.1M, pH 9.2 adicionado de 
su l fa to de magnesio y t r i tón X-100; se preparó una solución 90mM en 
N a H C 0 3 , lOmM en N a 2 C 0 3 , ImM en M g S 0 4 . 7 H 2 0 y 0.1% de t r i tón 
X-100, con pH 9.2. Se conservó en frío has ta el momento de emplearse . 

Solución base del estándar 4 -me t i l umbel i ferona (MU, 7 -h id rox i -4 -me 
til cumarina o b e t a - m e t i l umbel i fe rona) . - En alcohol metíl ico se preparó 
una solución 10'^M del estándar MU (solución es table por aproximadamen 
t e 3 meses si se conserva en refr igeración y obscuridad). Se preparó 



solución de t r aba jo 0.50>iM, también en metanol . 

Gráf ica patrón de MU. 

En tubos de vidrio de 13xl00mm se depositaron los s iguientes volú-
menes de estándar de MU 0.5^iM: 10, 20, 40, 60, y 80pl; se añadió a 
cada tubo 5ml de buf fer 2 y después de mezclar se midió f luorescencia 
empleando f i l t ros 7-60 (para exci tación, 360nm) y 48 (para emisión, 
465nm). El blanco de reactivos fue preparado con un mi de metanol y 
5ml de buf fe r 2. 

Determinación de la actividad enzimàtica. 

En tubos de vidrio de 13xl00mm conservados en baño de hielo, se 
mezcló un mi de buf fer 2 con la preparación enzimàtica (alrededor de 
l}ig de proteína enzimàt ica) , se t ransf i r ieron los tubos a baño de agua a 
37°C y después de un min se agregaron 20pl de la solución de subs t ra to 
(MUP 10~^M) y se incubó a 37°C por 8 min; la reacción fue detenida 
con 0.5ml de NaOH 1N, se mezclaron 4ml de buf fer 2 y se midió la 
f luorescencia empleando los f i l t ros 7-60 y 48. 

Es te s i s tema de ensayo pa ia de terminai la actividad de FA f u e -
estandarizado utilizando las líneas celulares LLC P K j (clonas A y B) y 
MDCK. El l ímite inferior de detección de MU por es te procedimiento 
analí t ico es 50;iM (26). 

2.2.2. Purificación de la proteína con actividad de FA. 

Fracciones de lOml de un ex t rac to liofilizado de riñón de cerdo 
(preparado en el propio laboratorio) fueron somet idas a una ser ie de 
t r a t amien tos fisicoquímicos incluyendo solubilización en bu f f e r Tris /HCl, 
diálisis, f i l t ración en gel, digestión con neuraminidasa y c r o m a t o g r a f í a 

de af inidad (26,27). 

2.2.3. Elect rofores is . 

Alícuotas de la f racción concentrada de FA fueron somet idas a 

SDS-PAGE y a PAGE siguiendo el protocolo descri to para gGT. Terminada 



la e lec t rofores i s y recuperando el gel de su molde, fue dividido el gel 
en 2 secciones, una conteniendo el carr i l en el cual se había aplicado 
FA "pur i f icada" y la o t ra con los carr i les que contenían FA "pur i f icada" 
y sin "pur i f icar" . La pr imera sección f u e somet ida a t r a t a m i e n t o pa ra 
tinción espec í f ica de la enzima FA (27) y la segunda sección se t iñó 
con p la ta . 

3. INDUCCION DE ANTICUERPOS CONTRA LOS ANTIGENOS gamaGLUTAMIL 
TRANSFERASA Y FOSFATASA ALCALINA. 

3.1. Animales . - Se utilizaron ratones BALB/c, hembras , de 12 meses de 
edad aproximadamente . 

3.2. Inmunización.- Una vez a la semana durante 3 ó 4 semanas , se 
adminis t raron in t raper i tonea lmente (i.p.) lOyg de la pro te ína disuel ta en 
IOOJJI de la mezcla 1:5 ó 1:10 de la solución de ant ígeno y adyuvante 
completo de Freund (ACF; GIBCO) homogeneizada por sonicación. 

3.3. Estimación de prote ínas . - La cantidad de proteínas fue es t imada de 
acuerdo al procedimiento de Lowry y col. (32). 

3.4. Estimación de los niveles de ant icuerpos an t i -gGT y ant i -FA, en 
suero de ra tón . - Los ant icuerpos fueron cuant i f icados en suero (obtenido 
de la sangre recuperada de una incisión prac t icada en la cola del ra tón) , 
siguiendo el procedimiento de RIA descri to en el manual del Inst i tuto 
Basel (18): 

3.4.1. Preparación de la placa para desarrollar el RIA. 

Recubrimiento del plástico con ant ígeno. - En cada pozo de una 
placa de microt i tulación de 96 pozos (placas f lexibles de cloruro de 
polivinilo con pozos en U; Cooke Laboratory Products, Dynateach) , se -
colocaron 50¿il de la solución de antígeno (2jig de prote ína ant igénica 
por mi), en es te caso las soluciones de gGT y de FA en PBS. Se cubr ie -
ron las placas con parafi lm dejándose en reposo toda la noche en cámara 
húmeda a t e m p e r a t u r a ambiente . Se eliminó el SN y se lavó 2 veces 
con PBS para continuar al siguiente paso. 



Bloqueo de los sitios que quedaron libres (sin antígeno) en el pozo.-
Se llenó cada pozo con una solución de ASB ( f racc ión V) al 3% en PBS 
conteniendo 0.15% de azida de sodio (Sigma). Después de conservar las 
placas con es ta solución por una a dos horas a t e m p e r a t u r a ambiente , 
se eliminó el SN y se lavó 3 veces con PBS. 

3.4.2. Detección de los anticuerpos de la especif icidad deseada. 

Reacción con los anticuerpos de in te rés . - Se agregaron 50jal de 
cada uno de los d i fe rentes sueros, posibles fuen tes del ant icuerpo deseado 
y se dejó en reposo a t empera tu ra ambiente toda la noche; se eliminó 
el SN y se lavó 3 veces con PBS. 

Para cada ensayo se corrió un duplicado ( tes t igo negativo) en pozo 
cubier to solamente con ASB al 3%, és to es, sin antígeno. 

Detección de la reacción an t fgeno-an t icuerpo . - Se agregó a cada 
pozo de reacción 50pl de ant icuerpos ant i-Igs de ratón (equivalentes a 
10-30ng de proteína, por lo menos 20,000cpm); se utilizó gama-globulina 
de chivo ant i - Igs de ratón marcada con 1-125 con actividad espec i f ica 
de 7.5 jaCi/jjg, 0.20 ;uCi/pozo o ensayo (NEN-DuPont, Boston, MA). Se 
cubrió la placa con parafi lm para dejar en reposo por 4 horas a t e m p e r a -
tura ambiente y en cámara húmeda. Después de ello se ex t ra jo el exceso 
de ant icuerpo marcado y se lavó 5 veces con PBS. La radiactividad en 
cada pozo de reacción fue medida en contador Gamma (LKB Wallac 
1282 Compugamma, Universal Gamma Counter) . 

Para cada conjunto de ensayos se prepararon de 3 a 5 pozos (cpm 
de fondo) t r a t ados con el antígeno y ASB, con PBS en lugar del suero y 
con el ant icuerpo marcado; las cpm de fondo deben ser menores al 1% 
de las cuentas iniciales. 

4. OBTENCION DE HíBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICUERPOS ANTI-
gamaGLUTAMIL TRANSFERASA Y ANTI-FOSFATASA ALCALINA. 

4.1. Sensibilidad a aminopterina de las células de mieloma. 

1) Se cosecharon las células de mieloma Sp2/0 mantenidas en cultivo -



exponencial en medio DMEM-10% SBF. 

2) Se resuspendieron en medio HAT-10% SBF en una dilución 1:5 y 
se colocaron en ca ja Petri (o pozo de una placa de cultivo celular) igual 
a aquélla de la cual fueron cosechadas. 

3) Se dejó en incubación en a tmós fe ra húmeda con 5.5-7% de CC^, a 
37°C (incubadora Forma Scientif ic modelo 3326). 

