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RESUMEN.-

Los anticuerpos monoclonales han denostrado ser una herramienta 

muy útil para la d=tecci6n de m::>léculas 0>specl'.ficas en diferentes ti­

pos de tejidos y de ~lulas, ésto debido a su alta especificidad. En 

el laboratorio de Biología °"lular de la UAM-I se ha producido este t~ 

po de anticuerpos, usando cerro antígeno una de las glicq;iroteínas que 

ccmponen a la zcna pelúcida de ovocitos de cerdo ccn el cbjeto de tra­

tar de determinar cuál es su funci6n en los procesos de la fertiliza­

ci6n. 

La presente tesis se refiere a las pruilias funcionales de los an­

ticuerpos monoclonales obtenidos, específicarrente para probar si ellos 

reconocen a la zona pe1úcida de ovocitos de cerdo en una suspensi6n, a 

sí cerro para determinar si tienen rea=i6n cruzada con otros tejidos 

del propio cerdo. Para llevar a cabo lo anterior se us6 la técnica as 

Inmunofluoresoencia Indirecta usando isotiocianato de fluoresreína CO!!_ 

jugado a un anticuerpo anti inmunoglcbulina G de rattn, y revisando los 

ovocitos y tejidos en un microS=>Jio de fluores=ncia. 

Se prcbarcn 34 Uquidos ascl'.ticos ricos en anticuerpos, de los cua 

les 23 resultru:on ser positivos presen~dose la fluorescencia cc:n dis­

tribuci6n unifo:are en la zona pelúcida, 7 positivos ccn distribuci6n ~ 

riférica, y s6lo 4 fueren negativos. Con respecto a la pri.:eba de espe­

cificidad tisular se observ6 que no hubo fluoresrencia al poner a reac­

cionar los lÍquidos ascíticos con cortes de coraz6n, hígado, puln61. Y 

riñen; sin embargo, al reaccionar con cortes de ovario, se cbserv6 flu~ 

rescencia únicarrente en la parte correspondiente a la zona pelúcida, 
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no así ccn el tejido estromático del ovario. 

Los resultados obtenidos muestran que los anticue:i:pos m:inoclonales 

probados sí se unen a la zona pelúcida al ponerlos en =ntacto ccn alla 

"in situ", y que aC2nás son tejido-espedficos. 



s 
IN T Ro D u e e I o N.-

A! introducirse una sustancia ex>-...raña en el organi.srro de un verte 

brado pu=cen ocurrir dos tipos de respu=stas: respuesta inmune oelular 

y :i:espuesta inntune hurroral. La :i:espuesta inmune oelular se caracteriza 

por la presencia de linfocitos T, los cuales sintetizan linfocinas. La 

:i:espuesta inmune humoral se caracteriza por la presencia de linfocitos 

B que se van a transfonnar posterionrente en células plasm3.ticas pro­

ductoras de antictE:t:pOS, y poseen en su rrercbrana eetenni.nadas p=teí­

nas que los caracterizan (Rojas, 1985). 

Los anticue:t:p0s, tarrbi~ !lanados Inmunoglcbul.inas, son p=teínas 

globulares formadas por cuatro cadenas polipeptldicas, las cuales es­

tlln apru:eadas de tal manera que la rrolécula se puede dividir en dos ~ 

tades idénticas, cada una cc:n una cadena pesada y otra ligera. Las ~ 

tro cacenas est:3n unidas entre sí por puentes disulfuro eel aminoácido 

cistina, los cuales al unirse fo:rnan asas llamadas do:ninios. Les amin~ 

ácidos qu= cun.fo.unan el prinPr d=.inio del ext:rerro amino no son cons­

tai~tes en todas las rroléculas, por lo que a dicha regi6n se le llama 

variable, mientras que el resto pennaneoe invariable, llamandosele =~ 

tante. Dicha molécula de inntunoglcbulina tarrbi~ está formada por un 

extrerro amino que se localiza en la porción donee están pr6xirras las 

cacenas ligeras y pesadas, y el extrerro cazboxilo que se encuentra en 

la parte :i:estante, es decir, en dende s6lo hay carenas pesaaas (Roitt, 

1980¡ Porter, 1983). En la figura l. se muestra esquemáticarrente la 

estructura 1.ineal da una m:>lécula de innn.moglobulina en la qt.e se in­

dican sus regiones. 
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Fig 1.- Estructura lineal de una rrolécula ce InmU1oglobulina. Las O:)s 

cadenas pesadas y las des ligeras están ce11ectadas por puentes 

disulfuro. Cada cadena tiene un extreno amino (NH2 ) y U1 ext~ 

rro carboxilo (COOH). Las cadenas se dividen en regiones varia-

bles (V) y en regiones ccnstantes (C). (Tanado ce Jerne, 1973). 
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La respuesta inmune puede enpezar al entrar en ccntacto un linfo­

cito con un antígeno. Esto lo induce a dividirse y diferenciarse en ~ 

lulas plasmáticas que secretan anticuerpos circulantes, y células de 

nerroria que responden a la reaparición del antígeno (Lerner y Dixon, 

1973). U1 antígeno o sustancia inmunogénica es toda aquella serie re 

noléculas que puec:En estar presentes tanto en mi=oorganisrros o células 

capaz re inducir a la dife:r:enciaci6n de células especializadas actuan­

do en el ccnjunto de procesos ccnocidos corro respuesta inmune (Rojas, 

1983). 

En la =spuesta inmune hum::iral, los rrecanisrros por los cuales los 

anticuerpos eliminan a las células extrañas y rnacrcrrol.éculas son:. la 

Neutralización, que consiste en una s:iltlple corrbinaciál rel antígeno con 

cualquier tipo de anticuerpo, 1.a activación del Sistema de O:nll?lerrento, 

y la Opsonizaci6n; ésta se refiere a la mi6n del antict..erpo a la sus­

tancia extraña o anUgeno, haciéndolo más apetecible y favoreciendo su 

ingestión por las células fagocíticas (Hood ~al., 1978). 

Si se inyecta a un anil!lal una sustancia que reccnozca cerro extr~ 

ña, enpieza a secretar un tipo de proteinas que son los anticuerpos; 

~stos no reconocen a toda la nolécula extraña, sino s6lo a una porción 

de ella llamada rete:cminante antigénico, P= lo tanto se fornan dife­

rentes tipos de anticuerpos dependiendo del n13rrero de dete:i:minantes an 

tigénicos; así el suero ccntendrá antici.erpos llamados pol.iclonales 

por provenir de varias clonas celulares. Estos tienen el inconveniente 

de que no scn especl'.f icos para m solo deten:ninante antigénico (Bel.lvé 

y Moss, 1983). Sin enbargo, se sabe que cada anticuerpo se elabora en 



8 

una estirpe distinta de linf=itos y células plasm§.ticas derivadas ae 

ellos, por lo qu= al separar una célula qu= fabrica un úni= anticu=r­

po específico y pc:nerlo a proliferar, la progenie será \.IDa fuante de 

grandes cantidares de anticu=rpos id&lticos dirigidos contra un solo 

dete:aninante anti~ico. Esto se relaciona con la teoría de la selec­

ci!Sn clc:nal, la cual establece qu= al aislar una de dichas células se 

originará una colonia de células idénticas o clona que producirá un 

solo tipo de anticue:i:pos (Bu:i:net, 1961.). A este tipo de antiCLerpos 

qu= provienen de una sola cl.c:na celular se les lluma MtiCL-.e:r:pos Mano­

clc:nales (.AM) • 

KOhler y Milstein en 1975 1 en un trabajo sab:x:esaliente, lograren 

fusic:nar células de mielcm3. de rat6n con linfocitos de bazo de rato­

nes inmunizados cc:n un antígeno específico. Las cél.ulas híbridas resu!_ 

tantes expresaban la propiedad del l:inf=ito ce produci.r anticuerpos 

específicos, y el carácter inmortal de las células de mielana, adenás 

de la posibilidad de clcnarse y producir grandes cantidades de un an­

ticue:rpo cspec.ffico centra un solo dete:oninante antigélico (I(éhler y 

Milste:in, 1975; r4ilste:in, 1980). 

Evidentenente, estos avances técnicos han conduc;i.,do a mmi;rosos 

proyectos ce :investigaci6n en 1.os cuales se han invertido grandes can­

tidades ce recursos ecc:n6micos, tanto en la industria faxl'!'.acéutica co­

no en la:; cCll'Q?añ1'.as de pJ:Oductos científicos, Todo esto debido a qu= 

los .AM han constituíao una he=amienta irrportante por su especificidad 

para identificar y narcar determinadas células o m::iléculas Y separarlas 

de una ro=zcla ce ellas. En muchos laboratorios se ha tratado de cbtener 
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A'-1 dirigidos centra rroléculas biol6gicas difíciles o irnposibles de P!:!_ 

rificar rrediante otrn tipo de técnicas (Lipinski y Herzenberg, 1981). 

El campo de aplicaci6n de los AM en la investigaci6n es muy am­

plio y se les utiliza en estudios scbre biología celular, biología ~ 

lecular, bacteriología, biología de la reproducci6n, etc. (David et al, 

1981; Yeltcn ~ al, 1.982) • En cuanto a este últirro punto, los AM sen 

de gran utilidad para ccnocer cada vez un poco más aC"rca de procesos 

tan ccmplejos e interesantes como lo es el de la fertilizaci6n. 

Al interactuar con éxito un óvulo ccn un espennatozoide, se lleva 

a cabo el proceso de la fertilización, el cual puere dividirse princi­

palnente en tres etapas que son: el recc:nocimiento del óvulo por el e~ 

pennatozoide, la regulación de la entrada de espermatozoides en el óvu 

lo y la activación del rretabolisrro del óvulo para que se inicie la di­

visi6n celular y el desarrollo enbrionario. El reccnocimiento del óvu­

lo por el. espermatozoid= ocurre cuando éste entra en ccntacto con l.a 

capa gelatinosa que envu=lve al óvulo, en los invertebrados a dicha ~ 

voltura se le llama capa vitel.ina. A1gu10s investig;:id=s hari observa 

do que al preparar anticuerpos centra las prnteínas receptoras y aña­

dirl.os a una suspensi&i de 6vul.os antes de l.a adición de l.os espenna­

tozoides, no se real.iza la fertil.izaci6n (Epel, 1.978). 

En cuanto a las investigaciones dadicadaS a aclarar l.os rrecanis­

rros de la fertil.izaci6n en vertebrados, la mayoría de ellas se han re~ 

l.izado en anfibios y maniíferos. Les® hace varios años los anfibios 

han sido considerados caro un buen material. debido a l.a gran cantiead 

de óvulos que produca una sola herrbra y por la posibilidad de inducir 
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1.a ferti.1.izaci6n "in vitre" bajo ccndiciones bien definidas. Sin em-

bargo, 1.os mamrferos han rrerecido especial. atenci6n debido a su gran 

importancia desde el punto de vista de la rredicina y de la producción 

an:imal (Baxbieri, 19 82) • 

En los mamíferos una de las primeras barreras qt.e tiene que pasar 

el espe:r:matozoide para fecundar al 6vulo es la Zc:na Pelúcida (ZP) , p= 

lo qu= actuaJnente se ha puesto mucha atenci6n al estudio de esta es­

tructura. 

I.a ZP es una natriz extracelular especifica del ovocito qu;, est§ 

formada p= m:>léculas de glicoproteínas, algunas secretadas por el ovo 

cito y otras por las dllulas cúmulo (Alberts et al, 1983) . Durante la 

~esis, la ZP aparece corro una discreta estructura extracelular que 

rodea al ovocito de rnamfferos y aespués de la fertilizacifu se encuen­

tra rodeando al errbrifu, pemaneciendo así hasta que tiene lugar la 1!!! 

plantacifu (Dunbar, 1983¡ Shimizu et al, 1983). Esta capa se encuentra 

fonnada por finos grán.Ulos y filarrentos errbebidos en una natriz arrorfa¡ 

ccn frecuencia se observa CI\.2 la atraviesan mi=vellosidades y remi­

niscencias de dll\ilas de la carena radiada (Sathananthan et al, 1982). 

