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INTRODUCCION

En 1975, Kohler y Milstein fusionando mieloma y células
plasméticas obtienen un hibridowa capaz de crecer en
laboratorio, ademds de producir anticuerpos de una egspecificidad
predefinida, a los cuales 1llaman anticuerpos'monoclonales, poar
nrovenir las colonias de una sela célula, lo cual marca una
aueva etapa en la inmunologfa, por la gran utilidad que esto

‘representa para identificar células o moléculas. (Kohler vy
Hlstein, 1975).

Los anticuerpos son protefnas globulares, con un peso
‘olecular promedioc de 150,000. Estdn formadas por cuatro
cadenas peptf{dicas wunidas entre s{ por enlaces disulfuro. De
las cuatro cadenas, cada par es idéntico entre s8{, dos cadenas
.demen un peso molecular de 25,000 y son 1lllamadas cadenas
ligeras y 1las otras de peso wmolecular promedioc de 50,000 scn
lamadas cadenas  pesadas. Esquemdticamente (fig. 1), 1la
molécula se representa en forma de Y, de acuerdo a ohservciones
ealizadas en microscopf{a electrdnica (Roitt, 1980). El
extremo amino se localiza en la porcidn donde se ehcuentran
rOximas las cadenas pesadas y ligeras y el extremo carbaoxilo en
ra base de la Y, donde solo se encuetran las cadenas pesadas.

Los aminodcidos que constituyen las cadenas presentan
uentes disulfuro intracatenarios gque al unirse forman asas de
ipraximadamente 110 residuos. A cada asa se le da el nawbie ue
ominio e -0: @ {:0Azl.~ a.~ _» _o.a.ica. en e. paiwes dominio
lel extremo amino varfan de una molécula a otra, en tanto el
2estc permanece invariable; por lo gue 8 la primera regidn se le
ienomina variable vy al resto constante. Dentro de la regidn




~variable existen 2zopnas que se combinan directamente con el
entfgeno y que presentan un grado de variacidn mayor y que por
tanto son llamadas regiones hipervariables.
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Fig. 1 Molécula de Inmunoglobulina G
(tomado de Roitt, 1980)

S5in embargo, también se pueden encontrar variaciones en

la porcidén constante de las cadenas pesadas vy por tanto ‘en
cuanto al tipo de aminodicidos; con base en estas diferencias se

agrupan en cinco clases llamadas inmunoglobinas A, D, E, G, M,
.que se abrevian como: IgA, IgD, IgG, IgE, e IgM. La porcién




sonstante de las cadenas ligeras puede ser de dos tipos, llamadas
~appa (k) y Lamda ( ), (Roitt, 1980).

4 Los anticuerpos constituyuen una importante herramienta
n la investigacidn, ya que gracies a su especificlidad permiten
marcar e identificar moléculas aunque con el inconveniente de
er policlonales, vya que al 4inyectar a un animal con una
substancia extrafia para &1, el ocrganismo al no reconoccerla como
‘ropla empieza a secrectar una familia de protefinas para
combatirla, éstas proteinas san las inmunoglobulinas o
anticuerpos, ellos no reconocen a toda la molécule extrafa, sino
jole una porcidn de ella llamada determinante antigénico, por
lo que se forman tantos anticuerpos como determihantes paosea el
mmtigeno, lo que csusa que el suero contenga una gran variedad
de anticuerpos.

.

Loé anticuerpos se producen cuando los linfocitos B
entran en contacto con el anitigano y con mediadores de los
1infocitos derivados del timo, sufren una serie de cambios
norfolégicos transformindose en células plasmaticas _
productoras de anticuerpos y en otras células que guardan la
informacidn del antigeno y que par ello son llamadas linfocitaos
de memoria. (Lermner y Dixon, 1973).

La entrada de substancias extrafias al organismo puede
ocasionar dos tipos de respuestas: Una que se caracteriza por la
produccidén vy llegada al torrente sangufnec de una gran cantidad
de anticuerpos, llamada Trespuesta inmune humortal y la respuesta
inmune celular que se caracteriza por la presencia de linfocltos
T "sensibilizados" y que sintetizan linfocinas.




Cuando una célula de mam{fero encuentra un antfgeno N
por primera vez s8se da lugar a una respuesta primaria, la cual
muestra una cinética que se puede apreciar en la fig. 2. Sin
embargo, si el organismo encuentra posteriormente al antigeno,
sy respuesta serd m&s réapida vy dé mayor magnitud. Esto es
debido a que los linfocitos durante 1la respuesta primaria
producen no solo células efectoras sino también células de
memoria, las cuales retienen la capacidad de producir una
progenie posterior de células tanto efectoras como de memorlia al
ser estimuladas por el antfgeno ur;ginal (Hood et al, 1978).
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Fig.2 Cinética de la aparicidén de inmunoglobulinas 1
: i

en el suero, debido a una inmunizacidn t
primaria y secundaria.
(Basado en Had et al, 1978)

La teorfa de la seleccidn clonal 4indic ague cada
célula plasmdtica tiene la informacidn encesaris para fabricar
un determinado anticuerpo, por lo que al alslar una de ellas se
originard una colonia de <c¢élulas idénticas o clona, la cual
producird un solo tipo de anticuerpos denominados monoclonales;




aunque aquf el problema que se presenta es la dificultad para
mentener creciendo "in vitro" células plaaméticas productoras

de anticuerpos, durante 1largoc tiempo, vya que su vida meida en 'f( F
cultivo es relativamente corta, aproximadamente de dos semanas. }g: J
Una solucidn a este problema era el conocimieno de los mielomas, '@i :
yva que estos se reproducen activamente y secretan un solo tiepo wi |
de anticuerpo, sin embargoc no es posible conocer contra que § ¥
antfigenc se sintetizan dichos anticuerpos. Teniendo as{ daos % i
tipos de <células, las plasmaticas productoras de anticuerpos y :

las d mieloma capaces de proliferar activamente "in vitro", una

solucidén era la hibridizacién para tener en una sola "célula" 2
las dos caracterfsticas es decir, el mantener las clonas durante zf
largos periodos vy el conocimeinto de 1la especificidad de los o
anticuerpos sintetizados.

La hibridacidn celular no era descanocida pues Barsky
(1960) 1a pudo observar cuando estudid dos l{neas celulares
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heteroploides de ratén que crecian Jjuntas, encontrd 1la
aparicidn de una nueva linea celular con un ndmero de
cromosomas cercano a la suma de las dos en estudio, estas eran
claramente c¢élulas hibridas que contenfan en el nicleo los
genomas de las dos parentales. Sin embargo, la formacién
espontdnea de cNelulas hibridas es un evento muy poco comin en
cultiveos mixtos de células de cualquier orifgen.

Harris vy UWatkins (1965) descubren y publican el uso del
virus Sendal para aumentar la frecuencia de la fusidn celular de
diferentes especies como son las humana (HelLa) y la del ratén,
con lo cual se 1logran formar hibridos de multiplicacidn

indefinida. Cuand se requierc aislar las colonias de células
hfbridas de 1las progenitoras, se recurre al empleo de medios

selectivos gque permitan el crecimiento dnicamente de 1las
* hibridas.
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"En 1964 Littlefield basado en estudios de genética
microbiana desarrolla un medio selectivo para células de ratNon,
una resistente a 1la B8-azaguanina vy por tanto deficiente en la
enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT ) y
otra resistente 8 la S-bromodesoxiurldina y por tanto deficiente
en la enzima timidin cinasa (TK ), dichas enizmas se requieren
para una de las dos vias de sf{ntesis de nucledtidos, la
'bllamada via de salyacién, por lo que ambas solo pueden utilizar
la vi{a "de nova" para esta sintesis, Dicha via es susceptible
de ser blogueada por la aminopterina (A), (andlogo del &cido
f8lico)con 1lo cual solamente las células que se hibridicen, al
compartir su carga genética, podrdn subsistir en un medio caon A
(fig. 3)

AZUCARES + AMINOACIDOS via "de novo"

N

nucLEOTIDOS —STES via ge-€alvacidn
iGPRT

AMINOPTERINA

NUCLEOTIDOS>DNA

Fig. 3 V{as de la sintesis de nucleftidos
(Adaptado de Ephrussi, 1972)

HBasados en este sistema de seleccidn, Davidsan vy
Ephrussi (1965) desarrollaron un sistema gsemiselectivo en el que
se emplea solo una célula HGPRT y otra normal y se crecen las
hibridas en presencia de A (Ephrusai, 1972).
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. En 1975 Pontercorvo introduce el pniietilen glicol
(PEG), el cual demuestra ser un eficiente fusfigeno de células
de mamiferos. Se han probado variaciones a la técnica de uso
del PEG, como la adiciénde dimetilsulfoxido (DMSO) en
porcentajes bajos (Norwood, et al, 1976); 1la fusién en presencia
de lectinas (Mercer vy Schlegel, 1979) y el hacerlo en medios
‘libres de calcio (Schneiderman et al, 1979), todo esto con la
iden de incrementar el procentaje de fusifn celular y reducir el
tiempo de exposicidn al PEG dada su citotoxicidad.