4.2. Resistencia a 8-AG de las células de mieloma. 

1) Después de cosechar las células de mieloma conservadas en cultivo 
exponencial en medio DMEM-10%SBF, fueron resuspendidas 1:5 en medio 
8-AG y colocadas en ca ja Petri (o pozo de una placa de cultivo celular) 
igual a aquélla de la cual fueron cosechadas. 

2) Se procedió a incubar y una vez que se tuvieron cultivos conf luen-
tes se cosecharon las células. 

3) Después de repetir el proceso anterior 2 veces más, se cosecharon 
las células de la t e r c e r a resiembra en 8-AG y se cultivaron varias veces 
en medio HT-20% SBF. 

4.3. Congelación y descongelación de células. 

4.3.1. Para congelar se cosecharon las células de un cultivo en fase 
exponencial y se suspendieron en medio de criopreservación-20% SBF, 
f r ío , 1x10^ células/0.5ml de medio (Cell freezing medium-glycerol , 
S igma) ; se distribuyó la suspensión celular en al ícuotas de 0.5ml en 
viales de un mi para criopreservación. Se colocaron los viales en un 
soporte para precongelar (en el cuello del tanque de ni trógeno líquido) 
y después de una hora fueron t ransfer idos los viales a su posición 
definitiva de a lmacenamiento en el tanque de nitrógeno líquido. 

4.3.2. Para descongelar, inmedia tamente después de sacar el vial del 
tanque de nitrógeno líquido fue sumergido en baño de agua a 35-40°C 
has ta lograr su rápida descongelación to ta l . El contenido del vial fue 



t ransfer ido a un tubo conteniendo el medio de cultivo con SBF al 

20% , en cantidad suf ic iente (lOml) para lavar las células. Las células 
lavadas fueron resuspendidas en un volumen de 1 mi del mismo medio 
y sometidas a incubación en diluciones 1:5, 1:10 y 1:100. 

4.4. Preparación de células de mieloma en f a se exponencial . 

Se prepararon cultivos en ca jas Petri de 100x20mm con células cose -
chadas de un cultivo que recién había alcanzado conf luencia , las cuales 
fueron sembradas en dilución 1:5 ó 1:10 (en DMEM-10 ó 20% SBF) e 
incubadas en las condiciones ambienta les señaladas, durante 24 ó 48 
horas respect ivamente; se procedió a resembrar los cultivos conf luentes 
nuevamente en diluciones 1:5 ó 1:10. 

4.5. Preparación de la placa "nodriza" de macrófagos . 

1) Se preparó una solución de sacarosa al 11.6%, disolviendo 5.8g de 
sacarosa en 50ml de agua; se esteril izó con una unidad de f i l t rac ión de 
0.22^im (Millipore). 

2) Se cargó cada una de 4 jeringas de 12ml (aguja cal ibre 19 ó 20) 
con 6ml de la solución de sacarosa y 6ml de aire; se conservaron en 
hielo hasta su uso. 

3) Después de sacr i f icar el animal donador de las células per i toneales 
( ra tones BALB/c hembras , de 8 a 12 semanas de edad), se cor tó a sép t i ca -
mente la piel de la cara ventral (sin pasar el per i toneo) y se inyectó en 
la cavidad peri toneal el contenido de la jer inga. 

4) Durante 60 seg se presionaron suavemente las regiones la te ra les 
del abdomen del ratón y después de ello se ex t ra jo t an to líquido como 
fue posible (en t re 5 y 5.5ml) que fue conservado en hielo has ta su procesa 
miento. 

5) Se repit ió el procedimiento con ot ro ratón. 

6) Reunidos los líquidos per i toneales extra ídos en un tubo de 50ml, 



fueron centr i fugados por 7 min a 1200rpm. Se aspiró y desechó el SN 
dejando in tac to el paquete celular . Se agregaron 10ml de medio HAT, 
para resuspender. 

7) Se contó el número de células en una al ícuota de lOpl de la sus -
pensión celular y se e fec tuó la dilución per t inen te en medio HAT para 
tener 4000 células en lOOjal para cada pozo de una placa de 96 pozos. 

8) Se distribuyeron lOOpl de la suspensión celular en cada pozo de 
la placa (placas de 96 pozos de fondo plano MICROTEST III p la te , Falcon 
3072, Becton Dickinson and Co.) y se incubó a 37°C en a t m ó s f e r a húmeda 
con 5.5-7% de C 0 2 . 

9) Se comprobó ausencia de contaminación microbiana al día s iguiente 
as í como el día de la fusión celular . 

4.6. Preparación de las células de mieloma para el proceso de fusión. 

1) Las células de mieloma Sp2/0 ( res is ten tes a 8 -AG y sensibles a 
HAT) de un cultivo en fase exponencial se crecieron en DMEM-al ta 
glucosa-HT-20% SBF has ta confluencia en c a j a Petri de 100x20mm; de 
aquí se subcultivaron en dilución 1:5 ó 1:10, 24 ó 48 horas respect ivamente , 

n 
antes de la fusión, las placas necesarias para tener 5x10 células de 
mieloma para el momento de la fusión, (se prepararon de 10 a 15 placas 
por fusión). Se utilizaron las placas en las cuales las células aparec ían 
más re f r ingentes a la luz y homogéneas en t amaño , sólo conf luentes . 

2) Se cosecharon las células de las ca jas y después de desechar el 
SN se resuspendieron en 20 mi de medio DMEM-baja glucosa, sin más 
aditivos. 

3) Se contó el número de células en 10^1 de la suspensión celular y 
se t ransf i r ió a un tubo de 50ml de volumen correspondiente a 5x10 
células. 

4.7. Preparación de la suspensión de células de bazo inmune. 

1) Se sangró el ratón inmune seleccionado para la fusión, con el f in 



de es t imar el nivel sanguíneo de los ant icuerpos de interés (siguiendo e l -
protocolo de RIA ya descri to) . 

2) Después de sacr i f icar el animal (por dislocación cerebra l ) a sép t i ca -
mente se ex t ra jo el bazo y se depositó en una c a j a Petri pequeña con -
teniendo unos 2ml de DMEM-baja glucosa. 

3) Se eliminó el tej ido extraño de bazo y se t ransf i r ió é s t e a una 
ca ja Petri grande conteniendo un pequeño cedazo sumergido en unos lOml 
de medio DMEM-baja glucosa. Se dispersaron las células de bazo a través 
del cedazo, el cual fue lavado con 5ml del mismo medio DMEM-baja 
glucosa. 

4) Se aspiró la suspensión celular y se depositó en un tubo de c e n t r í -
fuga de 15ml. Se agregó DMEM-baja glucosa has ta un volumen de lOml; 
se dejó en reposo otros 10 min y se t ransf i r ió el SN a o t ro tubo de 
15ml. 

5) Se contó el número de células en 10pl diluidos 1:100, se es t imó 
el volumen correspondiente a 100x10^ células y se t ransf i r ió tal volumen 
al tubo de 50ml conteniendo la suspensión de células de mieloma. 

6) Se procedió a la fusión celular . 

4.8. Fusión celular . 

1) Después de centr i fugar la suspensión de células de mieloma y de 
bazo, y de desechar el SN, se despegaron las células adheridas a las 
paredes del tubo golpeando és tas suavemente. 

2) Se agregaron 0.5ml de PEG al 50%, a 37°C, en una sola adición; 
se mezcló rápidamente golpeando con suavidad las paredes del tubo e 
inmedia tamente se centr i fugó y se desechó el SN. El t iempo de con tac to 
de las células con PEG nunca fue mayor de 8 min. 

3) Se agregaron 15ml de medio HAT-20% SBF al paquete celular 
para resuspender las células. 

4) Se depositaron las células recién fusionadas en dos ca jas Petri 



que contenían cada una 50ml de medio HAT-20% SBF; cada placa rec ib ió 
el volumen de células fusionadas necesario para 5 p lacas de 96 pozos 
cada una, así que se preparó un to ta l de 10 placas para la fusión ce lu lar 
e f ec tuada . 