Cc:n respecto a sus características, se sabe que la ZP es .inp:r­

rreable a los salutes de alto peso m:>lecular (PM) corro polisac§ridos Y 

pro'"..eínas (Austin y Short, 1982). se han hecho estudios acerca de los 

agentes qu= pueden causar la disolu:::i6n de la ZP de varias especies. 

Estas investigacicnes derm;estran la variedad de proteínas ae la ZP de 

diferentes especies, así =reo la ccmplejidad de la ccrnposici6n qufmi­

ca de dichas protefuas (Dunbar ~ ~· 1980; Dunbar, 1983). se ha 
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estimado qu= la masa de la ZP de un solo ovocito de rat6n es de 5 ng, 

de los cuales aproxirnadarrente el 80% es de proteínas y el resto ce 

ca:r:bohidratos: tomando en Ct2Ilta el peso se= de la ZP se vio que 1. 8 

ng correspcndm a su ccntenido protéico (Shimizu ~al, 1983; 

Loe~stein y echen, 1964). Las propiedaces qul'.micas de la ZP de ovo­

citos de cerdo se rm:estran en el cuadro 1, obse:rvándose que está =!!. 

titu1da en su mayoría por proteínas (71%} y en segundo lugar por car­

bohidratos (19%), sin errbargo, tanbién está fo:i:mada por otros ccnpon8!!. 

tes tales caro ácidos uronicos, ácido siáli=, acil-ácido graso, sul­

fato y fosfato (Dunbar ~ al, 1980) . 

La ZP que rocea a los ovocitos de rat6n está formada por tres fa­

lTlilias de gliccproteillas dencrninadas ZP-1, ZP-2 y ZP-3, ccn un PM de 

185,000, 140,000, y 83,000 daltones :i:espectivarrente, encontrándcse que 

la ZP-2 es la más abundante (East y Dean, 1984}. ·Eh 1981, Dlmbar ~al 

reportaran qua la ZP de ccrlejo y la de cerdo están formadas por tres 

familias de glicoprotefuas y que difieren entre sí en cuanto a sus PM. 

Sin embargo, un estud.l.o realiza.do por Nada y colaboradores nn:estra que 

la ZP de cerdo está fonnada por dos familias de glicoprotefuas de PM 

de 60K y 90K (Nocla ~al, 1983). Por otra parte, se hlzo un análisis ce 

la ZP de cerdo, el cual rrostrl5 la pi::esencia ce dos familias de glico­

protefuas de PM de 90K y SSK, y al hacer una i::educci!Sn de plElltes disu!_ 

furo con 2-nercaptoetanol, apru:ecieron dos familias adicicnales de P.M 

65K y 2SK, las cuales se cree que son generadas a partir de la familia 

de l?M de 90K por un proce:;o proteol!ti= de la ZP (Wardrip y Hedrick, 

1985). 
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Por lo que respecta a las funciones de la ZP, se sabe que uno ce 

los sitios de mayor especificidad en la fertilizaci6n de mamiferos es 

esta estructura. Cuando es removida, la especificidad ce la fertiliza­

ci6n se ve reducida, es decir, la ZP rredia la especificidad re la cap~ 

cidad cel espermatozoide para unirse a los óvulos, por lo que es el 

bloqueo principal que evita la polispemú.a. Adercás, protege al ovocito 

ce daño rrecánico, y protege el desarrollo del errbrifu durante su paso 

desde el oviducto hasta su ircplantaci6n en el útero (Shimizu ~al, 

l983; Yanagimachi, l984). Muchos investigadores han dmostrado que la 

ZP es un poderoso :ÍJlil\Un6ge:no pues el antisuero contra ella puede blo­

quear la unión y penetración del espematozoide a la ZP "in vitro", lo 

cual ha sido cerrostrado en hamster (Hart:nann, 1983). 

El:l relacifu a la inmunogenicidi:ld de la ZP, al principio de los e~ 

tudios en este campo, algunos investigadores usaren tejidos ov~icos 00!!!. 

pletos cano fu=nte re material antig~ico para caracterizar a la ZP 

(Shahini ~al, l972), pero la ccrnplejidad del material usado generó 

gran diversidad de anticuerpos = LBacci6.-i =ada. Lo i'lnterior fue 

sircplificado posterionrente por absorci6n del suero in.'1\Jl'le = una gran 

variedad ce tejidos aninales (CMnby y Shivers, l972). Se reportó que 

ccn una sola dosis de 2.5 rrg de globulina anti ZP, se inhibe la ferti­

lizaci6n en ratones cm una efectividad del l00% durante once días y en 

algunos casos puede p1:0longarse hasta treinta y tres C:U:as; tarrbi1m se 

observó que la infertilidad es revers:ible y que este efecto se debe a 

la rraduraci6n, ovulaci6n y fertilización de 6vulos cuya ZP no fue afec­

tada, as! caro por la gradual éecadencia del precipitado de anticuerpos 
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en la ZP (Sacco, 1979). 

A principios de la ~cada de los años 80s se llevaron a cabo es­

tudios Irás detallados usando ZP aislada de ovocitos de 001ejos y hamsters 

(Dtmbar y Ra:ynor, 1980)' lo cual. ha denostrado su alto grado re inrnuno­

genicidad. Ccn este tipo de estudios se lograren producir cuatro tipos 

de anticuerpos espec!fi=s anti ZP usando anti su:!= ae ce.nejo p:r:epara­

do en centra de ZP solubilizada por calor (Dunbar ~ ~. 1980) . 

Aun~ se han podido c::btener anticuerpos anti ZP tejido-especifi­

cas, generalrrente nruestran J:li!acci6-i. cruzada cuando son expuastos a ZP 

re otras especies de rnamíferns, por ejemplo anticuerpos d:>tenidos de ZP 

humana reaccionan =ntra la de o=réb y chinpancé entre otras (Sacco, 

1981). 

Por otro lado, se ha en=ntrado que algi.mos grupos de muje:r:es ccn 

infertilidad, p:r:esentan anticue:rpos en contra ae la ZP. Shivers y Dunbar 

en 1977 dezrostraron en un grupo re 22 mujeres infértiles sin causa ana­

t6nica aparente, ~ su su:.ro cuando era ag:r:egaao a ovocitos de cerdo, 

producía reaccién positiva antígeno-anticuerpo nedida con la técnica de 

inmunofluorescencia. Tanbién Nishimoto y =laborado:r:es en 1.980, enccn­

trru:on ~ los sueros ce l3 de ciento setenta y cinco muje:r:es ccn :infer­

tilidad sin etiolog:í.a definida p:r:esentaban anticuerpos en centra de 1a 

ZP, en canbio en 71 mujeres jóvenes y de 39 mujei:es errbarazadas no en­

centraron ninguna reacción. Estos trabájos rm:estran ~en algunos casos 

de mujeres infértiles la causa pudiera ser la presencia de autoanticueE_ 

pos en centra de la ZP, sin embargo, otros estudios rm:estran la d:>ten­

cioo de una misma f:rectencia de la unioo de anticuerpos a la ZP en suero 
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de muje:i:es infértiles corro en el suero de ha!i:>:i:es y muje:i:es fértiles 

(Sacco y Moghissi, 1979). Dada esta cantroversia de opiniones, es :im­

portante ccntinuar realizando exper:inentos para tratar de esclarecer 

este punto. 

r:e diez años a la fecha aprmcirnadarrente, se ha puesto gran inte-

:cés en utilizar ccm:> ant1geno a la ZP para elaborar una vacuna anticon­

ceptiva basada en sus características inmunogénicas. La inmunizaci&l 

can un anti.geno purificado ae ZP o de subunidades de ella tiene ciertas 

ventajas entre las qua se encu=ntran: a) Pl:ede bloquear la fcrtiliza­

ci6n pero sin ocasionar aborto, b) LoS antígenos protéicos de la ZP no 

se han encentrado en ningún otro tejido, c) La fertilizaci6n puede ser 

blo::¡ueada por anticuerpos con titulas bajos, d) Una inmunizacifu ccnst~ 

te produ:::ir1a niveles adecuados de anticue:r:pos en el líquido folicular 

para unirse a la ZP, e) Las glicoproteinas de la ZP parecen ser alta­

rrente inrnun~icas, f) La ZP de cerdo, vaca, conejo, pe=o y humano p~ 

sentan reacci6n cruzada por lo ql:e pooden ser usadas caro fu=nte de ma­

terial antigénico di.spaniblc p=a su purificacioo y su caracterizaci&l 

(Atkinson, 1985; Sa=o y Shivers, 1978; Hasebe ~ ~· 1983). 

El tratamiento ae la ZP ccn antisueros qua ccntienen anticuerpos 

dirigiébs en centra de ella, .. produce efectos que pueden ser cbservados 

m=diante algunas técnicas ~ pe:oniten detectar la presencia cbl anti­

cuerpo en la superficie celular; ent:i:e ellas se encuentran la aglutina­

cifu ae ovocitos libres de ~lulas cGmulo, fo:araci6n de una capa de P~ 

cipitaci6n, inhibici6n de la lisis de la ZP, inmunofluoresoencia directa 

e indirecta (I.emer y Dixcn, 1973; Sacco y Shivers, 1978; Mari ~al, 
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1-979). 

La técnica de Inmunofl.uoresamcia corrbina la especificidad inrnuno-

1.15gica con la sensibil.idad histoqufmica y la precisi6n del. mi=oscopio, 

1-o cual no s61.o pe:rmite la derrostraci6n ce la reacci6n ant:!'.geno-anti­

coo:i:po, sino tarrt>i!ID su local.izacién exacta. Las apl.icacicoes dal. ~to­

do se extiendan cesde la virología hasta ]_a micol.og:!'.a, y desee 1-a par!:!_ 

sitol.og:!'.a y patología hasta la botánica. Esta ~cnica ofrece una vent!:: 

ja importante en ccrnparacién ccn otros nétodos serol.ó;ricos de investig!:!_ 

cifu pues pennite prwar la especificidad i.mmnol.6gica prcporcicnando 

1-os resul.tados al. investigador en un lapso rel.ativarrente =rto (Wiclc ~ 

al., 1-978). 

