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RESUME N.~

Ios anticuerpos monoclonales han demostrado ser una herramienta
muy Gtil para la deteccitn de moléculas aspecificas en diferentes ti-
pos de tejidos y & cflulas, &sto debido a su alta especificidad. En
el laboratorio de Biologia Celular de la UAM-I se ha producido este i
pPo de anticuverpos, usando cawo antfgeno una de las glicoproteinas que
canponen a la zona pglﬁcida de ovocitos de cexrdo con el cbjeto de tra-
tar de determinar cufl es su funciSn en los procesos de la fertiliza-
cifn.

La presente tesis se refiere a las pruebas funcionales d2 los an~ -
ticverpos monoclonales cbtenidos, especfficamente para probar si ellos
reconocen a la zona pelficida de ovocitos de cerdo en una suspensién, a
s cano para determinar si tienen reacci@n cruzada con otros tejidos
del propioc cerdo. Para llevar a cabo lo anterior se usb la tEcnica de
Inmunofluorescencia Indirecta usando isotiocianato de fluoresceIna con
jugado a wn anticuverpo anti inmnogldoulina G de ratin, y revisando los
ovocitos y tejidos en un microscopio de fluorescencia.

Se prebaron 34 1fquidos asciticos ricos en anticuerpos, de 1los cua
les 23 resultaron ser positivos presentindcse la fluorescencia con dis-
tribucibn uniforne'en la zona peldcida, 7 positivos con distribuci&n pe
riférica, y s6lo 4 fuexon negativos. Con respecto a la prueba & espe-
cificidad tisular se cbservS que no hubo fluorescencia al paner a reac-
cionar los lfquidos ascfticos con cortes de ccrazén, higado, pulmdn y
rifign; sin embargo, al reaccionar can cortes de ovario, se cbsexve £luo

rescencia Gnicamente en la parte correspondiente a la zona pelfcida,



no asf con el tejido estromitico &l ovario.
Los resultados obtenidos muestran que los anticuerpos monoclonales
probados s se unen a la zona pelficida al ponerlos en contacto con =lla

"in situ", vy que ademds son tejido-especificos.




INTRODUCCTION.~

Al introducirse wna sustancia extrafia en el organismo de wn verte
brado pueden ocurrir dos tipos de respuestas: respuesta inmme celular
Y respuesta immne humoral. La respuesta inmme celular se caracteriza
por la presencia d linfocitos T, los cuales sintetizan linfocinas. La
respuesta inmme humoral se caracteriza por la presencia de linfocitos
B que se van a transformar posteriormente en ocflulas plasmiticas pro—
ductoras de anticuerpos, y poseen en su membrana determinadas protef-
nas que los caracterizan (Rojas, 1985).

Ios anticuerpos, tanbién llamados Inmmoglabulinas, son proteinas
glcbulares formadas por cuatro cadenas polipeptfdicas, las cuales es-
t&n apareadas de tal manera que la molécula se puede dividir en dos mi
tades idénticas, cada wna con una cadena pesada Yy otra ligera. Las cua
tro cadenas est&n unidas entre sf por puentes disulfuro del aminoicido
cistina, los cuales al wirse forman asas llamadas dominios. Los amino
dcidos que confouman el primer dominio @el extremo amino no son cons—
tantes en todas las moléculas, por lo gue a dicha regi@n se le llama
variable, mientras gue el resto pemmanece invariable, llam@ndosele cons.
tante. Dicha molécula de immmoglcbulina tarbién est8 formada por wn
extrenmo amino que se localiza en la porcifn donde estdn prdximas las
cadenas ligeras y pesadas, y el extremo carboxilo gue se encuentra en
la parte restante, es decir, en donde s6lo hay cadenas pesadas (Roitt,
1980; Porter, 1983). En la figura 1 se muestra esquemiticamente la

estructura lineal de una molécula de inmmoglobulina en la que se in-

dican sus regiones.