La hibridacion de células somAticas ha sido muy Gtil
parz distinguir las diferentes expresiones de los genes humanos vy
leclizar su posiscién en 1los respectivos cromosomas, para
distinguir los productos de diferentes especies y ha sido una
herramineta muy importante en el mapeo genético (Ruddle vy
Kucherlapati, 1974), pero en la actualidad su suo se ha extendldo
a diversos campos de la investigaciNon, desde gue la hibridacién
celular es la base para la obtencidén de anticuerpos monoclonales
y estos se sintetizan en contra de una amplia variedad de

antigenos (cuado 1).

. Una caracter{stica de 1las células hibridas es su
tendencia a perder cromosomas hasta gue se estabilizen, por lo
cuzl el ndmereo cromosdmice de un hibridoma es menor al nimero
esperado de la combinacidn de los progenitores. La pérdida de
cromusomas se realiza al azar, con lo cual pueden perderse los
homtlogos de cualquiera de las dos células originales, lo que
puvde provocar la presencia de hibridomas gue no subsistan en
redlo selectivo, asi como otros que dejen de sintetizar

el anticuerpo deseado, por lo que periddicamente se habrd de
probar contra el antfgeno 1la cloﬁa que estNa produclendo el
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anticuerpo deseado y sublonanda las colonias positlivas.

Cnn esta metodologfa se pueden obtener anticuerpos de
una sola estirpe contra précticamente cualquier molécula con
propiedades antigénicas o contra haptenos conjugadas con un
acarreador, la _cusl explica el auge de 1los anticuerpos

Epea- s mmny g
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monocclonales.

CUADRO 1

ANTIGENOS EN CONTRA DE LOS QUE SE HA
LOGRADO PRODUCIR ANTICUERPOS MONOCLONALES.

RECEPTDRES DE MEMBRANA
Acetilcolina Nicotinico (GAmez et al, 1979 y Lennon
et al, 1980)
Estrofilina (Greene et al, 1980)

Acetilcolina (Lennon y Lambert, 1980; Moshly-R et al,

1979 y Tzarton y Lindstrom, 1980)

PROTEINAS o
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (Dao et al, 1982)
Serotonina (Chan-Paly, 1979)
“Glicoprotefnas de membrana (Edwards, 1980)
Coldgena (Linsenmayer et al, 1979 y Linsenmayer
vy Hendrix, 1980)
Albdmina (Doyen et al, 1981)
Transferrina (Bartek et al, 1982)
Glicol{pido (Young et al, 1979)
ANTIGENDS DE SUPERFICIE CELULAR

De histocompatiblilidad y H-2 (Askonas y Webster, 1980)

e T
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11

Retina (Barnstabel, 1980) : ;Uf

Eritrocito A y HLA (Barnstable et al, 1980)

Sangre periférica (Eisenbarth et al, 1980) ;

Membruna plasmitica (Eisenbarth et al, 1979) : iﬁ

H -2 (Epstein et al, 1580) , !

de ratdn (Himmerling, 1978)

Histocompatibilidd (Lemke, 1978) : r

HLA-AZ2 (Parham y Bodmer, 1978) ‘?

Linfocitos T (Le Bien y Kersey, 198D) '
‘MICRODHRGANISMOS

Toxoplasma gondii (Sethi et al, 1980)

Schistosoma mansoni (Verwaerde et al, 1979)
VIRUS

Capside viral (Oroszlan y Nowinsky, 1980)

Herpes simplex (Balachandran et al, 1982 y_Zweig et al, 1 .

1979) §

Leucemia (Nowinski et al, 1980 y Lostrom et al, 1979) |

Rabia (Wiktor y Koprowski, 1978)

Nucleocaopside (Flamand et al, 1980)

Glicoproteina viral (Flamand et al, 1980b y Frankel

' et al, 1979)

S5V-40 (Burney et al, 1%80) '

Epstein-Barr (Hoffman et al, 1980) !
VARIOS o

RNA-Ribnsomal (Eliat, 1980) | ‘ .

DNP (Eshhar et al, 1980 y Liu et =1, 1980)

Teratocarcinoma (Goodfellow et al, 1979)

DNA Hann et al, 1380)

Hormona de crecimiento (Ivanyi y'Davies, 1980) . it

Inteferon (Scher y Burke, 1980 y Hochkeppel et al, 1982)

Carbohidratos (Bundle et al, 1982) .
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FERTILIZACION,

En mami{feros, la reproduccién se lleva a cabo cuando
un espermatozoide 1llega hasta el dvula, atravesando la gruesa
capa que 1lo recubre para alcanzar 1la membrana plasmitica,’
poniéndose de esta manera en contacto los ndcleos haploides
nasculing vy femenino para completar asi el némero cromasémico
caracteristico de 1la especie y dar orfgen al huevo, el cual
Jor sucesivas divisiones dard lugar a un nuevo ser.

Ei pioueso ue .8 fe.urdunlf= puede lividivs. g~ tren
frs s “rin~ima‘es: i | rerano ‘i~-isnto te? byl pr =1
s~ermatozolide, 13 ieguiauldn de la eﬁtrada de espermatozolides
31 dvulo y la activacidn del metabolismo del Svulo para dar

omienzo 1la divisidn celular y el desarrollo embrionario (Epel,
1977) .

el reconocimiento del espermatozoide y el dvuls,
equiere de 1la previa ‘asnciacién de éstos, lo gque involucra
na . unidn preliminar del espermatozoide a un receptor
spec{fico, localizado en 1la porcién mas extrerna de 1la
ubierta del d6vulo y que aparentemente es la porcidén gldcida
2 una glicoprotef{na (Florman, 1983), dicho recepter es
esponsable de prevenir la polispermia y gque espermatozoides de
@ especie no fertilicen a otra (Hanada, 1972), lo que se
ymprueba a8l presentarse la fertilizacidn entre diferentes
ipecies cuando se remueve la capa gelatinosa que cubre al
'ulo y con ello al receptor (Yanagimachi, 1972).

Al entra: en cantacta el eéparmatuzoide co la capa

- |



gelatinosa, 6 zona peldcida, que recubre al évulo, ciertas
substanciss de esta capa interactdan con la porcidn anterior
de la membrana plasmatica del espermatozoide, llamada acrosoma,
la cual a consecuencia de su interaccidn 1libera enzimas: B
acrosina, hialuronidasa y proteasas, que le permiten abrirse U
paso por una abertura de la capa que envuelve al 6vulo y llegar {.
hasta la membrana plasmitica (Epel, 1977; Dunbar et al, 1981). J

Los ovocitos de muchss especies estan rodeados por
envolturas que incluyen 1la zona peldcida (ZP), en mam{feros 1}
(Austin, 1961 y Pika, 1969) vy peces (Nakanoc, 1969) vy 1la ii
envolutra vitelina en invertebrados (Heller, 1976 y Glabe, 1977) ,}
y anfibios (Wolfe, 1976). La ZP en mamiferos es la estrucutra ?
glicoproteica extacelular que rodea 1los ovocitos; es formada b
durante el desarrollo del ovocito, rodea al embrién después de .
la fertilizacién v permanece en este sitio hasta 1la i
implantacidén (Dunbar, 1983). La ZP desempefia varias funciones
como son: El reconocimiento especie especi{fico del esperma
(Yanagimachi, 1972), la prevencién de ls polispermia (Dunbar et
al, 1981) 1a vproteccién mecédnica del 6évulo en el ovario
(Sacco, 1981), del embridn durante su paso a través del
oviducto (Bwatkin, 1963), 1la regulacidn csmdtica del huevo vy ‘
del embridn, el mantenimiento de un patrdn de divsidn normal o
vy la prevencidn de 1la fusibén del huevo (Mintz, 1962), asf |
como la prevencidén de la adhesidn del hueve en el oviducto
(Modlinski, 1970).

Cuando el espermatozoide se pone en contacto con la
superficie del huevn, en algunas especies s8e origina 1la
reaccifn cortical que principia con la ruptura de los granulas
corticales, la fusién del espermatozoide con la membrana




plasmitica del huevo vy la liberdcidh del material de los
grdnulos corticales en el espacio perivitelino (Szollozi, 1967)
este material que probablemente s8sea una enzimé parecida a la
tripsina, parece hidrolizar parcialmente ciertas protefas de la
P, originando la destruccidn o alteracién de sitios
receptivos espermaticos, ademds de incrementar la resistencisa
de la zona al ataque quimico.