En varios estudios se han obtenido AM en centra de la ZP de ovoci-

tos de conejo y de rerdo dem:>str!indose que aunque son tejido-específicos 

~stran reaccioo cruzada qU? evidencia que estos ovocitos =nparten ce-

terminantes anti~icos (Drel.l y Dunb<1r, 1-984). As:!'. rnism:> se han cbteni-

do otros AM en contra ce 1-a ZP ce ovocitos de cerdo que nuestran reac-

ci6n cruzada ccn la ZP de ovocitos de rata, ratón, harn.st.er y humano, bl~ 

queando incl.usive la uni6n del. espe:i::matozoice al. 6vuJ.o (Isojima ~al, 

1984) ¡ otros estudios i.nrounoll5gicos sugieren que 1-a ZP de hunano, nono 

ardil.1-a y ccnejo contienen una macrom::ilécul.a ácida que pcsee élete~ 

tes antigénicos si.mil.axes a los ce la ZP de rerdo purificada (Sac= !:!:. 

al., 1-981.). Se cc:ncl.uye que la ZP de humano y 1-a d9 cerdo cauparten por 

1-o rrenos dos determinantes antigénicos dife:r:entes, por lo que se siguen 
, 

real.izando estudios para iocal.izar los dete:oninantes antigénicos que ~ 

parten wbas ZP, util.izando caro he=amienta 1-os AM (Kamada ~ al., 1-983¡ 
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Shigeta et ~. 1985) • 

La prese.".lte tesis se :i:efiere a las prtebas funcicnales ce AM prod!: 

cides en centra de la 7.P ce ovocitos de cerdo, obtenidos en el propio 

laboratorio ce Biología Celular, para estudios sobre prcblemas de la 

ferti1izaci6n, P= lo que es necesario des=ibir breverrente c6rro se 11~ 

g6 a obtener dichos AM. 

o:xno ant!geno se uti1iz6 la familia ae glicoprotel:nas con Pi.\ de 

55K proveniente de la ZP ae ovoci tos de rerdo, la cual foo obtenida y 

purificada por electroforesis de dos dinensiones en presancia ce 2"'ifer­

captoetanol. Ccn este antígeno se inmunizaron ratcnes henbras BAIB/c ce 

seis a ocho semanas re edad, por vfa intraperitoneal, dando una hiperi:;_ 

munizaci6n resp~s de tr.:mscurridos treinta días¡ a los tJ::es días pos~ 

rieres a esta segunda inmunización, se hizo la fusién celular. La raz6n 

por la qu= se h.izo la hiperirununizacién fte el inc:renentar la poblaci6n 

re células productoras rol anticuerpo especifico. En este rrarento, uti­

lizando pol.i.etile..-iglicol, se fusionaren los linfocitos rol bazo ce estos 

ratcnes ccn células de rni.al.ona de rat6n de la l.tnea P3X63AG8.653, la 

cual tiene la caract.erlstica de no secretar .inmunoglc:ibul:inas, además de 

ser deficiente en la enzima hipoxantina guanina fosfo=ibosil transfe~ 

sa (HGPRJ:'-) , (Keaniy ~ al, 1979) • 

Las células producto de esta fusi6n (hmridcmas) se pusieron a p~ 

liferar en un rredio ce cultivo selectivo (nedio Ht\T) qua ccntenia hipo­

xantina, arninopterina y timiéüna, el cual penn:i.tir!a que proliferaran 

solam:mte las células h!bridas resultantes de la fusifu re un rnielana 

con una célula de bazo. 
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Aproxinadanente después de 15 a.ras de :iniciado el. cultivo, se obt!!_ 

vieron =lonias ccn suficiente núrrcro de células caro para poder deter­

minar si éstas estaban produciendo anticuerpos. Esto se llevó a cabo por 

rredio de un inmunoensayo enz:i.máti= de fase s6lida cct'locido carro ELISI\., 

el cual. util.iza para :i:evelar la presencia de anticue:i:pos una inmunoglob~ 

l.ina de cabra dirigida cmtra inrnunoglobul.:ina G (IgG) de rat!Sn =njugada 

con l.a enzima peroxi.dasa, el. sustrato de ésta, así. carro un ccnpuesto '!uf 

mi= que cambie de coloración en fonro proporcional a su estado de oxi.~ 

ci6n al captar el producto de la reacción enzimática. Bajo estas =ndi­

ciones, el. sobrenadante de las col.onias de hibridanas que sintetizaban y 

secretaban el anticuerpo deseado die= una col.oraci6n verde cuya :inten­

sidad era propo=ional. a l.a cantidad de anticuerpo presente en el. scb:re­

nadante. 

Algunas de las col.onias que produjeron los anticuerpos se clonaron 

en cuatro ocasiones para de esta manera poder obtener un AM. En cada cl.9_ 

nacién zc procul'.'6 que la colonia de hibridanaS prov:iniera de una sol.a ~ 

lula. Después de cada clonaci6n se fue haciendo la prueba de ELISA para 

ir seleccionando l.as colonias cel.ulares can mayor producci6n de anticuer 

pos. Esta rretodol.ogí.a asegur6 por un lado el. origen nonoclonal. del. anti­

cuerpo, y por otro l.ado, al probarl.o can el. antígeno purificado, que es­

te anticuerpo era especifico contra la familia de glicoproteí.nas 55K de 

l.a ZP de ovocitos de cerdo. 

En el cuadro 2 se restmen los resul.tados del. porcentaje de col.onias 

de células hí.bridas producidas, así.== la presencia de anticuerpos an­

ti glicoproteí.na 55K tanto de la fusi6n ccm:> re las cl.onaciones. En este 
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cuadro lo que se observa es que la eficiencia de producción de colonias 

en cada paso fue más o rrenos constante y el porcentaje de colonias pro­

duciendo l\M se fu= increrrentando hasta llegar al rnáxirro posible, lo que 

indica además, la estabilidad del genana de la línea celular. Todo esto 

con respecto a los Líquidos Asciticos (lA) correspondientes a la prirre­

ra fusi6n únicarrente. 

~lulas de la segunda, tercera y cuarta clonaciones se dejaron p~ 

liferar para producir colonias de varios millones de células, las cuales 

se inyectaron en cantidades de dos millones a ratones para producir turre_ 

res asc!ticos, lo.s cuales produjeron grandes cantidad!s de anticuerpos 

anti glicq::>roteína 55K; esto se logro en tm intervalo de tma semana a 

tm nes después de haber inyectado dichas célul.as. El Ll\ se extrajo de 

la cavidad peritoneal dando un lavado con solución salina balanceada. 

Por rredio de electroforesis se dete:i:min6 que la inmunoglobul.ina produ­

cida era de tipo IgG, además dz que por la técnica oo inrnunotransfe~ 

cia a papel d8 nitrcw::elulosa se dem:>stró la especificidad oo los Al-'i en 

contra de la familia de gllcoproteínas 55K (:Rodriguez, 1984) . 

Una vez hecho esto, se hicieron pruebas de ELISA para titular la 

ccncentracUn de AM (Betancourt y Se=ano, canunicaciGn personal.). ros 

resultado.s de esta titulaci6n se muestran en el cuadro 3 dende se ~ 

de observar que se produjeren cuatro clonas celuJ..ru:es cuyos IA tienen 

t!.tulos que van desde uno hasta doscientos mil. 

Con ·todo lo anterior· se tuvo la posibilidad de plantear el presen­

te estudio cano tm inicio de una serie de prt:ebas para daternúnar la 

;funcionalidad de estos anticue:i:pos. 
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CUADRO l.- COMPOSICICN QUIMICA DE IA ZP DE ovocrros DE CERDO. 

Cc:npc:nente ng/zma _Pg/rrg de % rel total 

prote!na. 

P=tefua. 33.00 1000 71.0 

Hexosas neutras 8.70 264 19.0 

]>.cidos urénicos 1.10 34 2.4 

Aci_do siálico 1.30 38 2.7 

Aci_l-~do graso l.30 38 2.7 

Sulfatos o.59 18 l. 3 

Fosfatos o.so 15 l.l 

46.5 100.2 

Tanado de Dunba.r ~al, 1980. 



OJADRD 2.- CREClliIENTO DE CX>I.ONIAS DE HIBRIDC'WIS Y POZC:S CON 

ANrIUJERPOS ANrI 55K DEl'ECI'ADOS MEDIANTE IA PR!JEBI\ 

DE ELISA, (J?lUME:RA FUSIO.~). 

Pozos con colonias Presencia de 

celulares (%}. anti.cuerpos 

Fusi6n 20 06 

Clonaci6n I 13 88 

Clonaci6n II 38 50 

Clonación III 28 98 

Clonación rv 36 100 

Tc:mado de Betarcourt ~ al, 1985. 

20 

(%}. 
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CUADRO 3. - TITULACICN DE IA CCNCENTAACICN DE AM MEDIANI'E PRUEBAS DE 

ELISA. 

cr.i::NA LIQUIDO ASCITI(l) FECHA TITULllCICN 

2A4.2 Al II 06-02-84 10,000 

06--04-84 200,000 

A3 II 15-02-84 1,000 

10--04-84 200,000 

BlO II 06-02-84 10,000 

C5 II 15-02-84 l,000 

23-02-84 200,000 

30-03-84 200,000 

F2 II 06-02-84 200,000 

F6F2 III 30-03-84 100,000 

20-03-84 10,000 

06-04-84 200,000 

FGF5 III 17-05-84 200,000 

F6C8B3 r:v 30--03-84 200,000 

06-04-84 10 

F6C8Bl2 r:v 11--05-84 l 

07--05-84 200,000 

17-05-84 No titulado 

F6C8 s/n r:v 10-07-84 l 

2A4.l C6 II 06-02-84 10,000 

20-03-84 100 

26-03-84 200,000 
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CONTINUACION CUADRO 3.-

cmNA LIQUIOO ASCITICO FECHI'. TITUIACION 

211.4. 2' GlOC9 III 20-03-84 10,000 

07-05-84 200,000 

GlOD9 III 30-03-84 10,000 

GlOC12 III 16-04-84 10 

H4 Al.2H4B2F2 III 25-07-84 100 

Al2H4B2F3 III 25-07-84 100 

Al2H4B2F7 III 05-09-84 1,000 

Al2H4B2 s/n III 30-07-84 100 

Al.2H4A8A2A6 rJ 08-10-84 1,000 

24-09-84 1,000 

Al2H4C7C6B9 rJ 04-10-84 1,000 

1\,l.21í4C7C6Cl0 IV 22-11-84 No titulado 

Las fechas cor:r:espcnden a la extracci6n del I.A de la cavidad ¡:ie­

ritoneal. 
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OBJETIVO GEN ERA L.-

Prci:lar la especificidad de AM en centra de la ZP de ovocitos ce 

oerdo nedida por técnicas inmunoflu:>resoentes. 

CSJEI'IVOS ESPECIFICOS. -

Prcbar si los AM producidos en centra de la familia de glicq;>rote!_ 

nas 55K de la ZP presentan reaccifu al enfrentarlos a ovocitos íntegros, 

es decir, si reaccionan "in situ". 

J:etenninar la especificidad qu= tienen estos AM para diferenciar 

a la ZP de ovoc:i.tos de o=rdo ae entre otros tejidos. 

Demostrar la inexistencia de aaternú.nan.tes antigénicos parecidcs 

entre el estrana DV<irico ce oerdo y la ZP del misrro. 

H I P O T E S I S.-

Dado que los AM tienen la capacidad de detectar un solo tipo ae C!::. 

tenninante antig(ánico y qua en la ZP de ovocitos ce oerdo deben e...~..istir 

varios y exclusivos que la diferencien de otros 6rganos o tejidos; al 

utilizar una serie re AM que :reoonooen "in vitre" ciertos detenni.nantes 

de la ZP, ~stos reacciooarán únicarnante oon aqi.:éllos exclusivos de la 

ZP. 
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MATERIAL y METO DO S.-

En el presente trabajo se utilizaron básicarrente dos técnicas. La 

prirrera es la relacionada ccn la reacci6n entre el AM y la zp re los ~ 

voci. tos de cerdo. La segunda es la prueba de especificidad tisular de 

~stos. 

!?ara llevar a cabo la prircera técnica, inicialmmte se obtuvieron 

los ovocitos a partir de los ovarios de o=rdo, segtín la técnica re 

Dunbar et ~' (1980). Los ovarios f\:eron colectados en un rastro de 

cerdos, y se almacenaron a -40ºC en un ccngelad= REVCO. En cada ens~ 

yo se tana.ran aproxiroadarrente 1 7 ovarios que se colocaren en cajas re 

Petri de pl:!istico (fig 2), ccnteniendo 5 ml oo soluciál salina arn::>rti­

guadora de fosfatos-citrato-ácido etilen di amino tetra acético (PBS­

C-EOl'A) , preparada de la siguiente manera: 

NaCl 7.39 g 

N~HP04 

EDTA. 

Citrato oo Sodio 

Azida de Sodio 

2.165 g 

o. 745 g 

0.83 g 

0.2 g 

Estas sales fueron af=adas a un litro CO"l agua <Es­

tilada y el ¡;ii se ajustó a 7.3 coi ácido clorlúdrico lN. 

El siguiente paso consistió en rnao=rar los ovarios con la ayuda re 

unas pinzas para sostenerlos y un bisturí para c=tar cada uno de los 

folículos y colectar así los ovocitos, (fig 3). 