COOH
Fig 1.- Estfuctura lineal de una molécula d& Inmunoglobulina. Las dos
cadenas pesadas y las dos ligeras estdn conectadas por puentes
disulfuro. Cada cadena tiene un extremo amino (NHZ) Y wn extre
mo carboxilo (COOH). Las cadenas se dividen en regiones varia-

bles (V) y en regiones constantes (C). (Tomado & Jerne, 1973).
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La respuesta inmmne puede empezar al entrar en contacto wn linfo—

cito con un antigeno. Esto lo induce a dividirse y diferenciarse en g
lulas plasmiticas que secretan anticuerpos circulantes, y oflulas de
memoria que respanden a la reaparici®n del antfgeno (Lemer y Dixon,
1973). Un antfgeno o sustancia inmunogénica es toda agquella serie de
moléculas que pueden estar presentes tanto en microorganismos o oflulas
capaz & inducir a la diferenciacién de oflulas especializadas actuan-—
do en el conjunto de procesos canocidos camo respuesta inmmne {Rojas,
1983) .

En la respuesta inmune humoral, los mecanismos por los cuales los
anticuerpos eliminan a las cflulas extrafias y macromoléculas son: la
Neutralizacién, que consiste en wa sinple carbinacié&n del antfgeno con
cualquier tipo de anticuerpo, la activacién del Sistema de Conplemento,
v la Opsonizacifn; ésta se refiere a la wnitn del anticuerpo a la sus-
tancia extrana o antfgeno, haciéndolo mis apetecible y favoreciendo su
ingestién por las oflulas fagociticas (Hood et al, 1978).

S8i se inyecta a un animal una sustancia que reconozca cam extra
fla, empieza a secretar un tipo de protefnas que son los anticuerpos:
&stos no reconocen a toda la molécula extrafia, sino s6lo a una porcifn
& ella llamada determinante antigénico, por lo tanto se forman dife-
rentes tipos de anticuerpos dependiendsc del nGrero de determinantes an
tigénicos; asi el suero contendrfi anticuerpos llamados policlonales
por provenir de varias clonas celulares. Estos tienen el inconveniente
d que no son especfficos para un solo detemminante antigénico (Bellwe

y Moss, 1983). Sin embargo, se sabe gue cada anticuerpo se elabora en
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wma esti‘rpe distinta d2 linfocitos y oflulas plasmiticas derivadas de

ellos, por lo gue al separar una cé€lula que fabrica wn Gnico anticuer—
po especifico y pmerlo a proliferar, la progenie seri una fuente de
grandes cantidades de anticuerpos idénticos dirigidos contra un solo
determminante antigénico. Esto se relacicna con la teorfa de la selec-
citn clonal, la cual establece gque al aislar wma de dichas oflulas se
originard una colonia de cflulas idénticas o clona gue produciré
solo tipo & anticwerpos (Burmet, 1961). A este tipo d& anticuerpos
gque provienen de wna sola clona celular se les llama Anticuerpos Mono-
clonales (AM).

Kohler y Milstein en 1975, en un trabajo scbresaliente, lograron
fusiocnar oflulas de mielama d ratfn con linfocitos de bazo & rato-
nes inmmnizados con wn antfgeno especffico. Las cflulas hibridas resul
tantes expresaban la propiedad del linfocito de producir anticuerpos
especificos, y el carfcter inmortal de las c€lulas de mieloma, ademis
de la posibilidad de clonarse y producir grandes cantidades de un an-—
ticuerpo cspecffico contra wn solo detexrminante antigénico (Kdhler y
Milstein, 1975; Milstein, 1980).

Evidentenmente, estos avances t&cnicos han conducido a nurerosos
proyectos de investigacién en los cuales se han invertido grandes can-
tidades & recursos econémicos, tanto en la industria farmacfutica co-
mo en las campafifas de productos cientificos. Todo esto debido a que
los AM han constitufdo una herramienta importante poxr su especificidad
para identificar y marcar determinadas cflulas o moléculas y separarlas

de wa mezcla de ellas. Fn muchos laboratorios se ha tratado de chtenex
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AM dirigidos contra moléculas biolégicas diffciles o imposibles de Pu
rificar mediante otro tipo & téonicas (Lipinski y Herzenberg, 1981).

El campo d& aplicacifn de los AM en la investigacifn es muy am—
Plio y se les utiliza en estudios scbre biologfa celular, biologfa mo
lecular, bacteriologfa, bioclogfa de la reproduccién, etc. (David et al,
1981; Yelton et al, 1982). En cuanto a este Gltimo punto, los AM son
de gran utilidad para conocer cada vez un poco mids acerca de procesos
tan camplejos e interesantes como 1o es el de la fertilizaci®n.