Dada la importancia de esta estructura durante la
fecundacidn, ha despertado interés el conocer mis a fondo
cual es su composicién quimica y morfoldgica y que cambios se
presentan durante este proceso, as{ se han hecho estudios
bioqufmnicos estructurales que 1indican que .su composicidn
quimica y estructural son complejas.' Al verse bajo
microscopfa de luz aparece como una mgmbrana trasldcida con un

srosor: de 1 a 27 um (Dunbar, 1983), como se puede apreciar en el

suedre 2 y con un didmetro de 60 a 70 um (Dunbar et al, 1978)
iependiendo de la especie. ' '

Existen diferencias entre’ las especies en esta

'gstructura, en tantu en algunas eépecies es homagénea camo en
1l cerdo, (Fig. 4B). En otros se pueden apreciar dos o més
apas concéntricas diferentes en densidad y apariencia como en
1l caso de la ZP de conejo (Fig. 4LA). Cuanda hay vaerias capas
na es mds granulosa que otras (Sacca, 1981).

La microscopfa electrfnica de transmisiédn, muestra
'a intrincada estructura filamentuga. Desde que se desarrolla
l primer cuerpo polar se retraen las vellaosidades y se forma elv
rpacio perivitelino. ’




CUADRO 2

TAMANOS RELATIVOS DE ZONA PELUCIDA
DE ALGUNAS ESPECIES DE MAMIFEROS. ' J

D D S G G D A G G GF D G M W G G TR S SR G G D G S G R SR RS U S U S R T G D W G G G G R P AL D G b G L SO B G G W

Grosar de 1ls

Especie ' Zona (um) Referencias
- Zarigteya : 1-2 J.M.Bredfor 1’
(Com.Pers.) j§3
Ratén 5 Lowenstein y Cohon i
1964 #
Hamster 8 Austin, 1961 ?
Humano ' 13 . Austin, 1961 _
Oveja (madura) . 1.5 Wright, 1977 B |
Oveja (inmaduro) .5  uright, 1977 N |
Conejo 15 Austin, 1965 N |
Cerdo 16 J.M.Dunbar, no i 3
publicado } ‘
Vaca 27 Wright, 1977 !
cmmemmeececesmecmmem e eemme—e———ee———— S cmec—eca—— ———— i

Tomado de Dunbar, 1983.

Fig. & Ovocito de: A Conejo B Cerdo
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‘ La microscopfa electrénica de barrido muestra que la
ultraestructura de su superficie consta de una red de fibras que
presentan numerosos poros de varios tamafios. Estos poros son
mayores en la superficie externa y decrecen hacia el interior
(Dudkiewicz, 1977 y Sacco, 1981) (fig. 5).
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Fig. 5 Microscopfa electrénica de barrido de la zona
peldcida :
de ratén. A) 6,800 X 8) 17,000 X
(Tomada de Sacca, 1981).

Los estudios sobre las ﬁropiedades fisicoquimicas de
l1a° ZP habfan avanzado lentamente debido al pequefio tamafio del
ovocito (157 um), el reducido grosor de la zona y la dificultad
pars abtener suficliente cantidad de material no contaminadc para
proceder a su andlisis, pero gracias a wuna técnica
desarrullada por Dunbar et al (1980) ha sido posible ocbtener una
mayor informacién. As{ se sabe actualmente a partir de
estudios realizadaos en ZP porcina, que esta se compone
principalmente de una 71% de protefnas y un 19% de
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carbohidratos (Dunbar et al, 1980); entre los monoscaridos
encontrados estan los que normalmente se encuentran en las
glicoprotefnas: fucosa, manosa, galactosa vy dcido N-acetil
glucorénico, as{ como ésteres de sulfato y fosfato. (cuadro

3)

Se han reportado contenidos protéicos de 1.8 a 4.8 ng.
en ZP de ratén, 5 ng. en rata y 33 ng. para ZP de cerdo
(Lowenstein vy Cohen, 1964; Bleil vy Wassarman, 1978; Repin y
Akimova, 1976 y Dunbar et al, 1978). '

CUADRO 3

CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LA ZONA
PELUCIDA DE CERDO.

Protefna Totsl
Componente ng./zona ug/mg %
Proteina 33 1,000 71
Hexosas Neutras 8.7 264 19
Acidos Urénicos 1.1 34 2.4
Acido Sidlico 1.3 38 2.7
Acil-4cido graso © 1.3 38 2.7
Sulfatos 0.59 18 1.3
Fosfato 0.50 15 1.1

Total L6.5 100.2
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Aunque hay un reporte (Noda et al, 1983), en gue solo
ge obtienen dos glicoprotefnas de peso molecular 60,000 vy
96,000, 1los experimentos realizadas par Sacco et al (1981) y los
realizados por Dunbar et al (1980), con electroforesis
bidimensional en gel con dodecilsulfato de sodio (S5DS) indican
que la ZP porcina esta compuesta por tres familias de
glicoproteinas (fig. 6). Cuyos miembros presentan pesos
moleculares muy similares, un pH &cido y con un pl variable
(Hedrick vy UWardrip, 1981), vy gque 1la interaccidn de estas
macromoléculas forman complejos supramoleculares. Se sugiere
que las interacciones na covalentes entre las macromoléculas
glicoprateicas = mantienene la integridad estructural gruesa de la
zona y que la ruptura de estos puentes por calor, cambips de pH
o de fuerza idénica, dan como resultado una preparacidn de ZP
solubilizada compuesta de complejos supramoleculares. La
integridad de estos complejos se mantiene por fuerzas covalentes

que pueden ser eliminados por agentes reductores coma el

mercaptaoetanol v el S0S, para producir preparaciones

monoméricas.

La electroforesis en gel de poliacrilamida, de
preparaciones de zona solubilizada, ha revelado de tres a cinco
macromoléculas en la ZP de ratdn (Bleil y Wassarman, 1978 y
Repin vy Akimova, 1976), tres de la ZP de rata (Repin y Akimova,
1976) y tres principales en la ZP de cerdo (Dunbar et al, 1980).

Los miembros de wuna familia dada tienen 1la mi{sma
cadena polipeptidica como lo muestran los estudios de mapeo
peptidico wutilizando proteolisis 1limitada (Hedrick y UWardrip,
1981).
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Fig. 5 Eleétrofuresia bidimensional de ZP porcina
solubilizads, mostrando las tres familias
de glicoprotefinas de peso molecular
55,65 y 90 Kd.

Trabajando con electruforesis bidimensional puede
apreciarse que tanto 1la ZP de conejo como la de cerdo y la de
humano estdn compuestas por tres familias principales de
glicoprotef{nas debilmente écidgs, con pesos moleculares
promedic de 55,000, 65,000 y 90,000 daltones (Sacco et al, 1981
y Hedrick vy UWardrip, 1981); en tanto que el mono ardilla
presenta 4 fawilias y s0lo dos:fueron observadas e, le ZP de
ratén (Sacco et al, 1981), aungque se desconcce su distribucidn
topograii.a "1 sit.® LR aies L)
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GHADRO <

PESUS MOLELULARES DE MACROMOLECULAS PRESENTES ' |
EN ZONA PELUCIDA DE VARIAS ESPECIES.

-\---—-------------—-.---—-n---—----—------\._——-——--n--—-—-----—---

Rango de ;
especies Macromolécula peso molecular &
!

1 82,000-118,000
2 58,000~ 96,000
3 40,000~ 74,000 b
Humano 1 . 80,000-120,000 _ |
2 73,000 |
| 3 59,000- 65,000 |
Mono ardilla 1 ’ 63,000~ 78,000
| 2 63,000- 70,000
3 47,000- 51,000
4 43,000- 47,000
1 100,000-118, 000
2
3

83,000-110,000
80,000- 92,000

Rat6n 1 116,000-122,000
2 90,000- 92,000
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En términos de sus propiedades inmunoldgicas, la ZP
presenta un gran interés, vya que anticuerpos preparados en
contra de ella 4inhiben 1la unidén con el espermatozoide,
impidiendo o0 reduciendo la fertilizacidn tanto "in vitro" como |
"in viva" (Durbar y Raynor, 1980) lo cual ya ha sido demostrado | ‘ﬂ
en varias especies e incluso otros investigadores han sugerido
gue estos anticuerpns'puedan estar involucrados en algunos casos
de infertilidad en la mujer, lo cual reviste particular
interés, vya que se han encontrado autoanticuerpos contra zonsa
pelicida en mujeres estériles. (Mori et al, 1979 y Bousquet et |
al, 1982), dichos anticuerpos fueron detectados en el suero del 2
72% de un grupo de mujeres infértiles (Shivers y Dunbar, 1977)
as{ como tembién en mujeres de edad avanzada (Nishimoto et al,

1980), 1lo que sugiere su participacién en algunos casos de
infertilidad.