Posteriorrrente, la saspensi6n '1'.E contenía los ovocitos, se filtró 

a través re varios recipientes con mallas re nylon de diferente tamaño 

ae poro: l,ooo, 200, :150 y as P· Cfig 4l, previo lavado escru;:>uioso 



Fig 2. - Ovarios ce cerdo ccntenidos en caja re Petri, inmersos en 

5 ml ds PBS-C-EDI'A. 

25 



J!'ig 3.- Maceración ce ovarios ce cerdo nediante pinzas y bisturí, 

para la d:ltenci6n as ovocitos. 

26 
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J;'ig 4.- J;'iltracién J?rogresiva d= la suspensi6n d= ovocitos a través d= 

mallas d= nylon d= diversos tamaños d= poro. Dichos tamafus se 

indican ccn los núrreros en los :recipientes. 
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de los ovarios =n la soluci6n am:::irtiguadora para evitar perder los o­

vocitos que se hi.bieran quedaéb adheridos al tejido. Por rredio de una 

jeringa de plástico de 20 ml, se lavaron a presil"n todas las mallas con 

PBS-C-EDrA, excepto la de l,000 )"Ill para evitar~ pasaran los desechos 

celulares de mayor tamaño a la malla de 200 )'ID. 

En seguida se invirti6 el recipiente con la malla de 85 rm, para 

lavarse a presi6n cai la jeringa, depositando la suspensi6n de ovocitos 

en una caja de Petri de plástico. El contenido de dicha caja se fi.l.tro 

rn.:evanente a través de las mallas de 85 rm· El lavado a presi6n se re­

piti6 una segunda vez, ahora ya ccn nenor cantidad de restos celulares 

cel tejido qt:e circunda a los foU:culos. Despt:és se caitaron los ov~ 

tos con la ayuda de un invertoscopio (carl Zeiss). 

El ccntenido de la caja de Petri se verti6 en un tubo de centr!f~ 

ga c6nico de plástico de lO ml, centrifug:indose a 25 Xg durante cinco 

minutos en una centrifuga cl.!nica Sol-bat (rood?lo 2332) , ccn el fin de 

el..im:i.nar más restos oalula=s, y además, reducir el volurren del anorti 

guador al. mfrlirno. Finalnente se elimin6 el sd:>renadante para resuspen­

cer el paqi:ete celular en l-2 ml. de solucil"n arrortiguadora. 

Todas las operacicnes se i:ealizarcn en i:ecipientes re plástico ~ 

bido a que los ovocitos sen altam=nte adherentes en los recipientes de 

vidrio. 

La segunda etapa de esta técnica canprende la i:eaccil"n irum.noflu~ 

i:escente, de act:erdo con lo reportad:> por East y Dean, (l984), as! co­

rro por East =!::. ~· (l.984), C01 algui.as rrodificaciones. 

Se i:esuspendi6 el. ccntenido cel tubo de centrífuga (ovocitos en 
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PBS-C-EUI'A), coloclindose 200 fa de la suspensi6n en una rnicroplaca de 

96 pozos = fondo plano c_cat 167008, i'lunc, Dinamarca), asegurando que 

en cada uno de los pozos hubiesen ae 80 a 100 ovocitos. Esto se hizo 

ccn una rnicrcpipeta Gilscri ccn capacidad de cero a 200 rL 

Para sedirrentar los ovocitos, se dej6 transcurrir un lapso de 5 

minutos, :retirando la mayor cantidad posible cel arrortiguador. A cent:!'.:_ 

nuaci6n, a cada uno ce los pozos ccnteniendo los ovocitos, se les a~ 

garon ya sea 200 rl de los LA. ricos en AM sujetos a pn:eba, o bien del 

suero ccritrol positivo o ae los negativos, los que serán cefinidos más 

adelante. Se dej6 :reposar durante 30 nünutos a t:enperatura anbiente, 

:retirándose la mayor cantidad posible de cada LA. Innediatammte des­

poos se ag:regarcn a los pozos 200 ~l ce solucién salina arrortiguadora 

ce fosfatos (PBS); didla solucifu se p:repar6 de la siguiente manera: 

NaCl 3.7 g 

0.4766 g 

0.2583_ g 

Se afo:r:6 a 500 m1 de agua destilada, ajustándose el 

pH a 7.3 cO"l N~P04 • 

El arrortiguador cel pozo ~ ccntenía los ovocitos se :resuspendi6 

tres veces cejándose en :reposo durante 5 minutos para que los ovocitos 

se sedirrentarani despl:és de lo cual se :retiro la mayor cantidad posible 

cel amortiguador. Este proceso se llev6 a cabo cuatro veces para elimi­

nar la mayor cantidad posible de 1\M que no se hubiera unido a la ZP. 

Posterionrente , a cada pozo se ag:regarcn 200 _JAl de Isotiocianato 

de fluo:resceína al 2% ccnjugado a un anticuerpo anti IgG ce rat6n, 
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producido en cabra (FITC). Para d:>tener la solucifu de FITC al 2%, se 

p:reparó anticipadaF.ente soluci6n :reguladora Tris-salina ccm::> sigu=: 

Tris 

NaCl 

10 milim:llar 

0.9% 

Azida de Sodio 0.02% 

1.21 g 

9.0 g 

0.2 g 

Se aforó a un litro ccn agua <estilada, ajustándose 

el pH a 7. 4 eon ácido clo:rhl'.dri= 1N. 

re esta soluci6n Tris-salina se tonaron 24. 5 ml a los cuales se 

les agregaren 0.5 ml de FITC para cbtener así la solucirn al 2%. Se hi 

ciercn aUcuotas de un mililitro en tubos de ensaye de plásti= y se ~ 

positarcn en un :recipiente, ccnservándose en la os=idad y a -.40ºC en 

un ccngelador REVOJ. 

Los o'l!Ocitos en contacto con FITC, depositados en los pozos, se ~ 

jarcn :reposar de 10 a 15 minutos en ausencia de luz. Eh seguida se :re­

tiró ce los pozos la mayor cantidad posible de FITC y se ag:regaron 200 

¡-O- de PBS a cada pozo, oaj:i.-ido= =pesar durante 5 minutos, procurando 

eliminar despoos la mayor cantidad posible de PBS. Estos lavados se lle 

vru:on a cabo cuatro veces. 

Finalnente se adicionru:on 200 fa de PBS a todos los pozos, ceján­

dose :reposar durante 60 minutos, evitanCb la entrada de luz (Shivers y 

Dunbar, 1977). 

Ccn una micropipeta se :i:esuspendi6 el ccntenid.o de les pozos para 

colocarlo ent:re un portaobjetos y un cub:reobjetos. Irurediatanente ces­

pu~s, se d:>serv6 la preparaci6n en un microscopio de epifluo:rescencia 

(Carl Zeiss) equipado con un filtro Azul-violeta H436 (Carl Zeiss). 
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Se tomaren fotografías de ios ovocitos tanto en campo cJ.aro =in:> 

en fJ.uorescencia, ccn un roJ.J.o Kodachrare J.00 ASA, de J.35 rrm. Esta~ 

raci6n se real.izó para cada uno d= J.os IA y los testigos. 

Los 1A que se prd:>arc:n fueron treinta y cuatro en totai, prove­

nientes de cuatro clcnas celulares diferentes. Tres de eJ.las corresp~ 

c'en a una fusién, y la otra corresponde a una segunda fusi6n. 

En cuanto a J.os testigos, se taró caro positivo un anticu=rpo po­

llclonaJ. anti Zcna Pelúcida O:mpleta (ZPC) Gn una diluci6n 1 :50 (anti 

suero en soJ.uci6n Tris-saJ.ina) . con respecto a los testigos negativos, 

se utiJ.iz6 por un lado suero de ratén no inmunizado a una diJ.uci6n 

J.: J.00 (suero ccncentraoo en soluci6n Tris-saJ.ina) ; y por otra parte, 

se utillz6 un AM centra rrelatcnina (Se=ano, J.984). 

I.a segunda técnica utilizada para la reaJ.izacién de este trabajo, 

fue J.a de innlunofJ.uorescencia reJ.acionada ccn la Especificidad TisuJ.ar 

de los AM prcbados ccn la tl'lcnica anterior. 

r:e acusrdo ccn el reporte de East y r:ean (J.984), y el de Nishimoto 

~al (1980), se procedió ce la siguiente manera: 

En ei rastro se obtuv:iercn los 6rganos de cerdo a utilizar, los 

cuales fueren: corazén, hic;ado, pulrr.:Sn, riñ6n y ovario. Cada uno de 

eJ.los se proces6 en diferente sesi6n, por lo que fue necesario alrnace­

narios en cong?laci6n, apraxirradanente a -lOºC. 

CCl1 la ayuda ce una navaja, se cortaba un pequeño bloque deJ. 6rg~ 

no a prcbar, dO! aproximadarrente un cent:úretro cúbico, col=andolo en la 

platina de un cri6stato (Minot IM-106B), procedi~ndose a hacer los 
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=rtes, ae aCU"rdo ccn Isojima et al (1984). 

Didlos cortes fueron de 6 JAffi ae grosor, colocándose cin= ae ellos 

en cada portad:>jetos, vigilando el b= estado de todos los cortes. Una 

vez dispi:estos en cada uno de los portachjetos, a unos se les agregaron 

300 fa cel LA respectivo, y a otros las solucicnes de los testigos pos!_ 

tivo y negativos¡ de Il\3l1era qi:e se tenía un IA diferente para cada pre­

paraci6n. 

El antici:e:r:po se Il\3l1tuvo en contacto = el tejido durante 30 mi­

nutos, y en seguida se elimin6 el exceso. Ccn una pipeta Pasteur se ~ 

m6 aproxirnadarrente un mililitro ae PBS, y se lav6 el tejido goteando 

cuidadosanente para evitar destruirlo. Se repiti6 la misma cperaciál 

i::res veces nás para hacer un total re cuatro lavados. 

En seguida se agregaron 300 ;-<J. de Frrc, se cubrie= las prepara­

ciones para evitar la entrada de luz y se =locaron en un lugar oscu­

ro. D3spués de un laflSO de 10 a 15 núnutos se eliroin6 el exceso ae FITC 

y se procedi6 a lavar los tejlaos ccn rns e."1 ln fcnra antes !r"-ncicna­

da. Esto se repiti6 hasta haber chtenido un total. ae cuatro lavados. 

Posterionrente se agregaron 300 _.µJ. ae PBS a cada una de las pre~ 

racicnes dejándolas en reposo por una hora, teniendo la precauci6n de 

=locarlas en un lugar oscuro. 

r:espués se. cubrió la preparaci6n con un cub:i:ecbjetos para cbser­

varse bajo el microscopio de epifluo:i:escencia. En cada caso se tc:maron 

fotograf!as en campo claro y en fluorescencia, ccn un rollo Kodachrare 

100 ASA, de 135 mn. 

Los LA prd:lados procedían ae cada una ae las clcnas celula:i:es. En 
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cuanto a los testigos, f~ron los nú.siros que se utiliza= en la técn~ 

ca antes mencicnada. o:irro testigo positivo se usó suero ce ratrn inmu­

nizado centra ZPC, di,luci6n 1.:50; y caro testigos negativos se uti1.iz~ 

rcn suero fu rat6n no innrunizado dilur'...iiSn 1: 100 , y un A~ centra nela­

tcnina. 

ecn el fin ce asegurar el bum resultado da la técnica, se proce­

dió a probar por segunda vez los LA. 
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RE S U L T A D O S.-

Al rec..l.izar la parte de la técnica referente a la obtenci6n de los 

ovocitos, se logró obtener un buen nÚ!rel:O de ~stos por cada ovario que· 

se rracer6, es decir, se obtenían aproxirnadarrente 50 ovocitos por cada 

uno de ellos, lo cual a pesar de no ser un núrrero 6ptim::>, brind6 la ~ 

tidad suficiente de IT\a.terial para realizar los siguientes ¡>3.SOS de la 

técnica. De acuerdo a lo que reportan Betancourt et al (1984), y Dunbar 

et al (1980) , es posible obtener de 200 a 250 ovocitos por cada ovario. 