Al interactuar con €xito un Svulo can un espermatozoide, se lleva
a cabo el proceso G la fertilizacidn, el cual puede dividirse princi-
palmente en tres etapas que son: el reconocimiento del Svulo por el es
permatozoide, la regulacifn & la entrada de espermatozoides en el Svu
lo y la activacitn del metabolismo &2l Svulo para que se inicie la di-
visitn celular y el desarrolio embrionario. El reconocimiento del Gvu-
lo por el espermatozoids ocurre cuando &ste entra en contacto con la
capa gelatinosa que envielve al Svulo, en los invertebrados a dicha en
voltura se le llama capa vitelina. Alguos investigadores han observa
do gque al preparar anticuerpos contra las proteinas reccptoras y afia~
dirlos a wa suspensifn de Svulos antes de la adicifn de los esperma-
tozoides, no se realiza la fertilizacién (Epel, 1978).

I cuanto a las investigaciones dedicadas a aclarar los mecanis-
mos de la fertilizacién en vertebrados, la mayorfa de ellas se han rea
lizado en anfibios y manifferos. Desde hace varios afios los anfibios
han sido considerados cano un buen material debido a la gran cantidad

de Svulos gque producz una sola hembra y por la posibilidad de indueir
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la fertilizacidn "in vitro" bajo condiciones bien definidas. Sin em—

bargo, los mamiferos han merecido especial atencifn debido a su gran
importancia desde el punto de vista de la medicina y de la produccibn
animal (Barbieri, 1982).

En los mamfferos una & las primeras barreras que tiene qgue pasar
el espermatozoide para fecundar al Gvuio es la Zona PelGeida (ZP), par
lo gue actualmente se ha puesto mucha atencién al estudio de esta es-
tructura.

La ZP es wna matriz extracelular especifica d21 ovocito que estd
formada por moléculas & glicoprotefnas, algunas secretadas por el ovo
cito y otras por las ocflulas ctmulo (Alberts et al, 1983). Durante la
ovogénesis, la ZP aparecs cano wa discreta estructura extracelular que
rodea al ovocito de mamiferos vy después de la fertilizacifn se encuen-
tra rodeando al enbri&n, permaneciendo asf hasta gue tiene lugar la im
plantacitn (Dunbar, 1983; Shimizu et al, 1983). Esta capa se encuentra
formada por finos grénudlos y filamentos embebidos en wna matriz amorfa;
con frecuencia se observa que la atraviesan microwellosidades y remi-
niscencias de oflulas de la corona radiada (Sathananthan et al, 1982).

Con respecto a sus caracterfsticas, se sabe que la ZP es imper—
meable a los solutos de alto peso molecular (PM) como polisaciridos y
protefnas (Austin y Short, 1982). Se han hecho estudios acerca de los
agentes que pueden causar la disolucidn de la ZP de varias especies.
Estas investigaciones demuestran la variedad de protefnas de la 2P de
diferentes especies, asf como la camplejidad de la camposicibn quimi-

ca de dichas proteinas (Dunbar et al, 1980; Dumbar, 1983). Se ha
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estimado que la masa de 1a ZP de un s0lo ovocito de ratén es & 5 ng,

de los cuales aproximadamente el 80% es de protefnas y el resto de
carbohidratos; tomando en cuenta el peso seco de la 2P se vio que 1.8
ng corresponden a su contenido prot&ico (Shimizu et al, 1983;
Ioewenstein y Cchen, 1964). Las propiedades quimicas de la ZP de ovo-
citos de cerdo se muestran en el cuadro 1, cbservidndose que estd cons
titufda en su mayorfa por protefnas (71%) y en sequndo lugar por car—
bohidratos (19%), sin embargo, también ests formada por otros camponen
tes tales camo Scidos urbnicos, &cido siflico, acil-dcido graso, sul-
fato y fosfato (Dunbar et al, 1980).