P

El concepto .de interferencia inmunoldgica, en 1los

e e et

procescs reproductives con fines de control de la fertilidad,
han sido investigados desde hace varios afios, ya que presentan
varias ventajas, porque: 7

1) No son abortivos pero inhiben la fertilizacidn

ii) La fertilizacidn puede ser 6loqueada por anticuerpos
a t{tulos bajos ' _
ii1i) Los anticuerpos de ZP son tejido-espec{ficos

T e TP B/ T e ST 25 5 A SR S o e e R T i B e 17 2 T O T

iv) La ZP de varias especies animales presenta reaccién

cruzada, lo que permite tener una fuente de
material antigénico disponible para su
purificacidn y su caracterizacidn (Shivers,
1977; Dunbar y Shivers, 1976 y Sacco y Shivers,
1978). S

Los anticuerpos producidus en contra de la ZP alteran

su superficie de tal forma que los sitios receptores no pueden




ser utilizados por los espermatozoides, ya que los anticuerpos
ccupan la ZP gque cubre al d&vulo, formandose wuna capa de
precipitacidén en la superficie externa, impidiendo la adhesidn
del espermatozoide, as{ comno 1la lisis de la zona y por tanto
inhibiendo la fertilizacién. Finalmente en el caso de huevos |
fertilizados, estos anticuerpos previenen el escape del embridn ‘
por la zona con lo cual se impide la implantacidn. '

Se ha observado que existe uﬁa reaccifn cruzada entre
la ZP de varis especies; en particular entre ZP porcina y
humana, (Shivers vy Dunbar, 1977), de ah{ que la ZP porcina
resulte un modelo ideal para el estudio de la topografia de la
misma, permitiendo una aproximacién a la humana en cuanto a su
respuesta a 1los anticuerpos y en cuanto a 1la infertilidad

relacionada con éstos.

La deteccién de anticuerpos contra. ZP ha sido
restringida principalmente & métodos de microscopia de luz
como la inmundfluoresencia, pruebas de precipitacibén de la ZP,
2l decremento 'de la disolucidén de la 2P por proteasas y a la
inhibicién de la unifin con el espermatozoide y por tanto de la I
fertilizacién (Dunbar vy Raynor, 1980); por 1lo anterior se
antoja la utilizacidn de una herramienta de marcaje espec{fico
para tratar de profundizar més en este problema. El uso de

anticuerpos monoclonales espec{ficos contra una saola familia de
glicoproteinas de las que componen la ZP, pudieran servir como
marcadores para ubicar su localizacidn topogréfica "in situ",




0BJETIVO:

Obtener anticuerpos monoclonales en contra de una
familia de glicoprotefnas de la ZP, que puedan ser utilizados
como marcadores y para conocer su localizacidn "in situ".

HIPOTESIS:

51 1los anticuerpos monoclonales que se obtengan,
 reaccionan solamente contra una de las familias de
glicoprotefnas, de 1las que componen en un 90% la ZP del dvulo
del cerdo, entonces serid posible emplearlos como marcadaores

espc{ficos para conocer su localizaciédn en la 2P del &vulo.




MATERIAL ¥ METODOS

OBTENCION DEL ANTIGENG:
El santfgenc usado se obtuvo 8 partir
de ovarios de cerdo. ‘

Los ovocitos se extrajeron segin el método de Dunbar
et al, (1980), en el cual ocho litros de ovarlos se pasaron dos
veces por un cortador manual hecho a base de hojas de afeitar
para abrir los folfculos de Graff y dejar en libertad los
ovocitos, los cuales se pasaron a través de una malla de
"nylon® a un recipiente con ocho 1itros de soluciédn reguladora
de PBS-Citrato-EDTA a 4LOC. La solucién fué filtrada a través
de mallas de "nylon" con orificios de 210, 149 y 74 um de
didmetro, para recoger en los dos primeros los restos celulares
v el material lipfdico, partfculas y contaminantes solubles vy
eh el terceroc los ovocitos completos.' £l filtrado es eliminado.
Las mallas se lavaron con solucidn reguladora a presién para
ayudar al proceso de filtracién.

e

Los ovocitos retenidos en la malla de 74 um se pasaron
a través de una malla de 150 um’'y el filtrado fué colectado
~_nuevamente en wuna malla de 74 um; este procesc se repite de 5 a
7 wveces con el fin de obtener una muestra cada vez més pura y
en un voldmen menor. Cada vez se analizf el materisl al
microscopio de diseccidédn para asegurar la presencia de los
ovocitos. '

Una vez obtenidos 1los ovocltos se homogenizaron en un
sperato manual Potter-Elvehjem de teflon, metiendo y sacando el
émbolo suavemente varias veces con el fin‘ de destruir el
ovocito vy separar la ZP del m{smo, el homogenado fué colectado




en un filtro de papel con poro de 50 um y lavado con la
misma solucidn. .
La ZP aislada se saolubiliza con calar (709C por 30 minutos) en 5
ml. de NH HCO SmM, La concentraciOn de protefna de esta
solucién fue de 2.4 mg/ml medida por el método de Lowrv. De
esta solucidn se diluyeron 2mg en 1 ml de solucidn reguladora
para 1lisis, reductora y sin 2-mercaptoetanol (2-ME), con lo cual
se feducen 8 no los enlaces disulfuro. La electroffiresis
bidimensional se realiza por el método de Laemmli (1970), con
el fin de identificar las glicoprote{nas que cnmponeﬁ la ZP.
Para la primera dimensién se practicé un isoelectroenfoque
(IEF) en el que se corrid una tira (slab) de 2 x 8.5 x 0.3 cm
de acrilamida, urea y anfolinas durante 18 hré. a 300 volts, en
el cual las protefnas se separan de acuerdo a su pl.
(O'Farrell, 1975). '

La separacién de protef{nas por su peso molecular se
hiza en un gel de pnliabrilamida al 7%, con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), vy wun gel para equilibrar la muestra; el PAGE o
se prepara segin el método de Laemmli (1970). La placa se |
corrid 18 hrs. y se pasd al gel de Yequilibrio" donde se dejé
por 30 minutos con agitécién constante.

Para el SDS-PAGE se prepard primero el gel de
corrimiento y sobre 61, una vez que polimerizé se colocé el
gel = de "compactacidn® (stacking gel), una vez que se
polimeriz4d éste, se colocd sobre &1 la tira de la primera
dimensién sujetandola con una solucifn de agarosa al 1%, se
aplicéd una corriente de 70 v y se dejé correr por cuatro
horas.

Las glicoprotefnas ya separadas, se pueden hacer

visibles wusando el método de precipitacién con acetato de
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sodio {(Higgins vy Dahmus, 1979) el cual no requiere de tincién,
de esta manera no se alteran las protef{nas con colorantes u
otros agentes, el gel corrido bidimensionalmente se pasa a una
solucién de acetéto de spodio 4 M para precipitar el gel,
excepto donde haya protefnas, por lo que con luz indirecta es
posible 1localizarlas vy marcarlas, para después cortar el gel
con una navaja vy eluirlas segin el método de Gerton et al
(1982), en donde se colocan las protefnas separadas en el
aparato para elucifn electroforética, el cual se coloca en un
dispositivo para electroféresis con circulacidn entre los dos
reservorias para la solucién reguladora, mediante bomba
peristédlica a wuna velocidad de 3ml/min. Se usd una solucién
de glicina, tris y SDS a pH 8.3, se tap§ y se conecto el &nodo
en el +tangque superior dejadndose correr por 18 hrs. con una
corriente constante de 125 V, lo cual fué suficiente para
recuperar la proteina. Hecho esto se retirdé la tapa y se
tomé el eluido con una pipeta Pasteur, de la cémara de
coleccidn, esta se ejuagd con 200 ul de buffer para
incrementar la cantidad de protef{na colectada, se dializf para
eliminar el SDS y se cuantificd la concentracibén de proteina
por el método de Lowry et al (1950) y se desecd la muestra en
un liofilizador.

OBTENCION DE ANTICUERPOS:
o CELULAS: ~
. Se trabajé con células de mieloma de
ratén de la linea P3X63AgB8.653 obtenidas cuatro afos atréds
por KBhler y Milstein (1975). La linea de Kearney tiene la
véntaja de no ser gecretora ni  productora de cadenas de
inmunoglobulina, ademis de ser deficientes en 1la enzima
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HPGRT), la cual
es metabdlicamente requerida para la sintesis de npurinas
(Littlefield, 1964 y Ephrussi, 1972). Estas células se
mantuvieron proliferando en médio de cultivo de Eagle modificado

por Dulbeco (DMEM) suplementado con un 10% de suero fetal de




ternera (Microlab), glutamina (Micrulab), piruvato (Merck)
aminodcidos no esenciales (Microlab), 2-ME (Merck) y
antibidticos, en una atmésfera humeda con 10% de CO2 en aire.

INMUNIZACION:

El método de inmunizacidn usado fué
el descrito por Vaitukaitis et al (1971) con 1ligeras
modificaciones: Treinta dfas antes de la fusifn, se tomaron 4O
ug de antfigenos ZP en 0.25 ml de solucidén salina balanceada
(858)(Microlab), emulsificdndola con 0.25 ml de adjuvante
completo de Freund (CFA) (Difco) e inyecténdose por via
intraperitoneal (IP) en ratones hembra BALB/c de 6 a 8 semanas S
de edad. |

La inmunizacién se repite tres dias antes de la
fusién celular sin usar CFA.

ANTIGENOS: i
Se utilizé la glicoprotefna de peso |
molecular 55,000. (55 Kd), una de las que componen la zona
pelicida de cerdo, reducida con 2-ME (55 K +).