5) Después de dispersar las células en el medio, fueron dis t r ibuidas 
en las placas nodrizas de macrófagos (preparadas el día an te r io r ) . Se 
colocaron 100^1 de la suspensión de células fusionadas en cada pozo que 
ya contenía lOOpl de la suspensión nodriza de macrófagos . 

6) Las placas sembradas fueron colocadas en incubadora con a t m ó s f e -
ra húmeda y CO2 (5.5-7%) a 37°C. Al día siguiente se revisaron las 
placas para contaminación microbiana. 

7) Al 4o. día fueron reemplazados lOOpl del medio de cultivo con 
nuevo HAT-20% SBF; a los diez días se sust i tuyó el medio HAT con 
HT-20% SBF, y después cada 3 ó 4 días se cambiaban lOOyl del SN de 
cultivo por medio f re sco HT-20% SBF. 

4.9. Identif icación de hibridomas productores de ant icuerpos an t i -gGT y 
an t i -FA. 

1) Al t e rce r día de incubación de los cultivos derivados de la fus ión 
celular se procedió a buscar, mediante observación al microscopio, indicio 
de la presencia de hibridomas: pequeños acúmulos de células e s f é r i c a s 
no tab lemente re f r ingentes a la luz, f ác i lmen te distinguibles de las cé lu las 
muer tas y de los restos celulares. Con un plumón se marcaron los pozos 
que contenían hibridomas en desarrollo. 

2) A par t i r de tal día las ca jas se revisaron d ia r iamente para local izar 
nuevos pozos con hibridomas en crecimiento y a la vez aquellos pozos en 
que la expansión de los hibridomas cubría ya el 50% de la super f ic ie del 
fondo del pozo. 

3) De los pozos con confluencia celular mayor al 50% se ex t r a j e ron — 
IOOJJI de S N (los cuales fueron rest i tuidos con medio f re sco HT-20% 
SBF) para determinar la presencia de ant icuerpos específ icos del an t ígeno 



de interés siguiendo la metodología ya descri ta , con la excepción d e -
que en es te caso se utilizaron para cada ensayo 50pl de SN de cultivo 
de hibridomas en lugar de suero de ratón como fuente de anticuerpos, 
los restantes 50¿j1 de SN fueron el test igo de cada ensayo en ausencia 
de antígeno. 

4) Las poblaciones celulares productoras del anticuerpo de interés 
fueron expandidas por t ransferencia a pozos más grandes, creciendo en -
HT-20% SBF; después de demostrar en estos cultivos la producción del 
anticuerpo de interés, se tomaron alícuotas para clonar y para congelar. 

5. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-gGT Y ANTI-FA. 

5.1. Clonación de los hibridomas productores de anticuerpos ant i-gGT y 
an t i -FA. 

1) Se preparó una suspensión celular conteniendo 10 células del 
cultivo del hibridoma seleccionado para clonación, en lOml de la mezcla 
1:1 de HT-20% SBF/SN de cultivo de células de hibridoma. 

2) Se distribuyeron lOOyl de la suspensión celular en cada pozo de 
una placa de 96 pozos y se procedió a incubar en las condiciones ya 
señaladas. 

3) El mismo día y al siguiente se observó al microscopio para 
localizar (y marcar) los pozos que contenían solo una célula. 

4) A las 48 horas de cultivo se agregó a cada pozo lOOyl de SN de 
cultivo de células de bazo de ratón. 

5) En las clonas con 2-3mm de diámetro se estimaron anticuerpos 
específicos del antígeno de interés en SN de 3 días de cultivo, 

6) Se seleccionaron las clonas mejor productoras del anticuerpo, se 
congelaron unas alícuotas y otras fueron reclonadas (2 veces) para llegar 
a establecer la Clona Productora del Anticuerpo Monoclonal de Especif ic i-
dad Predeterminada. 



7) De la clona definitiva se tomaron al ícuotas para congelación y 
para expansión celular . 

5.2. Producción en mayor escala de los ant icuerpos monoclonales. 

1) Diez ratones (BALB/c, hembras , de 8 - 1 2 semanas de edad) 
fueron inyectados i.p. con 0.5mi de pristane cada uno; el pr is tane es el 
ace i t e mineral 2 ,6 ,10,14- te t ramet i lpentadecano, Sigma. 

* 6 7 2) Al décimo día se inyectó i.p. a cada animal 5x10 a 1x10 
células productoras del ant icuerpo monoclonal (creciendo en fase log en 
medio HT con 10% de SBF), contenidas en un volumen de 0.5ml. 

3) Cuando el tumor fue c la ramente visible en la forma de una gran 
inflamación peri toneal (ent re 5 y 10 días), el líquido de asci t is fue 
extraído a una jeringa heparinizada usando aguja cal ibre 21. 

4) Se desecharon las células por cent r i fugación y se congeló el 
líquido de asci t is hasta su procesamiento. 

5) Se pract icaron las punciones per i toneales cada 24 ó 48 horas 
por 2 ocasiones, t iempo en el cual fueron sacr i f icados los animales. 

6) Se determinaron proteínas y t í tulo de ant icuerpos en al ícuotas 
de los líquidos de ascit is (17,18,31). 

5.3. Purificación de los anticuerpos monoclonales producidos. 

La purificación de los anticuerpos contenidos en el líquido de asci t is 
se e f e c t u ó haciendo uso del principio de afinidad en t re ant icuerpos y 
Proteína A del estafi lococo; para ello se empleó el equipo comercia l 
Aff inica: 

1) Se lavó el car tucho de Proteína A pr imero con 5ml de b u f f e t de 
regeneración y luego con 4ml de buf fe r de unión, a una velocidad de -
f lujo de 1 ml/min, en cada caso. 



2) Antes de aplicar la mues t ra al c a r t ucho , se el iminó el m a t e r i a l 
pa r t i cu lado de la mues t ra usando la unidad de f i l t r ac ión S & S Unif lo, 
0.2jam. 

3) Se diluyó la mues t r a con 2 volúmenes de b u f f e t de unión y s e 

apl icó d i r e c t a m e n t e al ca r tucho , a una velocidad de f lujo de 0.5 ml /min . 

4) Al t e rmina r de aplicar la mues t r a se cont inuó lavando la co lumna 

con lOml de bu f f e r de unión, a una velocidad de f lujo de 1 ml /min; la 

absorbanc ia a 280nm del eluído debía regresar a los niveles de la l ínea 

basa l . 

5) La mues t ra f u e eluída del l igante (Prote ína A) con 6ml del 

bu f f e r de elución, a una velocidad de f lu jo de 0.5 ml /min . El eluído f u e 

i n m e d i a t a m e n t e neutra l izado con Tris/HCl 1.0M, pH 9.0 y luego somet ido 

a desalación y concent rac ión empleando una unidad para f i l t r ac ión por 

cen t r i fugac ión (Centr iCel l -60, con l ími te de exclusión en 10,000 de peso 

molecular ) . Las soluciones f ina les del an t i cuerpo monoclonal fue ron 

a lmacenadas en volúmenes de 0.5 mi y conservadas a -20°G; en una a l í cuo -

t a se de te rminó pro te ína y t í tu lo de an t icuerpos . 

6) El l igante Proteína A fue regenerado con 5ml de b u f f e r de 

regenerac ión , a una velocidad de f lujo de 1 ml /min . 

7) Se lavó el ca r tucho con 4ml de b u f f e r de unión, a una velocidad 
de f lu jo de 1 ml/min, quedando listo para nueva aplicación de m u e s t r a . 

8) Para preparar el ca r tucho para su a lmacenamien to , f u e lavado 
con PBS ( f o s f a t o s 0.01 M, NaCl 0.15M, pH 7.2) conteniendo 0.05% de 
azida de sodio. Se conservó a 4°C, (40). 

