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RESUMEN

Se obtuvieron cuatro anticuerpos monoclonales secretados por hibridomas generados mediante la
fusion del mieloma P3/x63.Ag8.653 con linfocitos esplonicos de ratones inmunizados con fibronectina
purificada a partir del plasma humano.

Se selecciono el anticuerpo monoclonal F1Fn-R/1-B2/A1 para realizar los estudios de especificidad de
este tanto por la molécula utilizada como antigeno como por la que se encuentra en el plasma.

Se demostré que el anticuerpo monoclonal reconoce la molécula de fibronectina plasméatica humana.
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INTRODUCCION

La glicoproteina fibronectina (FN) se conocié en 1948 como un contaminante del fibrinégeno del
plasma. Se pudo aislar mediante el método de fraccionamiento frio de Cohn's, y como se precipitaba a
4 grados Celsius, el nombre original fue globulina fria insoluble (1). Mas tarde fue caracterizada y se
encontré que era el mayor componente del plasma humano (2). Su nombre en latin significa fibras de
enlazamiento ya que es capaz de unirse a fibras colégenas de tejido conectivo (3).

Se encuentra en dos formas: una soluble presente en el plasma a una concentracion de 0.3 mg/ml y
otra altamente insoluble, llamada fibronectina celular o de tejido asociada, la cual timolecular
compuesto por dos subunidades unidas por puente disulfuro con pesos moleculares aproximadamente
de 230.000 y 250.000 Daltons (5).

Se ha reportado que la FN estd directamente envuelta en ciertos mecanismos de defensa del
hospedero funcionando como una opsonina no inmune que ayuda al sistema reticulo endotelial a
eliminar los restos de células, bacterias y agregados de hongos. Se sugiere que estimula la produccién
de interleuquina 1 por los monocitos (6).

En tejidos humanos normales la inmunoreactividad de la FN se presenta como pequerios filamentos de
tejido conectivo extracelulares y de membranas basales (7).

El papel de la FN en los procesos malignos de la mama ha sido ampliamente estudiado. Ensayos in
vitro han demostrado que se produce FN en células, malignas y benignas, de epitelio mamarios de
raton, rata y humanos en cultivos y, ademas, estos mismos tejidos, mostraron inmunoreactividad para
esta glicoproteina por métodos de tinciéon inmunocitoquimicos (8).

La inmunoreactividad de la FN demostrada en células epiteliales de mama in vivo ha sido un gran
hallazgo, la reaccion mas intensa se ha observado en células tumorales con crecimiento individual y
en poblaciones celulares de carcinomas iferenciados,asi como,en células metastésicas de nédulos
linfaticos (9).

En nuestro pais no existen reportes de anticuerpos monoclonales (AcM) contra la FN. En los dltimos
aflos, se comercializan, en varias casas, productos que pueden emplearse en técnicas de



inmunohistoquimica para la deteccion de FN en células en cultivo, secciones de tejido congelado y
como un marcador discriminante entre carcinomas invasivos pequefios y lesiones proliferativas
benignas de mama. También para la cuantificaciébn de esta molécula por inmunodifusion radial,la
inmunofijacion y determinacién por electroforesis de esta proteina en el suero.Se oferta,ademas, como
una fraccion de inmunoglobulina G (IgG) antifibronectina conjugada con peroxidasa.

El objetivo del trabajo consiste en obtener hibridomas secretores de AcM que reconozcan a la
fibronectina humana plasmatica.

MATERIALES Y METODOS

Antigeno:

El extracto antigénico de FN humana plasmatica con una concentracion de proteinas de 1500 ug/ml
fue suministrado por el Instituto Nacional de Hematologia e Inmunologia.

Inmunizacion:

Se realizaron dos esquemas de inmunizacién con 4 grupos de seis ratones Balb/c hembras de seis a
ocho semanas de edad y peso corporal entre 22 y 24 g. En los grupos | y Il se empleé el método escrito
por Williams y colaboradores (10) y en los grupos Il y IV un esquema de inmunizacion tépico (11, 12).
(Tablas 1y 2).

Fusidn,cultivo y clonaje de hibridomas:

Se realizaron dos fusiones independientes,siguiendo los principios béasicos descritos por Kohler y
Milnstein (13) con algunas modificaciones (14) . Las células esplénicas se hibridizaron en proporcion
10:1 con el mieloma P3/x63.Ag8.653, empleando polietilenglicol y se sembraron en placas de 96 pozos
(Nunc), a una concentracion de cien mil células por ml de medio, y 150 ul por pozo. El medio de cultivo
selectivo empleado fue DMEM-F12 (1:1) (Sigma Chemical Company), suplementado con 10% de suero
fetal de ternera (Tecnomara ), 26 mM de bicarbonato de sodio, 18 mM de HEPES, 2 mM de L-
glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 0.05 mM de 2-mercaptoetanol y antibiético, al cual se le afiadio
hipoxantina hasta 0,03 mM, timidina hasta 3 uM y aminopterina hasta 0.4 uM.

A los 14 dias se elimind la aminopterina del medio, y se comenzé el ensayo de anticuerpos en los
sobrenadantes de los cultivos de hibridomas que exhibian buen crecimiento.Los cultivos de hibridomas
secretores de anticuerpos especificos se clonaron y reclonaron por dilucién limitante,y se expandieron
progresivamente para su criopreservacion e inoculacion a ratones.

Ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA para la deteccién de anticuerpos en los animales inmunizados y
cultivos de hibridomas:

Se desarroll6 un método de captura de anticuerpos en placa de 96 pozos, la determinacién se llevé a
cabo por un sistema ultramicroanalitico. Se recubrieron las placas durante 12 horas, a 4 grados Celsius
con 10 ul por pozo, de una solucién cuyo contenido era 5 ug de FN por ml de tampdn de recubrimiento.
Las placas se lavaron y se afiadié 10 ul de suero de ratén o sobrenadante de cultivos de hibridomas a
cada pozo. Después de una hora a 37 grados Celsius, las placas se lavaron y se incubaron una hora
con el conjugado anti-inmunoglobulina de ratén en conejo con fosfatasa alcalina. Después de tres
lavados,se adiciond el sustrato y se dejo reaccionar 30 minutos a temperatura ambiente.

Purificacion del AcM:

La purificaciéon del AcM a partir de liquido ascético se realiz6 por cromatografia de afinidad con Proteina
A Sepharosa (Pharmacia).

Ensayo de especificidad de los AcM por immunoblotting.

Electroforesis:

Se utiliz6 SDS-PAGE en PhastGel, gradiente 10-15 con tampones discontinuos, donde se corrieron
muestras de FN pura y plasma humano preparados sin inclusidon de 2-mercaptoetanol en el tampén de
muestra.

Immunoblotting:

Las proteinas separadas por electroforesis fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (NC).
Luego del bloqueo, con leche descremada al 4% durante una hora, se incubaron los anticuerpos



durante 18 horas a 4 grados Celsius. Posterior al lavado, se afiadio la anti-inmunoglobulina de ratén en
conejo biotinilada 1:1000 (Dakopatts) 1 hora a 37 grados Celsius,luego del lavado,se adicioné el
complejo avidina/biotina (Dako) 1 hora a 37 grados Celsius y después de un ultimo lavado, la reaccién
se revelo al afiadir el sustrato 3-Amino-9-ethylcarbazole (AEC) (Sigma Immuno Chemical).
Cuantificacién de inmunoglobulina G (IgG):

Se cuantificd por el sistema inmunoenzimético de fase soélida que se produce en el Centro de
Inmunologia Molecular.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los esquemas de inmunizacion empleados resulto el que se aplico a los grupos de animales Il y 1V,
donde se obtuvo titulos de anticuerpos desde 1:5000 hasta 1:20 000. En los grupos | y Il los titulos de
anticuerpos fueron inferiores a 1:1000. Estos resultados no coinciden con los de Williams y
colaboradores (10), quienes utilizaron el esquema para obtener anticuerpos de alta afinidad.

De los grupos Il 'y IV se seleccioné el animal de mayor titulo para llevar a cabo la fusién celular. Diez
dias después, se evalud la misma, los resultados se muestran en la tabla 3. Los cuales coinciden con
reportes anteriores y superan otros resultados. Valores de eficiencia de fusion superiores al 60% son
considerados como muy satisfactorios (12, 15).

El tamizaje de los 234 pozos, donde se observo crecimiento de células hibridas concluyé con la
seleccion de ocho hibridomas altamente secretores de anticuerpos anti-fibronectina humana, el
hibridoma F1Fn-R/1-B2 se sometié a un primer clonaje, donde el 100% de los clones obtenidos
secretaban anticuerpos especificos. El hibridoma F1Fn-R/1-B2/Al seleccionado se sometié a un
segundo clonaje y se obtuvieron resultados iguales al anterior, lo que demuestra su monoclonalidad
(12). Por ultimo, se eligieron cuatro hibridomas para la confeccién de un banco de trabajo y posterior
caracterizacion.

Los valores de cuantificacién de IgG se muestran en la tabla 4.

Con los resultados obtenidos del inmunoblotting se demostro6 la especificidad de reconocimiento del
AcM.Al enfrentarlo a la fibronectina y al plasma humano se observé una sola banda que se
corresponde, en ambos, con el patrén de 340 000 Daltons.
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ANEXOS

Tabla 1. Esquema de inmunizacién empleado en los grupos | y I

Subgrupo A: Donantes de esplenocitos.

DIA 0: Inoculacién de 100 g de FN + ACF, 0.2 ml,IP.

Subgrupo B: Receptores de esplenaocitos.

DIA 27: Irradiacién con 600 rads de Cobalto-60

Subgrupo A:

DIA 28: Sacrificio y obtencién de esplenocitos.

Subgrupo B:

DIA 28: Trasplante de 20 millones de células + 25 g de FN,

DIA 33: Sangria. Evaluacion de titulos.

Dia 34: FUSION.

Tabla 2. Esquema de inmunizacién empleado en los grupos Il y IV

Dia Dosis Adyuvante Via Adminsitracion
0 100 Completo 0,2 mi IP

7 100 Incompleto 0,2 ml IP

14 100 Incompleto 0,2 ml IP

17 Sangria-evolucion de titulos

21 50-0,1 ml v

24 Fusion




Tabla 3. Evaluacion de la fusion

Pozos sembrados Pozos con ceacimiento % de hibridos Eficiencia
288 234 81.25
No de hibridomas Primer clonaje Segundo clonaje seleccionados

Tabla 4. Resultados de la cuantificacion de IgG de los sobrenadantes de cultivo metabolizado
correspondientes a los hibridomas seleccionados

AcM Hibridoma IgG (ug/ml)
1B-2 Al/A11 9,55

1B-2 Al/C2 10,70

1B-2 A1/C10 9,90

1B-2 Al/F7 10,30