- LINFOCITOS:

Los ratones 4inmunizades 30 y 3 dfas
antes, fueron sacrificados por dislocacidén cervical para
extréer el bazo, el que se obtuvo de tres ratones para que al
mezclarlos se tuviera una mayor probébilidad ue obtener vélulas
productoras de anticuerpas. '~ Los bazos se tranfirieron a una
caja ae Ptetri con 5 ml di SLB v 8. mze viwgn ong U, IMufL0 ue

Jeringa socbre una malla de metal y se pasd el homogenado a un




tubo estéril para centrifugarld a 112 x g por 10 min. en una
‘centr{fuga Sorvall GLC-2; El botdn celular se lavd con 5 ml
de SSB, se centrifugd nuevamente y se contd el ndmero de

1infocitos en una cémara de Neubauer.

TIMOCITOS:

Se. utilizaron a los timocitos como células
*acompafiantes" de los hibrodomas. Para obtenerlos se sacrificéd
un ratén BALB/c de 3 a 4 semanas de edad, y se extrajo el timo,
el cual se macerd con un émbolo de Jeringa de vidrioc sobre una
rejilla de metel, la suspencidn obtenida se pasd a un tubo
estéril, centrifugando a 112 x g por 10 min., en uns
centrifuga Sorvall GLC-2. E1 botdn celular se resuspendid
con DMEM HAT al 2%.

POLIETILENGLICOL:
. Se preparf una solucidn al 50% p/v
en DMEM minimo. Antes de mezclar las células se esterilizd
el PEG (de peso molecular 1540 daltones Baker) a 20 lb de
presién por 20 minutos (Gefter et al, 1977 y Davidson et al,
1976). El pH se alcalinizd con NaOH 0.1 N estéril (Noruwoed,

1982).

FUSION:

Se llevéd a cabo por el método de Galfre et
al (1977), bésicamente se tamarcn 5 X10 células de mielama
en fase de crecimiento 1logasritmico yv 1.5 x 10 1linfocitos de
bazo, se centrifugaron 10 minutos a 112 x g para eliminar el
medic de cultivo y sobre le pastilla celular se agregd 1 ml de
PEG (Kennett et al, 1978 y Pantecorvo, 1976) durante dos minutos

v _.




sgpitanda suave vy constantemente, después se diluyé el PEG con
9 ml de OMEM agregédndolo en 3 y medio min., se centrifugé
durante 10 min. a8 112 x g para eliminar el PEG; el botdn se
resuspendid en 5 ml de medioc HAT y se agregaron los timocitos.
Inmediatamente después de la fusidn se colocaron en placas de
titulacién de 96 pozos (Linbro), colocande 0.1 ml de 1la
suspencibh con aproximadamente un millén de células en cada
pozo. Siete dfas después se agregaron 0.1 ml de medio HT a
cada pozo vy siete dfas después se practicd el ensayo para la
determinacién de anticuerpos en ' los sobrenadantes, donde se

apreciaron colonias.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS:

Los pozos que
presentaron buena proliferacién celular fueron probados
mediante un ensayo enzimitico de fase s6lida (ELISA: Enzime
Linked Inmunosorvent Assay) (Engvall y Perlmann, 1972). Se
agregé a una placa, 0.5 ul de antigeno en cada pozo y se dejd
por 18 hrs. hasta la evaporacién total a 37C. La placa fué.
lavada tres veces cnnvSolucién salina de fosfato (PBS) 0.01 M
pHB8 vy se afiadieran 50 a 100 ul del sobrenadante de los pozos con
colonias celulares, se incubd 20 min. a temperatufa ambiente,
se lavaron las placas diez veces con tween 80 al 0.05% en PBS.
Se adicionaron a cada pozo 50‘u1 de solucién de IgG de cabra
anti-ratdn conjugad a peroxidasa dilufda 1:500 (Cappel)
déjéndose reacclionar por 10 min., las placas se lavaron diez
veces con tween 80 al 0.05% en PBS y se adicionaron 100 ul de
sustrato (ABTS-H 0 ). Cada pozo fué analizado a simple vista o
en un lector de ELISA (Dynatech) a 408 nm (Baorrebaeck, 1981).

CLONACION:

Las ecélulas de los ppzos que tuvieron una




mayor caoncentracidn de santicuerpos, se anselizaron por la
técnica de ELISA, fueron clonadas por dilucidén limitante
segin la técnica de Mc. Kearn (1981), colocéndose de 30 a 50
células en cada pozo de la placa de microtitulacidén (Limbro)
en cuatro ocasiones, utilizando timocitos como células

“acompafiantes®.

EXPANSION:

A partir de la segunda clonacién, las
células con buena proliferacién se expandieron, primero s
placas de 24 pozos, luego a placas de 12 pozos y posteriormente
‘a botellas de cultivo de 25 cm de superficie (Nunc),
finalmente dos millones de hibridomas fueron inyectados por via
IP en ratones BALB/c de 6 semanas de edad, los cuales habfan
sido inyectados par via IP siete y diez dias antes con 0.5 ml
de Pristan (2,6,10,14-tetrametilpentadecano Aldrich) que produce
un tumor ascitico y facilita la obtencién de anticuerpos en
cantidades de 10 a 12 mg/ml (Potter, 1962).

CONGELACION:

Las células hibridas se mantuvieron en
congelacidn para canservar la lfinea. Para ésto 5x10 de
células Ffueron centrifugadas a 112xg durante 10 min en una
centr{fuga Sorvall GLC-2 para formar un botén celular, se
gsepar6 el sobrante y el botén fué resuspendido con 1 ml de
dimetilsulfoxido (DMS0) al 10% en suero fetal de ternera (FCS) y
colecads en un criotubo (Nunc), este se dejé una semana a -70C
en un congelador REVCOD dentro de una caja de poliuretano vy
desp@ﬁs se pasd a8 un recipliente con nitrdgeno 1{quido, donde
se conservaron las células hsta el momento de usarlas. La
descdngelacién se hizo en bafioc Marfa a 37C por uno a dos
minutas v se centrifugaron a 112xg durante 10 min, se
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resuspendieron las células en 5 ml de medio de cultivo y se
guardaron en la incubadora a 37C (Kennett, 1981).

OBTENCION DEL LIQUIDOD ASCITICO:

' De diez a veinte dfas
después de haber inyectado los hibridomas, se aprecif el tumor
sscitico en el rat6n. Para obtener el l{quido de ascitis se
inyectd 5 ml de SSB (Microlab) por via IP y se recobraron
nuevamente con la misma jer;nga obteniendo de esta manera el
flufdo ascftico, el cual se almacend a -70C dentro de una
caja de poliuretans. |

ANALISIS DEL LIQUIDO ASCITICO:
' El flufdo ascitico se
probé con 1las técnicas de UWestern Blott (Towbin, 1979) y
electroféresis (Laemmli, 1970).

Para  probar 1la especificidad de 1los anticuerpos del
flufdo ascftico, se practicé la técnica de Western Blott gue
consistié en una electroforesis transversal. Para ésto se
acoplé entre dos léminas de esponja (3 M) una hoja de papel de
nitrocelulosa v el gel de poliacrilamida conteniendo las
glicoprote{nas de la P separadas por electrofiresis
bidimensinal, esto se prensd con dos placas perforadas de
acr{lico sujeténdolas con dos ligas de hule, y en el sentido
del gelv hacia el papel se hizo pasar una corriente eléctrica.
Hecho esta se tombé el papel de nitrocelulosa y se incubdé una
hora a temperatura ambiente en una solucibén de BSA-TRIS salino
de jdndose en agitacién, se enjuagaron los "blotts" con
solucién TRIS-salina y se incubaron con 10 a 20% de 1{quido

asc{tico en s8olucién (1 a 2 ml de l{quido ascf{tico + 8 a 9




ml de BSA-TRIS-salino) y se dejé en agitacidn durante toda la
noche., Al dfa siguiente se recobré 1la solucién con el
fluf{do acftico vy se enjuagd el papel de nitrocelulosa con la
solucién durante 30 min (tres cambios de 10 min cada uno). Las
muestras se incubaron 60 min en agitacién, con 1.5 ml de
anticuerpos anti IgG de ratén conjugadas a isotiocianato de
fluoresceina (FITD). Se lavé la muestra con solucién
amortiguadora TRIS-salino durante 30 min (tres cambios) con
agitacidn vy se examinaron bajo una fuente de luz ultravioleta
(uv).

( Para el anflisis electroforetico, se prepararon 70 ul
de la muestra conteniendo 100 ug de protefna del fluido
asc{tico, en 45 ul de SDS al 2%, més 22.5 ul de solucién de
preparacién de la muestré.(SPB).