5.4. Carac te r izac ión parcial de los an t icuerpos monoclonales producidos. 

5.4.1. Determinac ión del isotipo. 

Solo se t ip i f icó para IgG e IgM siguiendo el p roced imien to de 

RIA ya descr i to , utilizando en lugar de SN de cultivo de hibr idomas, 



al ícuotas sin diluir y diluidas 1:100, 1:500 y 1:1000 de las p r e p a r a d o 
nes del ant icuerpo monoclonal purif icado por afinidad. Como segundo 
ant icuerpo se utilizó Igs de conejo ant i-IgG de ratón marcadas con 
1-125 (120 ¿iCi/ml, actividad especí f ica 10 pCi/jJg, se aplicaron -
0.2 pCi/ensayo) e Igs de chivo anti-IgM de ratón marcadas con 
1-125 (114 pCi/ml, actividad especí f ica 5 yCi/pg, se aplicaron 0.4 
pCi/ensayo), ambos reactivos de NEN Research Products (DuPont, 
Boston, MA). 

5.4.2. Reacción con el antígeno gGT. 

1) Se hicieron 4 mezclas de gGT purif icada y el ant icuerpo 
monoclonal ant i -gGT, conservando cons tan te la cant idad de gGT 
(en 10)ig de proteína enzimàtica) y variando la del ant icuerpo para 
cada mezcla (5, 10, 15 y 20pg de proteína de ant icuerpo an t i -gGT) . 

2) Después de incubar a 37°C por una hora, se agregó a la 
mezcla ant ígeno-ant icuerpo 0.2ml de una dilución 1:10 de Pansorbin 
cells (Staphylococcus aureus cells 10% p/v; Calbiochem) y se homo-
geneizó mediante suave movimiento c i rcular . 

3) Después de incubar a t empera tu ra ambiente por una hora, 
se cen t r i fugó la mezcla a baja velocidad durante 5 min y en el SN 
se determinó proteína y actividad de gGT. 



IV. R E S U L T A D O S 

1. PURIFICACION PARCIAL DE LA ENZIMA gGT DE RIÑON DE CERDO. 

La tabla 1 mues t ra los rendimientos en p ro te ína y act iv idad de gGT 

obtenidos en las d i f e r en t e s e t apas del t r a t a m i e n t o a que f u e somet ido el 

e x t r a c t o enz imàt i co previo a la f i l t r ac ión en gel . La f igura 1 cor responde 

al perf i l de elución de la f racc ión enz imàt ica gGT, de una co lumna de Sefacr i l 

S-200. 

T a b l a I. 

PREPARACION DE LA MUESTRA DE 

gGT PARA FILTRACION EN GEL. 

Prote ína Proteína Actividad gGT 
enz imà t i ca mg pmolas AMC.min-1 ^ g p r o t . ~ * 

Antes de a 
c e n t r i f u g a r 38.4 350.0 

S N l b 25.518 529.0 

pp l c 12.0 262.0 

SN2 8.273 l , 921 .0 d 

pp2 3.17 55.0 d 

a. 38.4mg de pro te ína en 60ml; la proteína se es t imó en 40pl y la act ividad 
enz imàt ica en 20jj1 1:500. 

b. 25.518mg de prote ína en 58ml, de és tos se somet ie ron a f i l t r ac ión en gel 
57ml (25.08mg de prote ína) . La prote ína se e s t imó en 60 l̂i1 y la act ividad 
enz imàt ica en 20pl 1:100. 

c. 12.0mg de pro te ína en 2ml; la proteína se es t imó en 60jal y la act ividad -
enzimàt ica en 20jj1 1:100. Este residuo sólido se llevó a lOml con el b u f f e r 
Tr is /HCl adicionado de Tri tón X-100; después de c e n t r i f u g a r se obtuvieron 
9.5ml de SN2 (con 8.273mg de pro te ína , e s t imada en 80>il) y 0.5ml de 
pp2 (con 3.170mg de prote ína , e s t imada en 80/il). Del SN2 se f i l t r a ron en 
gel 9ml (7.84mg de pro te ína) . 

d. Ambas act ividades enz imát icas fueron es t imadas en 20pl de la co r r e spon-
d ien te mues t r a (SN2 y pp2) diluidos 1:100. 



Figura 1. PERFIL DE ELUCION DE gGT.- El ex t rac to d e riñon p o r c i n o 
con actividad de gGT solubilizado en Tris /HCl-Tri tón X - 1 0 0 f u e s o m e t i d o 
a f i l t rac ión en gel en una columna de 5.0xl50.0cm de S e f a c r i l S-200 . L a 
velocidad de f lujo f u e de 50ml/h y las f racc iones (de 12m 1 cada u n a ) 
comenzaron a colectarse a los 400ml de iniciarse la e lución. Para c a d a -
f racc ión se determinó proteína (de acuerdo al p roced imien to de L o w r y , -
línea continua) y actividad de gGT (f luorescencia, linea d i scont inua) . 



Es obvio que el Tritón X-100 favorece significativamente la solubilización 

de la enzima gGT en el buffer , así como la expresión de la actividad enzi-

màtica, pues de la preparación inicial de la enzima al SN2 la actividad 

específica aumentó 5.49 veces. 

Por lo que respecta a la figura 1., en 73 tubos (870mi) se recuperó el 

62.8% de la proteina total aplicada a la columna de Sefacril S-200 (20.67mg 

de 32.92mg); el contenido dé los tubos 8 a 22 (I80ml) se mezcló y después 

de concentrar el volumen final fue de 6.5ml con 2.383mg de proteína (7.24% 

de la proteina inicia!) y actividad de gGT de 0.638nmoias de AMC.min~*.jjg 

proteína"*. 

El volumen de elución de la fracción proteica con mayor actividad de 

gGT fue estimado en 980ml. 

En SDS-PAGE se detectó una sola banda (contra 6 bandas que aparecían 

en la fracción original), localizada entre los marcadores de 66,000 y 45,000 

de peso molecular. 

En PAGE se detectaron 3 bandas en la fracción original (una de ellas 

muy amplia) y una banda en la muestra sometida a f i l t ración en gel, única 

banda que resultó positiva a la tinción específica para la enzima gGT. 



2. PURIFICACION DE LA ENZIMA FOSFATASA ALCALINA DE RIÑON 

DE CERDO. 

Según la información de la Tabla II el proceso de f i l t rac ión a 

través de Sefacri l S-200 permitió reducir la cant idad de moléculas con t ami -

nantes y la actividad específ ica de la enzima se aumentó por un fac to r de 

6. El t r a t amien to con neuraminidasa aumentó en 1.5 veces la pur i f i cac ión-

(en función de Ja actividad enzimàtica) de la enzima f o s f a t a s a a lcal ina. Con 

el paso final del t r a t amien to (cromatograf ía de afinidad) se logró una p repa -

ración prote ica con actividad enzimàtica especí f ica 15.5 veces mayor a la 

actividad de la preparación inicial. 

En SDS-PAGE se de tec tó una sola banda (contra 4 bandas que 

aparecían en la fracción original) con corr imiento l igeramente menor al del 

marcador de 66,000 de peso molecular. 

En PAGE se de tec ta ron 4 bandas en la f racción original y una banda 

en la proteína enzimàtica recuperada de la c romatogra f ía de af inidad, única 

que resultó positiva a la tinción específ ica para la enzima f o s f a t a s a alcal ina. 



Tabla II. 
ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FOSFATASA ALCALINA 

DE RIÑON DE CERDO DURANTE SU PURIFICACION. 

Proteina 
enzimàtica 

Original 
Proteina 
9.934mg a 

Actividad FA 
pmolas MU.min ' l .pg prot . - 1 

330.6 

Concentrada 
después de 
fi l tración 
en gel 7.152mg/5ml b 1,978.7 

Tra tada con 
neuraminidasa 6.570mg 2,800.4 

Concentrada 
después de 
cromatograf ia 
de afinidad 5.71ómg/6mlc 5,130.3 

a. Proteína total (del extracto liofilizado) sometida a f i l tración en gel en 
un volumen de lOml; la proteína se estimó en 50)jl y la actividad enzi-
màtica en lOpl. 

b. La proteína se estimó en 25^1 y la actividad enzimàtica en 20pl 1:10. 
c. La proteína se estimó en un mi y la actividad enzimàtica en 20fil 1:50; 

la proteina recuperada representa el 57.54% de la proteína inicial. 

3. INDUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-gGT Y ANTI-FA, EN RATON. 

Los resultados que se muestran en las tablas III y IV nos guiaron 

para seleccionar el ratón de mejor respuesta en anticuerpos hacia el 

antfgeno seleccionado. Asi, tanto para la producción de anticuerpos 

anti-gGT como ant i -FA se escogieron los ratones número 1. 



Tabla III, 

ANTICUERPOS ANTI-gGT EN SUERO DE RATON. 

R A T O N 

1 

Dosis 

cpm 1 : 10,000 
2 l a . Dilución 

del suero: 1:8000 

2 3 4 

0 0 0 

sin sin sin 
diluir diluir diluir 
hasta has ta hasta 
1:8000 1:8000 1:8000 

12,000 16,000 12,000 

1:500 1:250 1:250 

13,000 18,000 12,000 

1:1000 1:4000 1:1000 

2a. 

cpm: 

Dilución 
del suero: 

28,000 

1:4000 

3a. Dilución 
del suero 

cpm: 28,000 

1:8000 

Título cpm: 25,000 

el Dilución 
día del suero: 1:8000 
de la 
fusión 

1 Los valores de cpm están corregidos restando a cada uno su correspon-
diente test igo de reacción en ausencia de antígeno (que debe ser cuando 
menos 3 veces menor que las cpm fi jadas en presencia de antígeno) y 
tomando en cuenta la radiactividad de fondo ( 8 5 0 - 1 5 0 c p m , valor menor 
al 1% de la actividad inicial), 

2 Solo se reporta la dilución de suero que mostró mayor unión de marca 
radiactiva. 



Tabla IV. 

ANTICUERPO ANTI-FA EN SUERO DE RATON. 

Dosis 

R A T O N 

cpm 1 : 1740 900 1054 
2 

la . Dilución 
del suero: 1:2000 1:2000 1:2000 

cpm: 2900 2100 1437 

2a. Dilución 
del suero: 1:30,000 1:30,000 1:30,000 

cpm: 5870 4150 5670 

3a, Dilución 
del suero: 1:30,000 1:30,000 1:2000 

Título cpm: 4900 
el 
día Dilución 
de del suero: 1:20,000 
la 
fusión 

1 Los valores de cpm están corregidos igual que para la tabla anterior; 
en este caso el valor del fondo fue de 600-100cpm. 

2 Solo se reporta la dilución de suero que mostró mayor unión de marca 
radiactiva. 



4. SENSIBILIDAD A AMINOPTERINA. 

Las células de mieloma creciendo en fase log en el medio común de 

mantenimiento (HT-glutamina-gentamicina-10% SBF), murieron en el curso 

de 48 a 72 horas al ser cultivadas en presencia de aminopter ina, contenida 

en el medio selectivo HAT, ya que su acción bloqueadora de la síntesis de 

novo de los ácidos nucleicos en unión de la carencia de la enzima HGPRT 

(requerida para la síntesis del ácido nucleico por la ot ra vía ex is ten te , la 

vía de recuperación de nucleótidos) impide el desarrollo y reproducción 

celular. 

5. CULTIVO CELULAR EN FASE EXPONENCIAL. 

El cultivo de células de mieloma (Sp2/0) en ca ja Petri de 100x20mm 

produjo rendimientos de 2 a 3.5x10^ céiulas/ml. 

6. RESISTENCIA A 8-AZAGU ANINA, 

Los cultivos celulares sembrados 1:5 en el medio 8-AG lograron conf luen-

cia celular en 28-36 horas; los subcultivos derivados de és te la alcanzaron 

en 25-27 horas y una vez t ransfer idas las células al medio común de c r e c i -

miento presentaron confluencia en 24 horas. 

7. PREPARACION DE LA PLACA NODRIZA DE MACROFAGOS. 

Se recuperaron lOml de líquido de lavado peri toneal de dos ratones, 

conteniendo un tota l de 18.6x10^ células (promedio de 9-3x10^ células P0T 

ratón). En general la cantidad recuperada de líquido peri toneal fue p r á c t i c a -

mente constante , 5 a 5.5 mi/ratón; en cambio, el número de macrófagos 

colectados varió en el rango de 5x10^ a 9x10^ células por ratón. 



El excedente de células peritoneales fué sometido a cultivo en medio 

DMEM con 10% de SBF, colectándose cada 3 días los SN de cultlivo para 

ser utilizados (después de centr ifugación y f i l t ración con 0.22pm) como 

medios enriquecidos para el desarrollo de cultivos primarios o de cultivos 

iniciales de clonación. 

8. PREPARACION DE LAS CELULAS DE MIELOMA PARA EL PROCESO 

DE FUSION. 

Un día antes de e fec tuarse la fusión celular se sembraron 10 ca j a s 

Petri ( I00x20mm) con 10ml cada una de dilución 1:5 de un cultivo en fase 

log, conf luente; esto mismo se hizo 48 horas an tes del día de la fusión con 

5 ca jas Petri y dilución 1:10 del cultivo confluente en fase log. Comúnmente 

el número de células presentes en estos cultivos es suf ic iente para proporcio-

nar células en condiciones óptimas y en la cantidad requerida (50x10^ 

células de mieloma/lOOxlO^ de bazo para ser sembradas en 10 placas de 96 

pozos cada una). En este caso los cultivos celulares rindieron en promedio 

1.8xl0 6 a 3 .5x l0 6 células/ml. 

El depósito de células en el fondo del recipiente de cultivo es f r ecuen te 

en los cultivos de más de 24 horas; si es tas células no son resuspendidas 

fác i lmente es prefer ible recolectar solo aquéllas que se encuentran suspen-

didas o libres en el medio de cultivo, 

9. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE CELULAS DE BAZO INMU= 

NE. 

De un tota l de 6 bazos utilizados en d i fe rentes intentos de f u -

sión celular se obtuvo una cantidad promedio de 96 a 127x10^ c é -

lulas/bazo. 

10. FUSION CELULAR. 



A los t r e s días de iniciársela incubación de los productos de la fusión -

celular pudimos apreciar en aproximadamente el 10% de los microcul -

tivos, indicios de desarrollo de hibridomas en la f o rma de pequeños a g r e g a -

dos de hasta 8-10 células esfér icas , de bordes lisos y no tab lemente r e f r i n -

gentes a la luz. Tal resultado nos permitó suponer que sí habíamos tenido -

éxito al inducir la fusión celular; pero a la vez, e s t e desarrollo celular 

pudiera haber correspondido a células de mieloma que no se fusionaron y 

que debido al cor to t iempo de crecimiento en el medio selectivo HAT, aún 

eran capaces de reproducirse. Así pues, se procedió a demostrar Ja p resen-

cia de anticuerpos para los antigenos gGT (de una fusión) y FA (de una 

segunda fusión), en los SN de los cultivos. 

11. IDENTIFICACION DE HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS 

ANTI-gGT Y ANT1-FA. 

La identificación de hibridomas productores de anticuerpos cont ra el 

antígeno de interés se llevó a cabo investigando la presencia (mediante 

RIA) de los anticuerpos part iculares en los SN de 3 días de cultivo de 

todos aquellos microcultivos derivados de la fusión celular en los cuales se 

tenía un mínimo de 50% de confluencia celular. 

1) Anticuerpos ant i -gGT.- A los 6 días de e fec tuarse la fusión 

celu- lar para producción de anticuerpos ant i -gGT se tenían 42 microcultivos 

confluentes y a los 9 días post-fusión se habían identif icado 8 poblaciones 

celulares productoras de anticuerpos ant i-gGT, 6 de ellas con cpm 2 veces 

arriba del test i go y las otras 2 con cpm 4 veces mayor al test igo (f igura 

2). 
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DILUCION DEL SN DE CULTIVO 

Figura 2. ACTIVIDAD EN ANTICUERPOS ANTI-gGT DE HIBRIDOMAS 
PRIMARIOS.- El microcultivo 8C4 mostró una actividad de 6,310/1,451 
cpm (+Ag/-Ag = 4.3) y el microcultivo 9C2 una actividad de 8,259/2,116 
(+Ag/-Ag = 3.9). La actividad fue estimada en 50/j1 de SN de 3 dfas 
de cultivo, en las diluciones señaladas, mediante RÍA. 