Al analizar los ovocitos tratados oon los diferentes IA se obse:rvlS 

que algunos rrostraban fluorescencia en diferente intensidad, y al ~ 

rarlos oon los ovocitos tratados =n el anticuer¡;:o policlonal utilizado 

=no testigo positivo y oon los sue:ros usados cono testigos negativos, 

los LA. se clasifica:i:on oono positivos o bien == negativos. 

Por otra parte, se observó una diferencia en cuanto a la distribu­

ci6n de la flourescencia en la ZP, es decir, con algunos LA la ZP mostr.e_ 

ba fluores.oencia harog~ea y debicb a ésto se les denominó w•ifo= a 

los LA; mientras que =n otros IA la ZP m:istró fltX>rescencia preferencia!_ 

m:mte en la periferia, i;or lo cual se les llanó periffil¡ioos; sin errbargo, 

en mri:x:>s casos se puede observar o:m nucha claridad la fluorescencia de 

la Z.P. 

Con respecto a los LA probados, ~stos provienen de cuatro clonas 

celulares; tres de ellas pertenecen a la prirrera fusi6n, las cuales 

son 2A4. 2, 2A4 .1 y 2A4 . 2' ; y la cuarta clona celular, H4, pertenece a 

la segunda fusión. De la primera clona celular (2A4.2) se probaron di~ 

cinueve LA., de la segunda t2A4.l) fueron tres, de la tercera (2A4.2') 



se prcba:con cuatro, y finalrrente se prcbarcn ocho de la cuarta clcna 

(H4), lo cual hace un total de treinta y cuatro LA. 
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Cono puede observarse en el cuadro 4, de los IA provenientes de 

la clcna 2A4.2, se obtuvierc:Xl diecisiete positivos y dos negativos. re 

los positivos, catorce presentaron distribucién uniforne de la fluores 

cencia y tres la presentaron perif~rica. En cuanto a los provenientes 

de la clona 2A4. l, dos resultaron positivos y sólo uno negativo; de los 

positivos, uno presentó distribuci6n periférica y el otro distr.ibuci6n 

mifo:rrre. 

~llos IA provenientes de la clona 2A4.2', los cuatro resultaren 

positivos y con distribuci6n unifo:r:no. Dando m total de veintiseis LA. 

analizados para la prinera fusión. 

Por otra parte, en el cuadro 5 se nn:estran los resultados de J..os 

IA probados pertenecientes a la segunda fusi6n, en dende se puede obser 

var que siete resultaron positivos y sol.anente uno fl.2 negativo; lo 

cual hücc = total ~ ocho IA. re los siete IA positivos, cuatro pre­

sentaren una distribuci6n unifo:roe y los tres restantes resultaren pe­

riférios. 

En cada prueba de IA se contaba con tm testigo positivo qi:e se 

trataba de un antici:e:i:po policlcnal anti ZPC, ccn el cual. se observal:>a 

la ZP muy fluorescente. Asi misrn::>, se teni:an dos testigos negativos, 

i.no eco sl.2ro de ratón no inmunizado diluci6n l: 100, y el otro se tra­

taba de m AM contra rrelatcnina; en anbos casos la fluorescencia era 

nula o casi nula. 

Ad=rnás del análisis al microscopio, se tanaron fotografías de los 



CLCNA LIQUIOO ASCITICO FEQ!I\. FLUORESCENCIA. DI&rRIBUCICN 

2A4.2 Al II 06-02-84 + Unifo:are 

06-04-84 + Unifo:are 

A3 II 15-02-84 + Unifonre 

10-04-84 + Unifo:are 

BlO II 06-02-84 + Unifo:are 

C5 II 15-02-84 + Periférica 

23-02-84 + Uniforrre 

30-03-84 + Unifonre 

F2 II 06-02-84 + Unifmne 

F6F2 III 30-03-84 + Unifonre 

20-03-84 + Unif o:me 

06-04-84 + Unif o:me 

F6F5 III 17-05-84 + Periférica 

F6CSB3 IV 30-03-84 + Unifanne 

06-04-84 + Unifo:i:ne 

F6CSB12 IV 11-05-84 (-) 

CUADRO 4.- LIQUIOOS ASCrrICOS CORRESPaIDIENTES A IJ\ PRIMERA FUSICN. w 
O'\ 



CLONA LIQUIOO ASCITiro FECHA FLOORESO'NCIA DisrRJBUCICN 

2A4.2 F6CBB12 IV 07-05-84 + Periférica 

17-05-84 + Unifo:rne 

F6C8 s/n IV 10-07-84 (-) 

2A4.l C6 II 06-02-84 + Periférica 

20-03-84 (-) 

26-03-84 + Uniforrre 

2A4.2 1 GlOC9 III 20-03-84 + Unifo:rne 

07-05-84 + Uniforrre 

GlOD9 III 30-03-84 + Unifo:rne 

Gl0Cl2 III 16-04-84 + Unifo:rne 

CXNl'INUACIQ.;¡ aJAoro 4.- Líquidos ascíti=s prcbados ccn la técnica ce Inmunofluorescencia para ce-

te:r:rninar el tipo de rea=i6n ccn la zp de ovocitos de cerdo. re éstos, 19 

resultaren positivos ccn distribuci6n unifo:rne ce la fluorescencia, 4 po-

sitivos ccn distribución periférica, y 3 negativos. 

w _, 



CLO-<A LIQUIDO ASCITICO FECHA FLUORESCENCIA DISTRIBUCI0.'1 

H4 Al2H4B2F2 III 25-07-84 + Unif orrre 

Al2H4B2F3 III 25-07-84 + Unif orrre 

Al2H4B2F7 III 05-09-84 + Periférica 

Al2H4B2 s/n III 30-07-84 H 

Al2H4A8A2A6 IV 08-10-84 + Unif orrre 

24-09-84 + Unifo:me 

Al2H4C7C6Il9 IV 04-10-84 + Perif1'irica 

Al2H4C7C6Cl0 IV 22-11-84 + Perif1'irica 

CUADOO 5. - LIQUIOOS ASCITICOS CORRESPOODJE.'lTES A LA SEGUIDA FUSICN. - Al probar los LA ccn la téc-

nica de Inmunofluorescencia para dste:i:ntinar el tipo de reacción =n la ZP ~ ovocitos 

de ~rd:>, 4 :resultaron positivos con distribución unifo:me de la fluorescencia, 3 po-

sitivos con dist:ribucirn perif1'irica, y uno negativo. 

w 
co 
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ovocitos tanto en CantJO claro corro en fluorescencia para poder tener 

una prueba más objetiva tanto de la intensidad de la fluorescencia, ~ 

m::> del buen estado de los ovocitos. En la figura 5 se mi.estra la es­

tructura j'.ntegra del ovocito cubierto por la ZP, la cual evidencia el 

estado ce obtenci6n ce la mayoría de los ovocitos en este trabajo. Can 

estos ovucitos se obtuvieren resultados variados dependiendo del tipo 

de LA cc:n el qu= se trataren. En la fitura 6 está representada una tí­

pica reaccicSn de un IA negativo ccn fluorescencia casi nula, mientras 

que en la figura 7 la reaccioo se llevó a cabo ccn el central positi­

vo, es decir, cen el anticue:i::po policlcnal anti ZPC, en dende la fluo­

resoencia es mucho mayor. 

En cuanto a las figuras 8 y 9, se observa un ovocito puesto a reae_ 

cionar cen un LA que result6 positivo, ero distribuci6n periférica, y 

un ovocito qua reaccicn6 con un LA positivo ccn distribución uniforrre, 

respecti varrente. 

Con respecto a la técnica de inmunofluorescencia en re1aci6n a la 

especificidad tisular, se probaren seis LA ccn cada uno de los 6rganos 

ero los qi.e se pusieren a i.-eaccionar, aderrás de los testigos negativos 

y el positivo para la ZP. r:e los LA probados, tres de ellos perteneren 

a la clcna celular 2A4. 2, y los tres restantes corresponden a cada una 

de las otras tres clonas celulares. 

Al poner a reaccionar los LA y los sueros testigo con los difeJ:'e!:!. 

tes tejidos de pru9ba se obtuvieron resultados positivos y negativos. 

Por un lado, al probar cortes de corazón, !úgado, pul.rr6n y riñ6n, se 

cbtuvo una reacción negativa, es decir, no se observ6 fluorescencia 
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Fig 5.- OVocito de cerdo en carrp::> claro, rodeado p::>r la ZP. Compárese 

=n la ZP del ovocito rrostrad:> en la fig 9, (125 aurrentos). 



Fig 6.- Qvocito con fluorescencia casi nula despt:és de reaccionar 

con un IA negativo, (J.25 aUITT"'1tos). 

41 
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Fig 7.- Ovocito con fluorescencia muy evidente después de reaccionar 

ccn el anticue:r:po policlonal anti ZPC <=nt=l positivo)¡ n6-

tese la estructura reticular de la ZP. Fotografía tcanada a 

125 aurrentos. 
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Fig 8.- Qvocito que muestra fluores=cia ccn distriliuci6n periféri­

ca ~spués ~ :reaccionar ccn un IA positivo, (125 amentos). 
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Fig 9.- Qvocito que nuestra fluorescencia ccn distr:iJ::mci6n un;i.fome 

ó=spués ae reaccionar ccn un IA positivo, (125 aurentos). 
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alguna ccn ninguno de los IA, ni aún ccn el suero anti ZPC (cuadro 6). 

Por otra parte, al ensayar la reacci(n de los IA en cortes de o-­

vario, se pudo observar cierta fluorescencia en este 6rgano, sin errba!:_ 

go fue únicarrente en las regiones de los folículos dende se encuentra 

al ovocito rodeado por la ZP. Así pues, se puede decir que de los seis 

IA p:robados, s6lo el F6C8B12 IV ll-05-84 result6 negativo, corrdx>­

rando el resultado que se obtuvo ccn este misrro IA en el ensayo ccn la 

suspensi6n de ovocitos. Tanbién se observó que los controles brinda.ron 

resultaros satisfactorios ya que el control positivo centra ZP reaccio 

n6 positivarrente sólo en las regienes dende había ZP, mientras que ~ 

to el AM centra nelatonina corro el suero de rat6n no inmunizado no rea~ 

clonaron en absoluto. 

Así rnisrro, se tcmarc:n fotografías en canpo claro y en flu::irescen­

cia para tener una prueba objetiva. en cuanto a la "fluorescencia neg~ 

tiva" cbtenida en todos los 6rganos prcbados excepto en el de ovario, 

ad=rnás de c=<=borar el b~ estado de los cortes <'.el tejido. En la fi 

gura lO se observa un corte de ovario y en el centro un ovocito rodea­

do por la ZP, en campo claro; en la figura ll se obse:i:va el misrro cor­

te pero en fluorescencia, en dende se rm:estra que sólo fluoresoe la ZP 

y no el tejido circundante. 



SUEROS Y IA ORGANO 

CORAZCN HIGl\DO PUIMCN Rif:ICN OVARIO 

Al II 06-04-84 (-) {-) (-) (-) + 

F6C8B3 rv 06-04-84 (-) (-) (-) (-) + 

F6C8Bl2 rv ll-05-84 (-) (-) (-) (-) (-) 

C6 II 26-03-84 (-) (-) (-) (-) + 

GlOC9 III 20-03-84 (-) (-) (-) (-) + 

Al2II4C7C6Cl0 rv 22-ll-84 (-) (-) (-) (""'.) + 

Anti ZPC dil. 1:50 (-) (:::¡ c.::.> (....;) + 

Anti melatonina (-) (-) (-:) (-) (-) 

suero de rat6n rD in 

munizado dil. 1:100 (-) (-) ~-) (-) (-) 

CUADRO 6.- Al pl:Obar la rea=ión entre los IA y los diferentes tejidos de cerdo, se en=ntr6 que: 

cin= resultaron positivos y s6lo uno negativo al ponerse a reaccionar =n ovario, es-

pecíficanente la regi6n a:>rrespondiente a la ZP. Con los 6rganos restantes todos resu,!_ 

taran negativos. Se usaron a:irro testigos negativos suero de rat6n no inmunizado y AM 

en contra de rrelatonina. Ca= testigo p:>sitivo se us6 suero anti ZPC. 