Se preparéd un gel de poliacrilamida al 7% (Laemmli,

11970) y se depositd en el soporte, se agregd una pequefia capa

de isobutanol saturadoc con agua y una vez que polimerizd se
lavé y se agregf el gel de compactacién, colocando el peine
para hacer 1los carriles. Se pusieron las muestras en cada
carril'v se llenaron los pozos con solucidn reguladora,

Se dejé correr por dos a tres horas a 25 mA. - Una vez
que el frente del soclvente estuvo a 1 cm del extremo inferior
del gel, se sacé y se pas6 a la solucién de tincién A y se
dejé toda la noche en agitacidn suave. Al dfa siguiente se
pasé a 1la soluciéin de tincién B, donde se dejé de cuatro a
sels horas en agitacidn, después se pasd a una solucién

decolorante de &cido acético al 10% y se conservd en ésta.




ANALISIS CROMOSOMICO:

A una botella de cultivo con
células en periodo de crecimiento logaritmico se le agregd
colcemida (Microlab) a una concentracidn final de 0.4 ug/ml.
Después de una hora de incubacidn, el contenido de los frascos
de cultivo se pasd a tubos de centr{fuga, se centrifugaron 10
min a 112 x g, se desechf§ el sobrenadante y el paquete celular
se resuspendid con una solucién hipoténica de KC1 0.075 M, se
llev6 a un volumen final de 5 ml y se incubaron as{ a 37C
durante veinte minutos, se centrifugé nuevamente a 112 x g por
10 min, s8e desechf el sobrenadante vy el paquete celular se
resuspendid con solucifin fijadora Carnoyd (Metanol-écido
acético 3:1) 8 un volumen final de 5 ml; el materisl de
fijacién se dejé durante 15 min, trascurrido este tiempo se
centrifugd vy el paquete celular se lavd con solucifn fijadora
hasta que se obtuvo un sobrenadante transparente. Finalmente el
paguete celular se resuspendié en 0.5 ml de fijador para hacer
las preparaciones, estas se realizaron mediante la técnicu de
secado a la flama. Los portaobjetos se lavaraon previamente vy se
sumergieron el agus destilada frfa con hielo, se agregaron tresg
gotas de 1la suspencifn celular dejdndolss caer de una slturs
aproximada de 30 cm, se les sopld laterelmente y se secarcn a
- la flama. Se tifieron con Giemsa (Merck) al 5% durante 4 min vy
posteriormente se montaron con resina sintética (Sigma) pars su

posterior anélisis. (Moorhead, 1960).




RESULTADDOS

CELULAS:

‘Se trabajé con la lf{nea de mieloma
P3X63RgB.653, debido a que estas células tienen la
céracteristica de no ser secretoras de anticuerpos, de esta
manera se tiene la seguridad de que los anticuerpos monoclonales
~ producidos son exclusivamente los condificados por las células
paternas de bazo y por tanto los que interesan para este
estudio, 1lo cual se pudo canfirmar en las bandas aobtenidas en la
electroforesis (Fig. 10).

ANTIGENQ:

Paniendo en préctica la técnica que citan
Dunbar et al (1980), se pudo obtener a partir de ovarios de
cerdo una preparaciﬂn'de ovocitos con la zona peliicida que los
fodea; la pureza estimada fué de un 95% en las observaciones en
el microscapio de disecciéh, parte de esta pureza fué debida
al uso de material de pléstico, vya que la ZP tiene 1la
peculiaridad de adherirse al 'vidrio y en cambio.sustancias
contaminantes como los lipidus tienene la tendencia a adherirse
al pléstico, por esto el uso de vasos y mallas de pléstico
durante la obtenciébn v 1la | filtracibén, incrementa el
rendimiento en cuanto a ovocitos y la pureza debida a la
retencién de li{pidos conaminantes bor el pléstico.

ge pueden observar los ovocitos rodeados por una capa

gruesa de material gelatinoso transparente en el microscopio de
luz (Fig. 8), dicha cupea




corrcszond.. @ la ZP, la ecuyal o, aprcrin {,,tegra y rodeando a
cada uno de 1los ‘nvocitos, el grosor de la ZP del ovocito de
cerdo fué de 16 um (Dunbar, 1983). Los ovocitos hamogenizados
que se lograron romper, dejaron en libertad la ZP £nteg;a la
cual se observéd énmn "fantasmas", |

A partir de 2,000 ovarios de cerdo se obtuvieron
"aproximadamente 500,000 ovocitos de los cuales se extrajeron al
rededor de 400,000 2ZP, o sea un praomedio de 200 ZP por ovarlio,
que es una cantidad apropiada para trabajar; adem8s es
relativamente répida bués en aproximadamente 5 hrs se obtienen
- las ZP a partir de los ovarios.

La concentracidén de proteina en la ZP obtenida fué
de 3 mg/ml, lo que corresponde 8 15 mg de ZP completa en un
‘volumen final de 5 ml. -

Los componentes de la ZP fueron separados de acuerdo a
su punto isoeléctrico, primero y después de acuerdo a su peso
molecular, 1lo° cual se pudo apreciar claramente mediante la
técnica de Higgins y Dahmus (1979), éste al precipitar el gél
donde no hay proteinas, pefmitié apreciar tres zonas
cristalinas en - el gel de poliacrilamida-SD5, mismas que
contenfan 1las protefnas de 1la ZP, 1la mayor de estas zonas
correspondid a wuna familia de glicoproteinas de peso molecular
promedio de 55,000 Daltones (55 K), la familia gue le siqguid en
tamafioc fue la de peso molecular promedio de 65,000 (65 K) y la
de menor dimensién correspondid a la de peso molecular de
90,000 Daltones (90 K).




N

Fig. 7 0Ovarios de cerdo
(Sacco, 1981)

Fig. 8 Ovocitos de cerdo
obtenidos por la técnica
antes mencicnada.




La elucién de-laslfracciones se practicd en un aparato
disefiado para este fin enfel laboratorio del Dr. Hedrick (Gerton
et al, 1982) accoplado a wun aparato de electroforesis con la
corriente ascendente (conectando el &nodo en el tanque superior vy
el cltodo en el inFerior).y teniendo la precaucién de colocar
una membrana de didlisis entre el fin de la columna (cémara de
coleccién) y el tanque superior, con lo que se logrd el flujo de
la solucidén pero se impidid el pasc de la protefna, la cual se
pudo colectar al dia siguiante en la cémara de coleccidn y fué
ligfilizada posteriormente. Con este procedimeinto se obtuvo un
60% de la familia de glicoproteinas de peso molecular 55 K, un 30%
de la familia de 65 K y un 20% de la familia de 90 K.

MEDIUS DE CULTIVAD: .

Lta 1lfnez de mieloma P3X63Ag8.6S3
crecid adecuadamente .en el medio de‘cultivo DMEM, suplementado
con 29% de FCS, aminoacidos, Z;ME, insulina v antibifiticos. Este
medio resultéd ser el mas apropiaus dentro dc las variaciones
usadas (ver apéndice).

En este mediuv las células duplican su poblacién cada 24
hrs. El volumen de células creciendo varid entre 3 X 10% a 2 x
10c + las cajas de cultivo se diluyeron cada dos o tres dfas para
evitar una sobrepoblacidén gue puede conducir a la muerte de taouas
las células. Se cambiaron de botella cada siete a diez dias
para evitur 1a cvontuminuc.’n. "

LINTA-T N .

y &t LRLO se encnintyed hapertrofiago por
efecto de 1la hiperinmunizacifén vy la concentracién promedio de
células fué de 80,000,000 por bazo. '




R e

TIMOCITAOS: .
La cantidad Sptima de células timicas fué
de 125 X 1[]o timocitos por placa de 98 pozos y los mejores
resultados se obtuvieron cuando se utilizé timo de ratén de 3 a
4 semanas de edad.

OBTENCION DE COLONIAS HIBRIDAS Y COLONIAS
SECRETORAS DE ANTICUERPOS:

' Como resultado de la fusiédn, se
obtuvo un 20% de pozos con crecimiento de colonias perfectamente
apreciables al microscopio de luz. Los sobrenacantes de estos
pozcs fuérnn probados por el método de ELISA, obteniendo en un 6%
de ellos una reaccidn positiva, a partir de ellos se realizd la
primera clonacifn de donde en el 13% de los pozos proliferaron
las células adecuadamente y de ellos el 88% did positiva la
reaccidén de ELISA. La segqgunda clonacidén con timocitos, como
células "aocompafiantes® dié un 38% de pozas ccn colonies
positivas, de estos el 50% tuvieron anticuerpos. Al practicar la
tercera clonaczifn ¢l porczntsje de nroliferacién, fué del 28% y
el 98% presentd anticuerpcs. En la cuarta clonacidn, a partir
de 1los pozos con mayor pesitividad y de una sola colonia en ellos,
se obtuve un 36% de crecimiento y 1la reaccidn de ELISA fué
positiva en el 100% de los pozos, (Cuadrc 5).



CUADRO 5

Crecimiento de colonias de células
hi{bridas y positividad de anticuerpos
por la reaccifn de ELISA.