De los dos últimos microcultivos (denominados 8C4 y 9C2) se tomaron 

alícuotas para conservar por congelación unas y para expandir otras. De este 

proceso de expansión celular obtuvimos 4 nuevas poblaciones celulares, de 

las cuales a su vez, derivamos 5 y de éstas f inalmente seleccionamos la 

población 8C4-la (denominada 8C4) para iniciar clonación (tabla V., figura 

3.). 

Tabla V. 

RELACION DE LOS HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE 
ANTICUERPOS ANTl-gGT SELECCIONADOS HASTA-

LA ETAPA PREVIA A LA CLONACION. 

Micro -
cultivo D 1 

1. 9C2-5 2.8 

2. -9 2.9 

3. 8C4-1 3.9 

4. -7 3.2 

Micro-
cultivo D 1 

1. 9C2- 9a 4.2 

2. •9b 2.8 

3. 8C4-•la 22.92 

4. Ib 11.6 

5. l e 8.8 

1 Los valores D corresponden al cociente de la relación de cpm unidas 
en presencia y en ausencia de antigeno. 

2 Población con la cual se procedió a clonar. 
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DILUCION DEL SN DE CULTIVO 

Figura 3. A C T I V I D A D EN ANTICUERPOS ANTI-gGT DE HIBRIDOMAS 
EN CLONACION.- El microcultivo 8C4-la mostró una actividad de 
39,030/1706cpm (+Ag/-Ag = 22.9), el microcultivo 8C4-lb una actividad 
de 25,407/2,193cpm (+Ag/-Ag = 11.6) y el microcultivo 8C4-lc de 
18,551/2,119 (+Ag/-Ag = 8.8). La actividad fue es t imada en 50pl de -
SN de 3 días de cultivo, en las diluciones señaladas, mediante RIA. 



células de poblaciones con los mejores rendimientos en los 

an t icuerpos esperados. 

CLONACION DE HIBRIDOS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS 

ANTl-gGT Y ANTI-FA. 

l ) Ant icuerpos a n t i - g G T . - El medio de cultivo para clonar la 

población 8C4 se enr iqueció (en una proporción 1:1) con SN de 

cultivos previos de células 8C4. A los 3 días s e tenía desarrollo 

celular en 3 de los pozos que habían recibido una sola célula. 

A los diez días de inic iarse el cultivo de clonación había c r e c i -

miento celular en los 15 pozos (de 3 placas) ident i f icados ini-

c i a lmen te como contenedores de una sola célula. De aquí se 

se leccionaron 8 clonas con mayor producción de ant icuerpos -

an t i - gGT y con mayor velocidad apa ren te de reproducción 

celular ( es t imada por el t iempo en el cual alcanzaron conf luen-

cia); los 8 SN dieron prác t icamente la misma respuesta^ a l r e -

dedor de 38,000cpm, 25 veces mayor que la radiactividad basal. 

A los 13 días de iniciar clonación se seleccionaron 4 de los 8 

microcult ivos procediéndose a congelar y a reclonar una vez 

más: 

Clona D* 

B l l 25.00 

C8 25.67 

D4 28.22 

D6 31.41 
1 Los valores D corresponden al coc ien te de la relación de 

cpm unidas en presencia y ausencia de antfgeno. 



La producción de ant icuerpos an t i -gGT por las clonas B l l , C8, 

D4 y D6, no fué a f e c t a d a por la reclonación. 

2) Anticuerpos An t i -FA. - Después del proceso de clonación 

logramos obtener 3 clonas productoras de ant icuerpos an t i -FA 

con un valor de 15.5 para la relación Ensayo en presencia de 

antfgeno/Ensayo en ausencia de antfgeno, y una f i jación de 

cpm mayor de 15,000 en cada ensayo: 

Clona D 1 

FA-1 15.49 

-2 15.63 

-3 15.65 

1 Los valores D corresponden al coc ien te de la relación cpm 
unidas en presencia de antfgeno y en ausencia del mismo. 

La producción de ant icuerpos monoclonales an t i -FA llegó 

has ta e s t a etapa del proceso. 

PRODUCCION EN MAYOR ESCALA DE ANTICUERPOS MONOCLONA-

LES CON ESPECIFICIDAD PARA gGT. 

l ) Producción in vitro.- Las poblaciones celulares de las clonas B l l , C8, 

D4 y D6, fueron expandidas por t r ans fe renc ia , primero a placas de 

24 pozos y luego a placas de 6 pozos, obteniéndose los siguientes 

valores de la producción de anticuerpos ant i -gGT! 



Cultivo en Placa de 

Clona 24 pozos 6 pozos 

D D 

BU 1.7, 1.5, 2.0 3.8, 3.5 

C8 1.5, 2.0, 1.8 1.7, 1.8 

D4 2.5, 2.8, 3.0 18.0, 17.2 

D 6 32.0, 31.0, 33.0 29.0, 29.0 

Los valores D representan el cociente de la relación de cpm unidas en 
presencia y ausencia del antígeno. Los 3 valores de la primera columna 
y los 2 de la segunda corresponden a d i fe ren tes microcultivos de la -
misma clona. 

En virtud de que la clona D6 mostró mayor estabilidad en la producción 

de ant icuerpos, seleccionamos dicha clona para continuar la expansión 

celular t ranáir iendo ahora el cultivo confluente de un pozo de placa de 

6 pozos a una ca ja Petri de 100x20mm; del cultivo confluente se h ic ie -

ron resiembras de diluciones 1:5 y 1:10 en ca ja Petri de 100x20mm, y 

de dilución 1:5 en botella de cultivo conteniendo 50ml de medio HT-20% 

SBF (los resultados se muestran en la tabla VI.). 



Tabla VI. 

CARACTERISTICAS DE CULTIVO DE LA CLONA D6. 

Cultivo Tiempo de 
en Dilución cultivo cptfl Observación 

Caja 1:5 24 hs 12,813 Cultivo con-
100x20mm 48 13,346 f luente a 

72 13,200 las 36hs de 13,200 
incubación. 

Caja 1:10 24 hs 13,233 Confluencia 
100x20mm 48 12,012 a las 36hs 

72 12,970 de incubación. 

Botella 1:5 24 hs 13,494 Confluencia 
50 mi 36 13,642 a las 24hs 

48 13,573 de incubación. 
72 13,597 

1 Los valores de cpm están dados por los ant icuerpos contenidos en 50¿il 
de SN de cultivo, teniéndose en es tos ensayos una actividad basal de -
1100-100 cpm. 

Un lote de lOOml de ta les SN fué sometido a precipitación con sul fa to 

de sodio (17) obteniéndose un rendimiento en prote ína de 1.65mg/ml y 

una actividad en ant icuerpos ant i -gGT de: 

cpm: 9,500 8,900 7,250 6,100 660 

Dilución sin 

del ant icuerpo: diluir 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 

Los valores de cpm están corregidos con su tes t igo negativo y una -

radiactividad de fondo menor al 1% de la actividad inicial. 



Por otra par te crecimos células de la clona D6 en el mismo 

medio HT pero variando el porcentaje de SBF en el medio (2.5, 5.0, -

7.5, 10.0, 12.5, 15.0, y 20.0%), logrando conservar la velocidad de re -

plicación celular (medida por el t iempo en el cual se t iene confluencia 

celular) y la producción de anticuerpos anti-gGT, en el rango de 5 a 

20% de SBF. 

2) Producción de asci t is . - Además de intentar la producción de an t i -

cuerpos monoclonales anti-gGT por cultivo in vi tro de hibridomas, lo -

intentamos por desarrollo jn vivo (en cavidad peritoneal de ratón BALB/c) 

- de las células de la clona D6, con los resultados que se muestran 

en la tabla VII. 

Tabla VII. 

PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-gGT 

EN ASCITIS. 