47 

Fig 10. - Corte ae ova.r;i.o en ca¡npo claro, que p:i:esenta en la parte ~ 

tral un ovocito rodeado por la ZP, (125 aumentos). 



Fig 11. - El miS!lO corte ó= ovar;i.o d;! la f;i.g 10, ca\ fl.u::i:res=cia 

s!Slo en la ZP, (125 a.urrentos) . 

48 
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D I S C U S I O N.-

En el presente trabajo se prcb6 la especificidad ce l\M contra una 

de las familias de glicoprote!nas que ccripcnen a la ZP de ovocitos de 

cerdo, la cual correspcl1de a un PM de SSK. 

En los resultados obtenidos se observa que algunos LA no reaccio­

naren al pc:nerse en cc:ntacto cc:n la ZP, es decir, no se observ6 ningu­

na fluorescencia, siendo éstos negativos. ecn respecto a los IA que r::_ 

sultaron positivos, la mayoría present6 una distriliuci6n harogénea de 

la fluorescencia en la ZP, por lo que se le denarún6 unifonre, y algu­

nos presentaren distribucien periférica, dencrninada así por rrostrar ~ 

yor fluorescencia en la periferia de la ZP. Lo anterior parece indicar 

que la glicoprote!na utilizada caro antígeno, por sus dirrensiones pre­

senta una variedad de determinantes antigénicos definidos cerro sitios 

diversos de la gliccprote!na que reaccionan para producir un anticuer­

po centra ellos, por lo que al tener diversos llM, éstos pueden reacciS?. 

nar de manera diferente en presencia de la ZPC. Esto podría poner en 

duda la afi:tlllaci6n de que los .l\M aquí prd:lados f\:eran real.rrente e5P2!cf_ 

fices; sin errbargo, Chaffotte ~ al (1985) , apoyan este hecho, as:L co­

rro el qi.e i.m AM no sea específico, ya que ellos cemostraren que los h!_ 

bridanas que secretaban AH en centra de la subunidad ..¡J 2 de la tripto­

fano sintetasa ce Esoherichia coli presentaron dos tipos de cadenas 

pesadas 1f 1 y '?) 2b así caro dos tipos de cadenas ligeras que ccrrbinaban 

con anbas cadenas pesadas, lo cual indica que un .l\M pcede estar dirig!_ 

do centra nás de i.m solo deternú.nante antigénico. 

El hecho de que se hayan encontrado lA negativos, pcede explicarse 
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de dos maneras; la prilrera indicarl'.a que el anticu;:rpo se en=traba 

en bajas cantidades caro para dar uia banda de precipitaci6n aceptable 

que pudiera hacerse evidente ccn el ccnjugado da Frrc. Además que el 

retado para extraer el IA implica una diluci6n cel mism:>. Por otro la­

do, el resultado negativo en fluorescencia podría indicar una baja a­

finidad del AM por la familia de glicoprotel'.nas 55K ce la ZP. A juzgar 

por el título de estos LA, esta segunda explicación parecería más pro­

bable ya que estos LA reccnocen a la glicoprotel'.na 55K en la pru!ba de 

ELISA sólo cuando no estful dilu:!'.dos o bien están dilu:!'.dos rrenos ce cien 

veces Gnica:rrente. 

Sin en"bargo no se pued= d=scartar el hecho ce que los d=terminan­

tes anti~icos que reccnooan los IA o bien estén en bajas =ncentraci~ 

nes en la ZP, puedan reccnocer un éeterminante antigénico que sin estar 

presente en fonna nativa en la ZP, durante el proceso de extracci6n y 

purificaci6n, se llegu. a fonnar, o por otro lado, que el AM no tuvie­

ra acceso a los dete:múnantes que pued= reccnocer y por lo tanto, dar 

la reaccién que se calificó corro negativa. 

Se piensa que los AM prd:>ados en este estudio mey prd:>ablerrente 

sean d=l tipo secuencial dirigiros centra la parte proteica de la glic~ 

protel'.na (Rodr:!'.guez, 1984). Esta afirmaci6n puede explicarse si se ana 

lizan varios pmtos cel proceso ae extracci1'n y purificacién de las gl~ 

coprotel'.nas as:!'. ccm::> las evidencias obtenidas en el propio laboratorio. 

Prirrerarrente, para la extracci6n y separaci6n de las diferentes fami­

.lias de glicoprotel'.nas de la ZP se utiliza una i:rezcla ce digesti6n que 

ccntiene 2-m=rcaptcetanol en ccncentraciones lo suficientei:rente altas 
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caro para rarq;>er algunos enlaces entre proteínas cel tipo ce puentes 

di.sulfuro alterando por lo tanto la estructura trid:ilrensional ce las 

gli=prote:l'.nas, pero expcnienCb secuencias ce residtx>s ce amino'3cidos 

ccn mayor accesibilidad (Hedrick, ccrnunicacioo perscnal). 

Por otro lado, se puede cesca.rtar el hecho ce que los cete:r:min~ 

tes que reccnocen los AM estén involucraCbs en la formacifu ce una re 

gión en la ZP qu: involucre la presencia ce las otras familias gli=­

proteicas, ya qoo al analizar el tipo ce reacciál ce los IA ricos en 

A'1 en presencia ce las tres familias glicq;>roteicas transferidas a P,5! 

pel de nitre>c:2lulosa, ~stos reaccionan única y exclusivarrente ccn la 

familia 55K ya sea ccn sus ca:i:bc:hidratos o tratada ccn agentes cesgli­

colizantes, lo cual apoya esta afionaci6n (Rodrígooz, l.984). Sin errbaE 

go, anbas afi.xmaciones son ciertas s6lo para los AM producto ce la pr!_ 

~ra fusi6n, ya que aún falta analizar el carporta¡niento de los AM de 

la segunda fusién ante las tres familias glicoproteicas en papel ce ni 

trocelulosa. 

Ccn respecto a la ¡;:>ri:eba ce especificidad tisular, se observó que 

ce los seis IA proba&:>s, ningui.o present6 reacci6n cal los tejidos u~ 

lizados que fueron: corazoo, hígado, pulnól., riñ6n y tejido estranliti-

co ce ovario qua rodea al ovocito. La especificidad se dem:>str6 en 

los cortes ce ovario, 'dcn('le se obserw ·fl~orescencia al palerlos en 

contacto cal los IA solanente cuando había ZP presente, pero el tejido ce 

ovario que roeea al ovocito no rrostr6 fluorescencia alguna, lo cual ~ 

firma que los .1\M probados son teji00-spec1'.ficos. El hecho ce que el 

anticue:rpo policlonal tanpoco haya rea=ionado cal los di'l.ersos tejidos 
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puede ceberse a que a pesar ce su característica policlonal, sea tam 

bién tejido--específi=, atmque no sea específico ccntra una familia 

ce las glicoprotefnas ce la ZP caro en el caso cel AM ya que al pro­

barlo cen la Mo'lica ce inrnunotransfe:i:encia, cruz6 centra las tres 

familias ce glicoprotefnas. 

Desp~s ce vari.os intentos, haoe dos años (1984) se cbtuvie=n 

los prineros AM en centra de la ZP ce mamíferos, principalrrente en 

centra de ovocitos de ccnejo, rata, rat6n y cerdo. 

East y D;!an en 1984 cerrostraron que la ZP ce rat6n, al igual que 

la de oerdo, está formada por tres familias ce glicoproteínas cen PM 

praredio de 185K, l40K y 83K, denominando a estas proteínas caro ZP-1, 

ZP-2 y ZP-3, respectivarrente. Estos autores trataren, por rredio de los 

anticuerpos, de estableoer la distribuci6n de estas glicoprote:Lnas en 

la ZP, ad=.más de determlnar si estos anticuerpos eran o no tejido-es­

pecíficos. 

Para este estudio, ellos :inmunizaron ratas Wistar cen ZP solubi~ 

zada, produciendo cinco diferentes tipos oo AM, purificlindolos por rre­

dio de tma colunna de cromatografía en Sefacril S-200, caracterizfuldo­

se tres ce ellos caro .IgG2a y dos ccm:> IgGl. 

l?or rredio de electroforesis en gel, hicieren tm inmunoprecipitado 

oo Las. gliooproteínas de la ZP, cruz:indolas ccn los AM en doilde tres 

oo ellos mostraron :i:eacci6n específica en centra de la glicoprote:Lna 

ZP-2, y dos de ellos en centra ce la ZP-2 y ZP-3, ccncluyendo que ~ 

llos que :reaccionaren en contra de la ZP-2 y ZP-3 tienen tm C'etennin~ 

te canún, o carparten un sitio que abarca a regiones re arrbas 
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glicoproteinas. Por rredio de inmunofluo:r:escencia directa encentraren 

que en 6vulos fecundados, la ZP se teñía ccnpletanente rrostrando una 

estructura fibrosa s:in poder dete:i:minar la localizaci6n de las glico­

protefuas. Para rerrostrar la especificidad de estos anticuerpos a o­

t=s tejidos, utilizaren el rrétodo de inmunofluoresoencia indirecta en 

cortes de piel, cerebro, tii-oides, coraz6n, puJm:Sn, pánc:r:eas, hígado y 

ovario, no habiendo reacci6n cruzada en n:inc;ún caso, excepto en el =~ 

rio en las secciones que correspcnden a la ZP, dl .igual que en el pre­

sente trabajo. 

Estos misrros autores, en un trabajo que es ccntinuaci6n del ante­

rior (East et al, 1984), utilizan los AM producidos para estudiar su~ 

fecto durante la fertilizaci6n y el desarrollo temprano de 6vulos de 

ratcnes. una caracter!stica importante de este trabajo es que no usaren 

N1 purificados, sino los IA ricos en anticuerpos. Para cbservar el 

efecto de estos anticuerpos scb:r:e la fertilizaci6n, inyectaren IA a 

ratones hembras dos d!as antes de su apareamiento oon los madlos, obse,E 

V<111do que la fertilización se inhibía por canpleto, ya que hubo cero 

hembras preñadas en ccrnparaci6n = los testigos, dende se observ6 

fertilización en un 50% de ellas. CtlaPdo el LA. se inyect6 dos días res 

pués del apareandento ya no hubo efecto inhibitorio de la fertiliza­

ción, ya que el núrrero de hembras cargadas fue del 50%. 

La acci6n de los .1\M. tanbién se carprob6 a nivel de fo:ona.ci6n de 

e;nP;r:lones en estado re dos células. Para esto se inyectó el AM dos d!as 

antes del apareamiento de los animales, los cuales se sacrificaron 40 

horas despoos, rrostrando que en los oviductos de los ratones testigos 
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el. 85% de los huevos estaban en etapa de dos células; en canbio aq=­

ll.os tratados = los AM prácticarrente no presentaren ninguno. 

Así pues, estos autores indujeren infertilidad al administrar AM 

c::bservando qu¡, ésta fue reversible, ya que los ratones hembras .inmuni­

zados y apareados posteriorrrente tuvieron descendencia 80 dl'.as en pro­

rredio después de la innn.mizaci6n; en cani:>io, el grqoo testigo neo=sit6 

un prrnedio de 23 días para tener descendencia. El período ce días en 

qu¡, las herril:>ras tuvieron nacimientos en el grupo tratado fue entre 44 

y ll7 d.1'.as, lo que indica un arrplio grado de variaci6n individual en 

l.a interrupci6n de la fertilidad. 