"POZ0S CON PRESENCIA DE
COLONIAS CELULARES ANTICUERPOS
FUSION 20% 6%
CLONACION I 13% e8%
CLONACION II 38% 50%
CLONACION III 28% 98%
CLONACION IV 36% 100%




DETERMINACION DE ANTICUERPOS
EN EL LIQUIDO ASCITICO:

Las células hibridas de 1la segunda, tercera y cuarta
clonaciones se expandieron a pozos cada vez mayores y a cajas de
cultivo de 25 cm? y de 75 cm?® de superficie, con lo que se obtuvo
un ndmeroc mayor de hibridomas, de éstos, 5.5 x 10° se congelargon
y 2 x 10° de células se inyectaron a ratones BALB/c previamente
inyectados con pristan, con 1lo cual en un periddo de 12 a 25
dfas se pudc ohservar el desarrollc de un tumor en el ratén, de
81 se extrajo el liquido asc{tico que se almacend a -709C; al
probarlo por ELISA esta fué positiva, sin embargo para hacer esta
prueba mas espec{fica se tratd con papel de nitrocelulosa en el
cual se hab{a practicado la técnica de Western Blot a partir de
geles de poliacrilamida de segunda dimensidn conteniendo las tres
familias de glicoprotefinas las cuales pasaron al papel de
nitrocelulosa; en contacto con este papel se colocaron los
1fquidos asc{ticcs, se dejaron toda 1la noche y después de
enjuagar el papel con solucidén requladora se adiciond el FITC
conjugado al anti IgG de ratén, observande ahora que 1la
inmunofluorescencia solo se aprecia en la familia 55 K, sobre todo
hacia el extremo écido en algunos casos; no se presentd
positividad en ninguna de 1las otras dos familias. Se cruzé el
mismo papel con anticuerpos contra ZP total para corroborar la
presencia de 1las otras dos familias danda positiva ahora, la
inmunofluorescencia contra las tres familias de glicoprotef{nas
(Fig. 9).

Se practicd con el 1fquido asc{tico un corrimiento
electroforético en SD5-PAGE, con el fin de determinar si el
anticuerpo obtenido  era de clase Igﬁ,pnr lo que se coarrid en un
pozo una muestra de IgG como control. En un caso se usaron las
muestras sin reducir y en otro se redujeron previamente con 2-ME.
En esta electroforesis se pudo observar el patrén de corrimiento

i G i A
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caracteristico de 1las IgG(Fig. 10), que son las mis abundantes

en la respdesta inmune secundaria. Se puede apreciar en la banda
8 una IgG de ratén obtenida por cromatograffa (Fig. 10) y que
sirve como patrén para indicar 1la hresencias de este tipo de
inmunoglobulina en los corrimientos correspondientes a 1los
l1fquidos asc{ticos.

ANALISIS CROMCSOMICO DE .05 HIBRIDOMAS:

Al hacer el anilisis cromosémico de las preparaciones
obtenidas de hibridomas por la técnica de Moorhead et sl (1960),
se pudo observar un nimero cromosémico modal de 81, estos

hibridomas proceden de parentales con ndmero cromosdmico 60 para
el mieloma y 40 para los linfocitos del bazao de ratén.




Figura 9: En las siguientes péginas se pueden apreciar 6
parejas de fotograffas de papel de nitrocelulosa, tratado el de
la 1zquierda' con lfquido asc{tico (con anticuerpoc monoclonal) v
el de la derecha con ZP completa como control.

Los de 1la izquierda muestran fluorescencia en la zona
correspondiente a la glicoprotefna 55 K, en tanto los de la

derecha la muestran en las tres familias de glicoproteinas.













a) Reducida

P

b) No reducida - SR - -

Figura 10. Elctroforesis en éDS-PAGE,

mostrando los
componentes de

los ligquidos asciticos de la segunda clonacién.

A: Estandar . de alto peso molecular; B:IgG de ratdn;  C:Suerg de

ratdn; los siguientes corresponden a8 muestras de lfguido
ascitico; D:A3 1502; E:tF2 602; F:C5 1502; G:C6 602; H:810

602; 1:A1 602; J:C5 2302. tLa flecha indica el lugar de la Ig en

(b) 6 de la cadena pesada en (3).




"‘DISCUSION

' En este trabajo se logré obtener anticuerpos
monoclonales en contre de ZP porcina¢ aunque existe un tabajo
reciente sobre 1la obtencifén de anticuerpos en contra de dos de
las familias de glicoproteinas gue componen la ZP'en ratdn (East
y Dean, 1983 y 1984) estas familias corresponden a las doas de més
alto pesoc molecular a diferencia de la obtenida en el presente
estudio que es la de menor peso molecular.

€1 estudio de las giicoproteinas que componen la ZP de
cerdo, durante muchos afios fue obstaculizado, primero por la
dificultad para obtener una cantidad apropiada de muestras de ip
para proceder a su andlisis, vy después por no contar con un
marcador apropiado para este estudio.

Actualmente gracias a la técnica desarrcllada por Dunbar
et al (1580) gue permite la obtencién de ZP purificada para
proceder a su anflisis y a la técrnica desarrollada por K8hler y
Milstein (1975) que por la técnica de hibridacidn calular,
facilita 1la obtencidn de inmunoglobulina monoclaonal, es posible
obtenér, estos anticuerpus monoclonales, gque permiten el marcaje e
identificacidén de ant{genos con un alto grado de selectividad.

En este estudic se utilizaron las técnicas menclonadas
para obtener primero el antfgeno (una familia de glicoproteinas)

y después el enticuerpo monoclonal de la clase IgG contra dicho
ant{geno.
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Se sabe que las caracter{sticas de la respuesta inmune
pueden depender tanto del esquema de inmunizacidn como de la
naturaleza del antigeno y que durante la respuesta inmune
~primaria 1la mayaria de 1los antigenos inducen 1nicialmente la
formacidn de anticuerpos de la clase 1IgM, sequidos de la
produccidn de los de la clase IgG, en tanto que en la respuesta
secundaria se produce preferencialmente anticuerpos de la clase
IgG (Hood et al, 1978), caon base en lo anterior se utilizb un
protocolo de inmunizacifn, consistente en una primera inyeccién’
de antigeno y posteriormente a los treinta dfas, cuando va
decneciendo la respuesta inmune primaria, una segunda
inmunizacifn para inducir la respuesta secundaria.

La 1inea celular que se  ut111z6 en la fusidn
(P3x63ARg8.653), tiene la caracteri{stica de no secretar cadenas
ligeras ni pecadas de inmunoglsbulinas, por lo que el empleo de
estas células implide la formacifén de moléculas nuevas de
inmunoglobulinas, por 1lo que queda éxcluida la posibilidad de
asociscién entre cadenas ligeras y pesadas de ambas l{neas
prcyenitoras, como ocurre con las cadenas hibridas provenientes
de wielomas secretores. |

En este trabajo se uLtilizd PEG 1540 como agente inductor
de la fusién celular, vya que con &1 se supefan algunas
limitaciones cgque s8e presentan con el uso de 1los virus y las
lecitinas, tales como la fracuencia de hibridscién y la baja
reproducibilidad, el PEG es dﬁ .agente fusdgeno adecuado,
sobgctodo cuando se encuentra a la concentracién y PH apropiados

paré; obtener un minimo de tnxicidadsy un méximn de frecuencila de
fusién. \




Con respecto a la clonacidn por dilucidn limitante, dadas las
caracter{sticas del suero con que se trabajé, na fue posible
clonar una sola célula, sin embargo, al seguir la formacidn de
las :icolonias, pudieron detectarse aqugllos bozas en los gue a
partir de una sola célula se obtuvo una colonia dnica en un solo
pozo, en la cual se detectd mediante la técnica de ELISA la
sintesis del anticuerpo deseado. Bajo estas condiciones se
selecciond el pozo a clonar cada vez, por lo que se puede decir
que se tuvoc un anticuerpoc monoclonal, por el tipo de seleccidn
utilizado.

£l hecho de haber encontrado la presencias de las dos familias
(65 Y 90 K) restantes de glicoproteinas en el papel de
nitrocelulosa al ponerlo en presencia de anticuerpos en contra de
P completa, indica que efectivamente se obtuvo un anticuerpo
contra la familia 55K,

Al analizar los' 1{quidos asciticos por electrdforésis
(SDS5-PAGE) tanto reductora como no reductora, se observd que
junto‘ con 1las bandas correspondientes de inmunoglobulinas, se
preéentan otras bandas debidas a 1la composicién del liquido
ascitico ya que la protefna no fue purificada. A pesar de esto,
se pudo detectar 1la reaccidn especifica contra la familia
55K(+).

Habiendose obtenido un anticuerpo especifico eh contra de una
de las familias de glicoproteinas que componen la ZP del 6Gvulo
del cerdo, se considera gque estamos en posibilidades de localizar
la ubicacién topogréfica de la misma "in situ", tanto antes como
despues de 1la fertilizacidn, 1lo " cual permitird conocer si

existen 0 no combios estructurales durante la fecundacidn a nivel
de esta molécula. '




Esto podria ‘marcar el “dnicic de un estudio tendiente al
conocimiento integral de la estructura,ya gque pueden obtenerse
anticuerpos monoclonales en contra de las otras dos familias de
glicoproteinas detectadas iasta ahors como integrantes de la ZP,

con lo cual podria profundizarse en el estudio de la fecundacién
y del fenfimeno fertilidad e infertilidad.’