Fu e n t e d e 
a nticuerpos 

Proteína 
mg/ml 

Anticuerpos anti-gGT, 
Dilución 

1:100 1:500 1:1000 

cpm 

1:5000 1:10,000 

Líquido de 
ascitis 200.0 2,100 7,300 7,500 8,100 7,800 

Líquido ascitis 
f i l t rado por 
0.22}j m 6.984 ISÍD1 ND ND ND ND 

Líquido ascitis 
eluído de 
Affinica 0.0384 ND ND ND ND ND 

Eluído concentrado 6.248 40,921 21,317 9,372 2,237 ND 

1 No se determinaron. 



14. DETERMINACION DEL ISOTIPO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONA-

LES ANTI-gGT. 

Se utilizó el an t icuerpo monoclonal ant i -gGT purif icado por af inidad y 

concent rado a 6.248mg de p ro t e fna /ml ; los resultados para la dilución 

1:1000 de es ta preparación de l an t icuerpo fue ron : 

1) gGT + an t i -gGT( l :1000) + ( l -125) -an t i - IgG ratón 

cpm (+Ag/-Ag) -= 8 ,462/1754 (4.82) 

9,372/1975 (4.75) 

2) gGT + an t i -gGT( l :1000) + ( I - l25) -an t i - IgM ratón 

cpm (+Ag¿Ag) = 9,748/5850 (1.66) 

11,398/6738 (1.69) 

Estos resultados pre l iminares , pues solo se realizó una determinación 

por duplicado, señalan que el an t icuerpo monoclonal an t i -gGT es del -

isotipo G. 

15. REACCION gGT/ANTI-gGT. 

Los ensayos cuyos resultados se reportan en la tabla VIH fueron p r a c t i -

cados con el propósito de investigar si la in teracción en t re el a n t i c u e r -

po monoclonal an t i -gGT y su antígeno t iene e f e c t o inhibidor de la a c t i -

vidad de la enzima. Según los datos obtenidos, 5jjg del ant icuerpo mono-

clonal an t i -gGT son suf ic ien tes para inhibir la actividad enzimàtica de 

lOjig de gGT (se d e t e c t a solo un 3.21% de la actividad de la enzima tes 

tigo); la mezcla de reacción en t r e lOjig de gGT y 20jjg del ant icuerpo 

monoclonal expresa 0.091% de la actividad del tes t igo. 



Tabla VIII. 

EFECTO DE REACCION Ag/Ac SOBRE 
LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA gGT. 

Sistema 

de reacción8 . 

Protefna ¿íg 

(Lowry) 

Actividad gGT 
pmolas1 

AMC.min 

1. SN IOjj g g G T 
+ 5jjg Ac + P.c. NDb 187.0, 165.0C 

2. SN lOjjg gGT 
+ 10>ig Ac + P.c. N D 65.0, 55.0 

3. SN lOyg gGT 
+15jjg Ac + P.c. N D 4.0 4.0 

4. SN lOyg gGT 
+ 20jag Ac + P.c. ND 6.0 4.0 

5. SN lOpg gGT 
+ P.c. 11.27, 11.60° 5,915.0, 5,795.0 

6. SN lOOpg P.c. ND 47.0, 35.0 

7. lOug gGT 10.0, 10.0 5,500.0, 5,415.0 

a. El sistema de reacción corresponde al SN obtenido al centr ifugar a 
baja velocidadcada una de las diferentes mezclas del antfgeno gGT, 
del anticuerpo monoclonal anti-gGT (Ac) y de las P.c. ("Pansorbin 
Cells" 0.2ml de una suspensión al 1% p/v de células de Staphylococcus 
aureus). 

b. Ño detectable . 
c. Los dos valores de actividad de gGT y de protefna corresponden a 

duplicados. 



V. D I S C U S I O N 

Los protocolos empleados para t r a t a r de purif icar los antfgenos gGT y 

FA permit ieron poner d e manif ies to la utilidad del Tri tón X-100 y de la 

enzima Neuraminidasa. Por una pa r t e , es obvio que el de t e rgen te no iónico 

no solo fac i l i ta la solubilización de la enzima gGT en el buf fe r Tris , sino 

que además, favorece la act ividad de la enzima, pues de la preparación inicial 

de la misma al SN2 la act ividad específ ica aumentó 5.49 veces ( tabla I); el 

de te rgen te debió haber movilizado pequeños grupos, o quizá moléculas mayores , 

que de alguna forma l imi taban la expresión de la actividad de la enzima 

gGT, por ejemplo, restr ingiendo el acceso del subst ra to al sitio activo de la 

enzima. Por lo que se r e f i e r e a la acción de la neuraminidasa (tabla II), pudié-

ramos sugerir que la el iminación de grupos de ácido siálico permi te un mejor 

acceso del subs t ra to al s i t io ca ta l í t ico , y/o la exposición de centros c a t a l í t i -

cos ocultos por ta les residuos de carbohidrato. 

Cuando se llevó a cabo la determinación de ant icuerpos ant i -gGT y 

an t i -FA en suero de ra tón, observamos que a bajas diluciones sér icas (menores 

a las reportadas , Tablas III y IV), ocurría elevada unión inespecíf ica (en a u -

sencia del antígeno) en t an to que diluciones mayores a las reportadas no 

fueron utilizadas debido a la baja fijación de marca radiactiva, dato que 

tomamos como indicador de una pequeña cantidad de ant icuerpo, capaz de 

reaccionar con el ant ígeno (gGT o FA). La gran di ferencia en las diluciones 

utilizadas de los sueros an t i -gGT y anti FA, se debe a que los últ imos mos-

traron muy elevada unión inespecíf ica ( test igos en ausencia de antígeno). 



£1 man ten imien to de células en la etapa log de la curva de expansión 

de un cultivo celular se ha seleccionado como pa ráme t ro indicador de que 

en una población celular v i r tua lmente el 100% de las células se e n c u e n t r a en 

condiciones metabó l icas óp t imas . Esta práctica, por su f idelidad con respec to 

a las c a r a c t e r í s t i c a s ce lu la res , su sencillez y rapidez, ha ido subst i tuyendo a 

los ensayos de viabilidad y metabol i smo celulares. Para conservar las células 

en f a s e log es requisi to indispensable, además del medio de cultivo adecuado, 

su f i c i en te super f i c i e para la expansión celular. Dos de nuestras observaciones 

concuerdan con e s t e requisi to: Una vez que las células llegan a conf luenc ia 

en el medio de cultivo se sobreponen unas en o t ras y se deposi tan en el 

fondo del rec ip ien te de cultivo, lo cual aparentemente disminuye el c o n t a c t o 

celular con los nu t r i en tes disueltos en el medio y las células caen en fase 

es tac ionar ia y f i na lmen te en muer t e celular . Por o t r a par te , la can t idad de 

inmunoglobulinas ( an t i -gGT) p e r m a n e c e constante después de que el cultivo 

ha alcanzado conf luenc ia (los valores para 24, 48 y 72 horas de cultivo se 

repor tan en la t ab la VI). 

La res i s tenc ia a 8 - A G , y por lo t an to el desarrollo celular en un 

medio que con t iene 8 - A G (15-20 pg/m\), es el marcador a p a r e n t e de la 

ausencia de la enzima HGPRT. El cultivo en este medio de las cé lulas de 

mieloma que van a ser uti l izadas en la fusión con esplenocitos, es crucia l 

en el momento de e l iminar las cé lu las de mieloma que no fueron f u s i o n a -

das, pues la pe rs i s tenc ia de células HGPRT positivas contamina g ravemente 

los cultivos pos t - fus ión , en los cuales es muy difícil distinguir el desarrol lo 

de hibridomas del de mielomas; además , las células de mieloma se d e s a r r o -

llan más rápido que los hibridomas, enmascarando pr imero los escasos h ibr i -



domas productores del ant icuerpo esperado y conduciendo luego a la desapa-* 

rición de los mismos, s implemente por competencia de nutr ientes y de e spa -

cio. 

Al momento de preparar las suspensiones de células de bazo inmune 

fue notable la d i ferencia en volumen que presenta un bazo extraído de un 

ratón inmunizado i.p. con el an t fgeno en AGF y un bazo procedente de un 

ratón inmunizado, también i.p., pe ro con el ant ígeno en salina: El primero 

fue aproximadamente 2 veces mayor que el segundo; sin embargo, no se 

realizó ningún t raba jo para investigar di ferencias en cuanto a cant idad de 

células linfoides, a nivel de la respuesta en ant icuerpos específ icos del a n t í -

geno de interés , o en cuanto a la ef ic iencia de la fusión en términos de 

hibridomas productores de ant icuerpos en general y específ icos del ant ígeno 

en par t icular . 