:Por otro lado, Drell y Dunbar (l984), info:onan el haber produciéb 

anticue:i:pos en centra de ZP de oerdo y ZP de cenejo. El.l.os produjeren 

seis líneas o=lulares híbridas productoras re AM en centra re ZP pare~ 

na y siete en centra de ZP de conejo. En este caso tanbién se us6 caio 

ant:L.geno ZP sol.ubilizada. IDs antic=:i:pos obtenidos fuercn purificados 

J?Or nedi.o de diálisis en contra de fosfato de sodio y pasados por una 

col.l.lllna ce DEAE-pephade>t, siendo todos ellos del tipo IgG. 

uno de los hall.a.zgos principales de este estudio fue qu= en nin~ 

no de los seis a.ri.t:l.cuei:pos obtenidos en centra da la ZP po=ina recai~ 

ciercn cete:on:inantes de la ZP da caiejo, y por otro lado, solarrente un 

antiCUS?;rpo ant:l.-ZP ce ccnejo reccnoci6 la zp porcina. otro resultado 

fue que al .igual qu9 los trabajos ya descr:l.tos, estos l\M fueron tejido­

específicos a1 ser prcbados en contra de o=rebro, pul.rr6n, páncreas, ba 

zo y coraz6n, util:l.zando para esto la téoiica de ELISA. 

En un análisis roás detallado del anticue:cpo anti ZP porcina y que 
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=uza ca• ZP de ccnejo, usando la técnica de inmunotransferencia en 

papel de nitrocelulosa, se observ6 que este antielErpo reccnoo= a la 

familia de gliccproteínas de la ZP de conejo de rrenor PM a pesar de que 

su patren electroforetico es totalrrente diferente oo la glicoprotefna 

de la ZP porcina que tanbi~n tiene el PM mis bajo. 

Otro aspecto que se analiz6 en este estudio es que este anticuerpo 

que cruza ccn las dos especies fue el Onico que reccnoci6 glicoproteí­

nas oo arrbas especies. Esto es importante, ya qu= los ratcnes fu=rcn 

inmunizados con ZP soluble y en la irum.:notransferencia las glicoprote! 

nas se enctentran desnaturalizadas al ser tratadas con 2-rrercaptoetanol 

por lo que los AM probados por rredio de la técnica oo ELISA deberían 

ser ccnforrnacionaJ.es mientras que ~ste que cruza ceo a!Tbas especies d.::_ 

be ser un anticuerpo secu=ncial, explicando esto porqre reccnoo= a una 

glicoprotefna de una es¡;iecie de Il\3llÚfero diferente. 

Otra característica presentada por estos anticuerpos (Drell y 

Dunbar, l984), es que están dirigidos en contra de la parte pepUdica 

y no en centra de la pa.rt:a glicosídica de la glicoproteína, al igual 

que los N-! probados en este trabajo, ya que cuando la ZP fue tratada 

ccn glicoperoxidasa, el anticuerpo sigui6 reaccionando, no siendo así 

cuando la ZP se trat6 ccn proteasas. Por últino, estos auto:i:es indican 

que cuando los AM se .agregaron a una suspensi6n de ovocitos y despres 

se pusieren en ccntacto con espermatozoides, hubo una inhibici6n de la 

uni6n de ellos a los ovocitos. 

Por otro lado, Isojima y colaboradores, en l984, produjeron AM 

en contra de ZP porcina carpleta y probaron sus efectos inhibitorios 
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sob:i:e la fertilizaci6n. Ellos produjeron una linea ce hibridalla.s qua 

sec:i:etaba IgG2a, y cuatro que sec:i:etaban IgM; por rredio de la té~ica 

ce i.rum.mofluo:i:esc:encia indi:r:ecta denostrarcn que los cinco anticuerpos 

son especlficos para ovocitos. Además, la prueba ae reacci6n =uzada 

= ovocitos ce otras especies, t:i:es ce las inmunoglobulinas tipo IgM 

tanbién cruzaren con ovocitos humanos, ae hamster, rata y· rat6n, mien­

tras que el otro s6lo cruz6 con ovocitos de hamster, en tanto que la 

IgG2a fue específica a la ZP porcina. En :i:elaci6n a la inhibici6n ce la 

uni6n ce los espe:i:matozoices al ovocíto de cerao, por estos anticuer­

pos se observ6 que cuando se us6 el antisu=ro convencicnal en contra 

de la ZP se inhibi6 por cClll?leto la uni6n, sin enhargo, al efecto de 

los AM fue variado, por ejerrplo aquel anticue:i:po que fue especie-espe­

c!fico dio la inhibici6n más efectiva con un intervalo de uno a seis 

espe.;onatozoides por ovocito, mientras qu= los espe:i:matozoides que se 

unieron a los ovocitos sin ningún tipo de antisuero fue ce uno a se­

senta y cinco. 

En cuanto al efecto de estos ~"'1 en la fertilizaci6n "in vitre", en 

ovocitos de ha¡nster el antisuero convencional anti ZP porcina la blo­

que6 c011?1etwente, pero ninguno ce los .1\M rrostr6 alguna inhibici6n en 

la fertilizaci6n ''in vitre". Todos estos resultados pa:i:ecen m:>strar la 

gran diversidad de efectos que ~den presentar AM aparenterrente espe­

cíficos en contra de un antígeno, (Isojima et al, 1984) -

As! misno, Bamezai y colaborado:i:e:; en. 1985 inmunizaron ratones 

B.ALB/c ccn ZP po=ina y obtuviexon AM ce 10 clonas celulares híbridas, 

dirigidos en centra de la ZP de cerdo; utilizarco LA ricos en 
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anticuerpos, los cuales fueron centrifugados a l,OJOXg durante cinco 

minutos, y fueren filtrados a través d9 una nenbrana Milipo:re de 45 /"""· 

Por rredio d9 inmunofluo:rescencia indirecta obsexvaron que toaos los AM 

mostraren fluorescencia al ser e:xpi.Estos a los ovocitos ce cerdo; sin 

enbargo, el patr6n ce fluorescencia no fi.E el mismo para todos pi.Es h~ 

be algunos que dieron :reacci6n no harogénea en fonna de manchas, otros 

en fomia ce an:i.llo, y otros nás en fomia ae anillo no bien Os!finido. E~ 

to sugiere que los determinantes antigofuii=s :reconocidos por los AM tie 

nen una distribuci6n variable en la ZP. 

Ccn el f:i.n ce cetenninar la a=i6n de los AM en la uni6n de los e.5-

pennatozoices a los ovocitos, ellos incubaren ovocitos ae cerdo con los 

anticuerpos agregándoles una suspensi6n de espe:rmatozoides, encontrán­

dose que cinco de los seis .l\M probados no pennitieron la uni6n de los 

espe:rna,tozoides a los ovocitos "in vitre". La posibilidad de que estos 

cinco anticuerpos pudieran ser réplicas ce la misma clona fue aescar­

taaa no s6lo por la extensa subclonaci6n, sino porq¡.e el isotipo de es 

tos aPticuerpos fue al rrenos ce dos tipos: IgGlk e IgG2k. 

En general estos trabajos indicaP que los AM producidos por la 

inmunizaci.6n de an:ílna.les ccn ZP solubilizada son: tej idcrespecl'.ficos , 

t:i.enen reacci& cruzada ccn ovocitos de otras especies de marnífe:ros, 

pueden prevenir la uni6n de los espe:i:ma.tozoiaes al ovocito, y algunos 

de ellos previenen la fertil:i.zaci6n "in vivo". 

AJ. cccrparar los resultados aqu! obtenidos con los de los estudios 

antes rrencionados, se obse.:i:va qi.E las diferencias más irrportantes son 

por un lado que el aPtigeno usado por nosotros foo altarrente purificado 
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(glicoprote:l'.na 55K) mientras que los d=I!'ás autores utilizan ZP solubi­

lizada. Por otro lado, al hacer los estudios de inmunofluorescencia p~ 

ra detenninar la p:i:esencia del AM en la ZP "in situ", la mayoria de 

los autores encuentran una distribuci6n unifonre de la irummofluores­

O'lncia; Barrezai y o:ilaboradores (1985) encoontran una distriliuci6n di­

ferente que fl.2 en f0:cma ce minchas y anillos dis=ntinuos. En canbio 

en este estudio o:irro ya se indic6, hubo distribuci6n unifonre y distrf. 

buci6n periférica. 

Drell y Dunbar en=ntraron que uno ce sus AM ccmpart:l'.a cetennin"!!. 

tes entre dos familias ce glicoprote:l'.nas, y en el presente estudio los 

anticuerpos producidos fueron espec:l'.fio:is para la familia 55K. También 

estos misrros auto:i:es, al .igual que en nuestro estudio, obtuvieron un 

anticuerpo dirigido en centra de la parte pept:l'.dica ce la glicoprotei­

na. 

Finalnente, en donde todos los estudios han =incidido, es en la 

especificidad tisular de los AM. 

Ccn los :i:esultados que se tienen hasta el m:nento tanto en el 

presente trabajo co:oo en los art:l'.culos rrencionados, los pasos a seguir 

ser:l'.an determinar si estos 1IM irrpiden la tni6n de los espermatozoides 

probados "in vitre"; por otro lado, se deberá =ntestar la p:i:egunta de 

que si los AM tienen el misrro efecto en ovocitos inmaduros obtenidos 

del ovario o de 6vulos xraduros cbtenidos en el útero. caro siguiente 

pw;o deberá prcbarse si estos anticuerpos cruzan ccn otras especies 

de mam:l'.feros y en los casos positivos inmunizar a henbras de esas es­

pecies para determinar si se produce infertilidad en ellas. 
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Por otro lado, se deben seguír produciendo AM en contra de otras 

glicoprotefuas re la ZP para ver C'l.ál re ellas tiene mayor efecto en 

los procesos antes rrencionados. Todo lo anterior deberá encaminar a las 

investigaciones a tratar re producir un anticonceptivo de tipo inmuno-

16gico por un laCb, y por otro tratar de deterninar si la ZP tiene uno 

o varios sitios receptores específicos para los espe:i:matozoides, lo 

cual indica qU9 aún hacen falta estudios re investigaci6n b~ica que 

nos pe:mü.tan conocer ccn nayor retalle los diferentes eventos tanto a 

nivel. rrolecular caro celular de este proceso de la fertilizaci6n Y su 

~gtl].aci6n. 



60 

REFERENCIAS.-

Alberts, B. , Bra:y, D. , I.ewis, J. , Raff, M. , :Rcberts, K. & ''latson, J. D. 

Molecular biology of the cell.. Garland Pub. Inc. (New 

Yorl<) : 789-790, 1983. 

Atkinson, L.E. Opportunities far i.mnunocc:ntracepticn: zona pellucida 

and spe:r:rn antigens. Farnily Health Inte:maticnal. A view 

to the :Eut:= in Imnunoccntracepticn. (Proc): 1-29, 1985. 

Austin, R.C. & Short, R. v. ~lulas ge:oninales y fertilizacien. La Pre~ 

sa ~dica M=xícana. (~xi.col: 15-48, 1982. 

Bamezai, A.K.' Bhattacharya, A.' Band, A.H.' Suman & Talwar, G.P. 

Diversity of antigenic reterminants of porcine zona 

pellucida revealed by monoclonal antibodies. J. Biosci. 

2= l'.)5-113' 19 85. 

Baz:bieri, F.D. Biochernical rredlanisms of fertilization. En: Physio­

pathology of Hypophysial Distw:bances and Diseases of 

~productic:n. (A. n= Nicola & c. Blaquier, edS) • Alan R. 

Liss. li'1ew Yorl<) : 235-250, 1982. 

Bellvé, A. R. & .M::>ss, S.B. Mcnoclcnal antibodies as prcbes of 

reproductive rrec:hanisms. Biol. ~prod. 28: 1-26, 1983. 

Betancourt, M., R:>drígu;,z, E., se=ano, H., Wardrip, N. & Hedrick, J. 