CONCLUSIONES

Con base en 1los resultados obtenidos se puede afirmar gque se
obtuvieron 1li{neas celulares hibridas, ya que estas son capaces
de crecer en un medio selectivo como el HAT, ademas de presentar
un numeroc cromosémicoc menor & la sumus de los do: D:P . Q.sie_, _o
“Uul es caracterfstico de las células hibridas.

Estos hibridomas secretan un anticuerps contra el antfgeno
utilizado como se pudo observar al pfacticar la técnica de ELISA.
Dichao anticuerpo es especifico para 1la glicoproteina de peso
molecular 55,000, 1o cual se demostrd al cruzar espec{ficamente
con dicha molécula en el papel de nitrocelulosa.

ademas por el corrimiento electroforético pudo demostrarse que
esta inmunoglobulina presenta la misma movilidad electroforética
que la IgE, pbr lo que Bse pastuia que sea Igl, lo cual
correspon-de a lo esperaduo, ya que proviene de una respuesta
inmune secundaria. ' '




APENDTITLCE
(soluciones)

Solucion amortiguadora PB8S-citrato-EDTA.

NaCl 147.8 g
NayHPO, 43.3 g
EDTA (sal disfdica)14.9 g

Citrato de sodio 6.6 g
Azida de sodio 4.0 g

Ajustar a pH 7.2-7.4
Agua destilada c.b.p. 20 L

Solucién de gel para iscelectroenfoque ,
(Vol. final 10 ml.) ‘

Urea .5 g
Acrilamida IEF 30% 1.33 ml ;
Anfolinas 4O% 0.5 ml | |
NP-4LO* 10% 1.0 ml ‘
Agua destilada 3.0 ml

*Nonidet P4O (Detergente no idnico .

relacionado con el Tritén X-100, ambos son alquil (octil)
fenol etoxilasdos. NP-4O contiene 7 a 9 moles relativeos de enlaces
etoxi y el Triton de 9 a 10 (Ames,1976). '

Solucibn amortiguadora para lisis de O'Farrell.

Urea _ 0.57 g
Anfolinas 40% 5S0.0 pul
2-ME 50.0 wul (opcional)
NP-4LO 10% 100.0 w1l

"Agua destilada c.b.p:1.0 ml

-

| o ;




(refrigerese).

070126

Gel SDS-PAGE
a) Gel de corrimiento al 7%
-Acrilamida 30 % (Sol. madre). 2.33 ml
Agua destilada , 1.24 ml
SDS 10 % D0.10 ml
TRIS/Cl 0.75 M pH 8.8 5.0 ml
TEMED 0.75 % ' 0.67 ml
APS 0.75 % : 0.67 ml

0.0 ml
Acrilamida 30 % (Sol. madre)
Acrilamida 30 % 5.0 g
Bis-Acrilamida 0.8 % ; 0.t g
Llevar a 50 ml con agua destilads
SDS 10 %
Dodecilsulfato de sodiao 0.0 g
Agua destilada : 90.0 wml
Nota: SDS cristaliza & baja temperatura (4QC)
TRIS/ClL 0.75 M pH 8.8
TRIS 9,0825 g
Llevar a 100 ml con'agua destilada
Ajustar pH 6.8 con HCl. . )
TEMED 0.75 %
Nota: Para mejores resultados prepararla fresca cada vez



Gel SDS-PAGE
b) Gel de compactacion

Acrilamida 30% (Sol. madre) 1.0 ml .
Agua destilada : 1.9 ml
SDS 10 % 0.1 ml |
TRIS/C1 C0.25 M pH 6.8 5.0 ml
TEMED 0.75 % 1.0 ml
APS 0.75 % 1.0 ml:
10.6 ml

Solucifn para equilibrar el gel

TRIS/Cl 1 M pH 6.8 6.4 ml
SDS 10 % 6.8 ml |
Glicerol ‘ 0.0 ml
2-ME » | 5.0 ml
Azul de bromofenci - 1.0 ml
Agua destilada . 70.8 ml
100.0 ml

Solucidén de agarosa 1 %

TRIS/C1 1 M pH 6.8 12.5 ml
-80S 10 % ' ' 1.0 m)
Agarosa 1.0 ml

Agua destilada c.b.p. 100.00 ml




Solucién reguladora de Glicina-TRIS-SDS pH 8.3 (Sol. 5X)

TRIS 60.6 .g
Glicina 288.4 g —
SDS 20.0 g

Ajustar a 4 1 con agua destilada

Medio de Cultivo

DMEM (Microlab) - 74,5 ml
FCS (lote 818 Microlab) 20.0 ml
L-Glutamina 100 mM (Microlab) 2.0 @l

Piruvato de sodio (Merck) 50 mM 1.0 ml
Amincicidos no esenclales 100X 1.0 ml

2-ME (Merck) 10 mM 0.05 ml

Insuliva bovina 80 UI (Lilly) 0.25 ml

Penicilina/Estreptomicina

(Antibac, Microlab) 0.1 ml

Fungisona (Microlap) 400X 1.0 ml

Gentamicina 10 mg/ml

(Garamicina, Sheramex) 0.1 ml
100.0 ml

Noia: Antes de suplementarse el medio se acidifica con un
burbujeoc de CO02. VYa suplementado se guarda en refrigeracion y se
usa dentro de las cuatro siguientes semanas.

Medio HAT

Medio de cultivo suplementado 98 %
Solucién HAT 50X _ 2 %




Solucidén HAT 50X

Solucién HT 100X 100 ml i
'Solucidn de Aminopterina 1000X 10-ml
Agua bidestilada 90 ml

Nota: Esterilizar 1la solucidn por filtracién en membrana de '
0.2 pym de poro (Millipore) y almacenar en alicuctas a -20 QC.

Solulecién HT 100X

Hipoxantina (Sigma) _ 0.1361 g
Timidina 0.0388 g
_Agua bidestilada caliente
- 70-809C c.b.p. 100.0 ml

Solucidén Aminopterina 1000X

Aminopterina 17.6 mg
Agua bidestilada 80.0 ml

Nota: S1 no se disuelve agregue algunos miliiitrus de NaOH 0.1
My lleve 8 100 ml con agua bidestilada.
Almacenar en alfcuotas a -20 9C y proteger de la luz.

ELISA (Socluciones)

PBS

 NaCl 2.22 g

. Na,HPO4 (Na HPD .7 H D 5.4 g) D.286g -
NaH, PO, 0.155q

Ajustar a 300 ml con agua destilada




Solucidn enzimbtica 1:500 !
Diluir 1la enzima en 0.5 M de NaCl y *10 mM de Na,HPO4, ajustar N
el pH a 8.0 y agregar Tween 20 u 80 a tener 0.1 %.

Solucién para diluir el Anticuerpo

Na, HPO4 25.0 mM
NaNy 0.02 %
Ajustar pH a 7.4

Sustrato

a) Acido citrico pH 4.D 0.05 M

b) ABTS 4O mM (Conservese a 4OC en la obscuridad)
c) Perdxido de Hidrdgeno 0.5 M

Mezclar 5 ml (a) + 20 k1 (b) + 25 ul (c)

!

Solucidn requladora TRIS-salina

TRIS/C1 10 mM pH 7.4 4.84 g
lNaCl 0.9 % 36.0 g

Ajustar a 4 1 con agua destilada

BSA-TRIS-salina

Solucidn de BSA al 3 % en solucifn ‘reguladora TRIS-salina
Ajustar\el pH a 7.4

FITC 2 %

FITC conjugado a anticuerpo de cabra
contra IgG de ratén 2%
Suero de cebra : 10 %

BSA-TRIS-salina . 88 %




Solucidn requladora de preparacifn de la muestra (SPB)
Muestra en 2 % de 5DS ,
Agregue la mitad del volumen de la muestra de una solucién de:

- TRIS/C1 1 M pH 6.8 0.188 ml
505 10 % 0.200 ml '
Glicerol 0.430 ml ‘
2-ME , 0.150 ml
" Azul de bromofenol 0.05 % 0.030 ml
Agua destilada 0.020 ml

Hervir durante 90 seg.

Solucién de tincifn "A®
(Fairbanks Coomassie Blue "A")

Alcohol isoprop{lico 1000.0 ml
Azul Coomassie R 2.0 g
Acido acético 400.0 ml
Agua 2600.0 ml i

Solucién de tincién “B"
(Fairbanks Coomassie Blue "B")

Alcohol isopropflico 400.0 m)
Azul Coomassie R D.1 g
Acido acético 400.0 ml
" Agua : 3600.0 ml

Solucién reguladora para elucifn

Glicina 0.048 M
TRIS 0.006 M
sDS 0.1 %

Ajustar el pH a 8.3
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