La representación gráf ica de la relación Anticuerpo Unido versus - -

Dilución del Anticuerpo (f iguras 2 y 3), permi te apreciar más f á c i l m e n t e el 

compor tamiento de la actividad de los ant icuerpos en función de su concen-

tración. Así, la g rá f ica faci l i ta una rápida comparación de la información 

obtenida para varios microcultivos: el nivel de ant icuerpos en el cultivo, el 

t í tulo del mismo en ant icuerpos específ icos del antígeno de interés y la 

cant idad de marca radiactiva con la cual aparecen en el ensayo, la probable 

presencia de proteínas (incluyendo ant icuerpos no específ icos) que e n m a s c a -

ran la reacción de los anticuerpos de la especif icidad deseada (sugerida -

por una pendiente que t iende a cero y porque la unión del ant icuerpo esperado 

debe aumentar a mayor dilución del mismo), y la predicción de la coexis -



tencia de una o más líneas celulares en el cultivo ( t a m b i é n por el valor de -

la pendiente, un valor que tiende a cero sugiere mayor h e t e r o g e n e i d a d en la 

población celular). 

Aplicando estos criterios a las gráficas de los m i c r o c u l t i v o s 9C2 y 

8C4 (fig.2), nos pareció este último más prometedor y a q u e aunque la c a n -

tidad inicial de anticuerpo no era muy diferente p a r a a m b o s cultivos, s í lo 

era el comportamiento en actividad de anticuerpos a n t i - g G T al diluir el SN; 

de tal comportamiento esperábamos tener baja can t i dad d e pro te ínas inespe-

cíficas (que se puede comprobar también con la menor u n i ó n inespecff ica del 

test igo sin antígeno) y mayor riqueza en células p r o d u c t o r a s del ant icuerpo 

específico. Estas deducciones fueron confirmadas con l o s r e s u l t a d o s que se 

muestran en la tabla V, obtenidos durante el proceso d e e x p a n s i ó n celular 

de los cultivos 9C2 y 8C4. Por lo que se ref iere a l o s s u b c u l t i v o s de 9C2, 

solo podemos sugerir que no había ce'lulas a l tamente p r o d u c t o r a s de a n t i -

cuerpos ant i -gGT en el cultivo primario, que si las h a b f a l a s perdimos durante 

el proceso de expansión celular, o bien, que durante e s t e p T o c e s o las células 

perdieron cromosomas codificantes de los anticuerpos a n t i - g G Í T . 

Al comparar la producción de anticuerpos a n t i - g G T y an t i -FA por las 

clonas D6 y FA respectivamente, no puede explicarse f á c i i r r i e n t e la gran di-

ferencia en los valores registrados; si asumimos que l a s c - í o n a s productoras 

de ambos tipos de anticuerpos son poblaciones c e l u l a r e s p u n a s en desarrollo 

óptimo, y que la diferencia en densidad celular es tan p e q u e r ñ a que no a f e c t a 

esta comparación, podemos sugerir que la diferencia s e d e t > e a algún fac tor 

genético: ¿cantidad de genes que codifican para el a n t i c u e r p o específico?, -



¿regulación de la expresión de ta les genes?; por o t ra parre , revisando el -

s is tema de detección de los ant icuerpos, ¿podríamos asignar la menor f i jación 

de anticuerpos an t i -FA, a una baja densidad de epitopes específ icos en el -

antígeno FA en comparación con el antígeno gGT?. 

En función de la producción de anticuerpos ant i -gGT ( tabla VI), ta l 

parece que no hay diferencia en sembrar células en densidad correspondiente 

a las diluciones 1:5 y 1:10 (siempre y cuando la resiembra sea de células en 

fase log), pero consideramos que sí hay diferencia al sembrar en c a j a y en 

botella la misma densidad celular, ya que en el segundo caso la confluencia 

se logra 12 horas antes que en el primero. Además, es c laro que una incu-

bación mayor a las 36 horas (para una población celular conf luente) , no con-

duce a niveles más altos de producción de anticuerpos. Si ahora comparamos 

los valores de proteína y actividad en anticuerpos ant i -gGT del eluído con -

centrado de la columna de afinidad y de la fracción globulínica precipi tada 

de los SN de cultivo de hibridomas, es obvia la diferencia en ambos p a r á -

metros y en consecuencia la mayor ef iciencia de la producción de ant icuerpos 

monoclonales en líquido de ascit is: 3.8 veces más proteína de ant icuerpos con 

5.65 veces mayor actividad ant i -gGT, para la dilución 1:100 (tabla VII). 

Tratando de ident i f icar alguna caracter ís t ica del complejo gGT/ant i -gGT 

se desarrollaron los ensayos de la tabla VIH. Los resultados nos llevaron a 

proponer que el ant icuerpo monoclonal anti-gGT interacciona d i r ec t amen te 

con el cent ro ca ta l í t ico de la enzima gGT o bien, con algún sitio vecino al 

mismo, resultando en es te caso la inhibición enzimàtica de una modificación 

conformacional (en el sitio ca ta l í t ico mismo o en el sitio de reacción con el 



anticuerpo, la cual a f e c t a r í a también 

ser resultado de un e f e c t o alostérico 

t r a to al sitio activo de la enzima. 

al c e n t r o ca ta l í t i co) , o pudiera también 

que impide o l imita el acceso de subs-



VI. C O N C L U S I O N E S 

1. Se obtuvieron los ex t rac tos purif icados de gGT y FA de riño'n 

porcino, con un grado aceptab le de pureza, para la producción de los a n t i -

cuerpos monoclonales, sin cambiar sus ca rac te r í s t i cas ant igénicas 

2. Los ratones BALB/c (hembras), respondieron a los antfgenos solubles 

gGT y FA de epitelio renal de porcino, mediante la síntesis y liberación a la 

cor r ien te sanguínea de los ant icuerpos en niveles de tec tab les por el p r o c e d i -

miento de RIA utilizado. 

3. La administración i.p. de los antígenos gGT y FA en ACF, e s t i m u -

ló en bazo la formación de células p lasmát icas específ icas de los antfgenos 

gGT y FA en cantidad tal que pudo desarrol larse una adecuada población de 

células híbrido productoras de los ant icuerpos deseados, de las cuales se 

par t ió para hacer c recer los correspondientes hibridomas. 

4. Como resultado de 2 procesos de fusión se logró el a is lamiento de 

clonas productoras de ant icuerpos con especif icidad hacia las enzimas gGT y 

FA. Tanto por reproducción jn vitro como in vivo de las clonas an t i -gGT 

se obtuvieron los respectivos anticuerpos monoclonales que fueron purif icados 

por c romatogra f ía de afinidad en columna de Proteína A de S. aureus; el 

proceso de producción de ant icuerpos monoclonales ant i -FA se condujo hasta 

la e tapa de desarrollo in vitro. Las ef ic iencias de fusión fueron de 88.45% y 

80.40% para gGT y FA respect ivamente y el rendimiento en ant icuerpos 

monoclonales an t i -gGT fue de 1.65 mg/ml por cultivo in vitro y de 6.248 

mg/ml por cultivo in vivo. 



VII. R E S U M E N 

Se reportan los protocolos que se siguieron para preparar los ant ígenos 

solubles gama-glu taml l t r ans fe rasa y fosfatasa alcalina (de riñdn porcino), 

para est imular respuesta inmune humoral, hacia ta les antígenos en ra tones 

BALB/c, y para inducir fusión celular que condujera primero, a la formación 

de híbridos inmortales productores de anticuerpos con especificidad hacia los 

antígenos ci tados y, segundo, a la producción de los correspondientes an t i cue r -

pos monoclonales. Se describe también la metodología para la producción de 

ios ant icuerpos monoclonales en líquido de ascitis,y para lapurif icación de los 

mismos en columna de Proteína A. 
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