Producci&l de anticue.rpos :roonoclcnales en centra re gli -

coprote:í'.nas ae la zcna pelúcida re cerdo. Bioquimia. ~: 

1367-1368, 1984. 

Betancourt, M., Rodrígu;,z, E., se=ano, H., Wardrip, N. & Hed.rick, J.L. 

El uso ce anticuerpos rronoclcnales para estudiar las 



fUlcicnes de la zona pelúcida de 6vulos de mamíferos. 

Salud PGblica M3x. 27: 203-212, 1985. 

Bw:net, M. The rrechanism of inmunity. Sci. 1\m. 204: 58-68, 1961. 

Olaffotte, A.F., Djava.di.-Ohaniance, L. & Golaberg, M.E. Does a 

rronospecific hybridona always secrete homogeneous 

irrrnunogld:mlins? Biochirnie. 67: 75-82, 1985. 

61 

David, G. S. 1 Huang, R. 1 Bartholareu, R., Sevier, E.D., .!'.daros, T .H. & 

G:reo...ne, H.E. The hybridana. An imnunodiemical laser. 

Clin. Chem. 27: 1580-1585, 1981. 

DJ:ell, D.W. & Dunbar, B.S. Mcnoclonal antihodies to rabbit and pig 

zonae pellucidae distinguish species-specific and shared 

antigenic a=terrninants. Biol. R=prod. 30: 445-457, 1984. 

Dlmbar, B.S. Morphological, biochernical and inmunochenú.cal 

characterizaticn of the mamnalian zcna pellucida. En: 

M3dlanism and control of animal fertilizaticn. (J.F. 

Hartmann 1 ed) • Aca.demic P:r:ess. (New York) : 139-175, 

19 83. 

Dunbar, B.S., Liu, c. & Samnons, D.N. Identification of the th:ree 

majar proteins of porcine and rabbit zonae pellucidae 

by high :r:esolutic:n two--dilrensional gel electrq;iho:r:esis: 

cc:roparison with serum, follicular fluid, and ovarian 

cell proteins. Biol. R'lprod. 24: 1111-1124, 1981. 

Dunbar, B.S. & Raynor, B.D. Olaracterizatic:n of porcine zcna pellucida 

antigens. Biol. R=prod. ~: 941-954, 1980. 

Dunba;;:-, B.S., Wardrip, N.J. & Hedrick, J.L. Isolaticn, physicochemical 



62 

prcperties, and macrcmolecular ccnposition of zcna 

pellucida frc:m porcine oocytes. Biochemist:r:y. 2: 356-

365' 1980. 

East, I.J. & r:ean, J. Monoclonal antibOdies as prc:bes of the 

distributicn of ZP-2, the majar sulfated glicq;>rotein 

of the rnurine zcna pellucida. J. Oül Biol. 98: 795-

800, 1984. 

East, I.J., Mattiscn, D.R. & ooan, J. Monoclcnal antibodies to the 

majar protein of the murine zona pellucida: effects on 

fertilization and early develc:prent. r:evelq;>. Biol. 104: 

49-56' 1984. 

Epel, D. El proceso ce la fecundacién. Investigacién y Ciencia. 16: 

62-73, 1978. 

Hartmann, J.F. Mamnalian fertilizaticn: gamete surface interacticns 

"in vitre". En: ~chanism and central of animal 

fertilizaticn. (J .F. Hartmann, ed) . Academi.c Press. 

(New Yo:tkl : 325-364, 1983. 

Hasebe, H., Irahara, M., Kinoshita, T., Kamada, M., Kushiki, N., Naka, 

o. & Mori, T. Tissue sp::>cificity of porcine zona 

p::>llucida antigens in pigs, rronkeys and humans. J. 

ll:prod. Irnmunol. Suppl. 23a, 1983. 

Hood, L.E., Weissman, I.L. & Wood, W.B. Inrnunology. The Benjamin 

Cummings Pub. Co. (San Francisco) , 1978. 

Isojirna, s., Koyama, K., Hasegawa, A., Tsunoda, Y. & Hanada, A. 

Mcnoclcnal antibodies to porcine zona pellucida 



63 

antigens and their inhibito:i:y effects on fertilizaticn. 

J. R?prod. Imnunol. §_: 77-87, 1984. 

Jeme, N.K. The inmune system. Sci. l\m. 229: 52-60, 1973. 

Kamada, M., Kinoshita, T., Naka, o., Mori, T., Mori, T. & Kano, K. 

Analysis of antigenic =ss-reactivity be~ ht.nnan 

and p=cine zcnae pellucida using rronoclcnal antibodies 

to porcine zcna pellucida. J. Ieprod. Imnunol. SuppL 

24a, l983. 

Keaxny, J.F., Fadbruch, A., Liesegan, B. & Rajewsky, K. A new nouse 

rqyelana oall line that had lost inmunogld>ulin expressicn 

but pennits the constructicn of antibody-secreting 

hybrid cell Unes. J. Inmunol. 123: 1548-1550, 1979. 

Kooler, G. & Milstein, c. Continuous cultures of fused cells secreting 

antibody of predefined specif-Lcity. Nature. 256: 495-

497, 1975. 

IeI:Iler, R.A. & Dixon, F.J. The ht:IITlan lymphocyte as an exparirn:mt<ll 

animal. Sci. l\rn. 228: 82-91, 1973. 

Lipinski, M. & Herzenberg, L. Les nybridares et leurs applicaticns. 

La Redlerche. 12: 952-961, 198L 

Loewenstein, J .E. & Cohen, A.I. D.t:y ma.ss, lipid ccntent and protein 

ccntent of the intact and zona-free mouse ovun. J. 

Enb:cyol. Exp. Morphol. 12: 113-121, 1964. 

Milstein, c. Mcnoclcnal antibodies. Sci. Am. ~: 56-64, 1980. 

M:>ri, T., Nishllnoto, T., Kohda, H., Takai, I., Nishimura, T. & Oikawa, 

T. A nEthod for specific detection of autoantibodies 



64 

to the zona pellucida in infertile Wl:l!tel1. Fert. Steril.. 

32: 67-72, 1979. 

Nishirnoto, T. , M:lri, T. , Yamada, I. & Nishimura, T. l\utoantibodies to 

zona pellucida in infertile and aged "°ren. Fert. Steril. 

34: 552-556, 1980. 

i.~oda, Y., Kc:hda, H., Takai, I., Hayashi, S., Shimada, H., Mori, T. & 

Tojo, S. Olaracterization of glyccproteins isolated 

fran porcine zcnae pell.ucidae. J. Feprod. mm.mol.. 5: 

161-172, 1983. 

a.nby, c.L. & Shivers, C.A. Antigens of the harrster ova:ry and effects 

of anti-ovary serum on eggs. Biol. ruprod. ~: 310-318, 

1972. 

Porter, R..R. La estructura ce los anticuerpos. En: Inmunología. Ed. 

Labor. (Barcelona): 33-41, 1983. 

lbdríguaz, E. Cbtencién fu ;:int:iC'.:ierpo.o; m::noclonales centra glicopro­

teínas de zcna pelúcida de cerdo. Tesis de Maestría en 

Biología Expe:i:inenta1. U.A.M. ~xico, 1984. 

Roitt, I.M. Essential imnunology. Blackwell Sci. Pub. (Oxford): 245pp. 

1980. 

Fojas, W.M. Tnmunologfa. Fondo Educativo Interarrericano. (~xico): 

534pp. 1985. 

Sac=, A.G. Inhibitian of fertility in mice by passive immlnizatic:n 

with antibodies to isolated zonae P3llucidae. J. Feprod. 

Fertil. ~· 533-537, 1979. 

Sacco, A.G. ·I:mnunoccntrac:epticn: cai.siooration of the zona pellucida 



as a target antigen. En: Obstetrics and Gynecology 

l\nnual. Vol. 10. (R.M. '\tinn, ed). Appletcn-o=tury­

Crofts. (New York) : 1.-26, 1.9 81. 

Sac=, A.G. & Moghissi, K.S. Anti-zcna pel.lucida activity in human 

sera. Fert. SteriL 31.: 50 3-506, 1.979. 

65 

Sacco, A.G. & Si:livers, C.A. Imnunol.ogic inhibition of oovel.o¡;:ment. En: 

M3thods in M3mnal.ian Reproduction. (J.C. Daniel., ed). 

Acad=mic Press. (New Yorl<): 203-228, 1.978. 

Sacco, A.G., Yw:ewicz, E.e., Subramanian, M.G. & De Mayo, F.J. Zo1a 

pel.1.ucida caiposition: species =ss reactivity and 

ccntraceptive potential of antiserun to a purified pig 

ZOl1a antigen (PPZA) - BioL R=prod. 32,_: 997-1.008, 1.981.-

Sathananthan, A.H., Trounson, A.O., Wood, c. & Ieeton, J.F. Ul.tra­

structural. cbse:i:vations on the penetraticn of human 

spenn into the zona pel.1.ucida of the human egg "in 

vitro". J. l\ndrol.ogy • .=l= 356-364, l.982. 

Se=ano, H. Produccién ce anticuerpos m::nocl.cnal.es centra zrel.atonina. 

Tesis Profesional., Fac. Ciencias, U.N.A.M. 65pp., 1.984. 

Shah.ini, S.K., Padbidri, J.R. & Rao, s.s. Drrnunolcgica1 studies with 

the reproductive organs, adt:ena1.s, and spl.een of the 

feinal.e m:mse. Int. J. Fert. 1.7: 1.61.-165, 1.972. 

Shigeta, M., Hasegawa, A., Kiyama., K. & Isoj:i.roa, S. Anal.ysis of cC111TOn 

antigens J:>et-v.een human and porcine zonae pel.1.ucidae us­

ing m:inocl.roal. antibodies. Aner. J. Ieprod. IImrunoL 

Microbiol.. 7: 49a, 1.985. 



66 

Shimizu, S., Tsuji, M. & o=an, J. "In vitre" biosynthesis of three 

sulfated gl.ycoproteins of rnurine zonae pel.lucidae by 

oocytes grown in foll.icle culture. J. Biol. Chem. 258: 

5858-5863, 1.983. 

Shivers, C.A. & Dunbar, B.S. Autoantibodies to zona pel.l.ucida: a pos­

sibl.e cause fer infertil.ity in worren. Scienoe. 1.97: 

1.082-1.084, 1.977. 

Wardrip, N.J. & Hedrick, J.L. Pig zona pell.ucida 25K and 65K gl.ycx>­

i?rDteins are derived from hydrol.ysis and reduction of 

the 90K family. J. CEl.l. Biol.. _!Ql: l.433a, 1.985. 

Wick, G., Baudner, S. & Hersog, F. Inmunofl.uorescence. Die !.\:'!dizinische 

Verl.agsgesel.lschaft (Marburg, R.F .A.) : l.20pp. 1.978. 

Yanagimachi, R. Zona-free hamster eggs: their use in assessing 

fertilizing capacity and exarnining chronosarres of human 

spernatozoa. Gam=te Res. 10: 187-2 32, 1.984. 

Yeltan, D.E., Thanrnana, P., Desaymard, C., Boberts, S.B., Kwan, S-P., 

Giusti, A., Zack, D.J., Pol.l.ock, R.R. & Scharff, M.D. 

Monocl.cnal. antibodies: the production of tailor-rnade 

serological :i:eagents. Eh: FrOln gene to protein. 

Transl.aticn :into biotechnol.ogy. (F. Ahrnad, J. Schul.tz, 

E.E. Smith & W.J. '\'lhel.an, eds). Acaélemic P:i:ess. (New 

York): 1.29-142, 1982. 



ll'l'lfl'W"'-
art.. al ll'láal'IY. a.L de e.-.. 
REP. DE COLOMBIA No. 6, 1er. PISO 

ICASI ESO. CON BRASnJ 

MEXICO 1, D. f. 
626-04-72 629-11-19 


	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	Introducción
	Objetivo General
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Referencias