La ZP que rodea a los ovocitos de ratdn estd formada por tres fa-
milias & glicoprotefnas denaminadas ZP-1, ZP-2 y ZP-3, con un PM de
185,000, 140,000, y 83,000 daltones respectivamente, encontrindose que
la ZP-2 es la mds abundante (East y Dean, 1984). En 1981, Dunbar et al
reportaron que la ZP & conejo y la de cerdo estin formadas por tres
familias de glicoproteinas y que difieren entre sf en cuanto a sus PM.
Sin embargo, wn estudio realizado por Noda y colaboradores muestra que
la ZP de cerdo estd formada por dos familias de glicoprotefnas de PM
de 60K y 90K (Noda et al, 1983). Por otra parte, se hizo wn anialisis &
la 2P & c2rdo, el cual mostrd la presencia de dos familias de glico—
protefnas de PM de 90K y 55K, y al hacer wa reduccién de puentes disul
furo con 2-~mercaptoetancl, aparecieron dos familias adicionales de PM
65K y 25K, las cuales se cree que son generadas a partir de la familia

de FM de 90K por un proceso proteolitico de la 2P (Wardrip y Bedrick,
1985).
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Por lo que respecta a las funciones de la ZP, se sabe que wo de

los sitios de mayor especificidad en la fertilizacién de mamiferos es
esta estructura. Cuando es removida, la especificidad de la fertiliza-
citn se ve reducida, es decir, la ZP media la especificidad & la capa
cidad @21 espermatozoide para wnirse a los 6vulos, por lo que es el
blogqueo principal que evita la polispenmia. Ademis, protege al ovocito
de dafio mecinico, y protege el desarrollo &l embridn durante su paso

desde el oviducto hasta su implantacifn en el fitero (Shimizu et al,

1983; Yanagimachi, 1284). Muchos investigadores han &enostrado que la

ZP es un poderoso inmmnbgeno pues el antisuvero contra ella puede blo-
quear la wnién y penetracién del espematozoide a la ZP "in vitro", lo
cual ha sido demostrado en hamster (Hartmann, 1983).

En relacifn a la inmumogenicidad de la 2P, al principio de los es
tudios en este campo, algunos investigadores usaron tejidos ovaricos cam
pletos caw fuente & material antigénico para caracterizar a la 2P
(Shahini et al, 1972), pero la carplejidad del material usado generd
gran diversidad & anticuerpos con reaceifn cruzada. Io antexior fue
simplificado posteriormmente por absorcitn del suvaro inmuae oo wa gran
variedad de tejidos animales (Ownby y Shivers, 1972). Se reportS que
¢on una sola dosis de 2.5 mg de globulina anti ZP, se inhibe la ferti-
lizaci8n en ratones con wma efectividad del 100% durante once dias Y en
algunos casos puede prolongarse hasta treinta y tres dfas; también se
observd que la infertilidad es reversible y que este efecto se debe a
la maduraci&n, ovulacifén y fertilizacién de 6vulos cuya ZP no fue afec-

tada, asi camo por la gradual decadencia del precipitade de anticuerpos
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en la ZP (Sacco, 1979).

A principios de la dScada de los atfios 80s se llevaron a cabo es-
tudios mis detallados usando ZP aislada & ovocitos de canejos vy hamsters
(bunbar y Raynor, 1980), lo cual ha denostrado su alto grado de inmmno—
genicidad. Con este tipo & estudios se lograron producir cuatro tipos
de anticuerpos especfficos anti ZP usando anti suero & conejo prepara—
do en contra da ZP solubilizada por calor (Dunbar et al, 1980).

Amngue se han podido dbtener anticuerpos anti zZP tejido-especffi-~
cos, generalmente muestran reacclén cruzada cuando son expuestos a ZP
& otras especies de mamfferos, por ejemplo anticuerpos cbtenidos & ZP
humana reaccionan contra la d& cerdo y chimpanc® entre otras (Sacco,
1981) .

Por otro lado, se ha encontrado que algunos grupocs ¢& mujeres con
infertilidad, presentan anticuerpos en contra de la ZP. Shivers y Dinbar
en 1977 demostraron en wn grupo de 22 mujeres infértiles sin causa ana-
t&nica aparente, que su suero cuando era agregado a ovocitos da cerdo,
producfa reasccifn positiva antfgeno~anticuerpo medida oon la tBcnica de
inmmofluorescencia. Tanbién Nishimoto y colaboradores en 1980, encon-—
traron que los sweros e 13 ée ciento setenta y cinco mujeres con infer-
tilidad sin etiologia definida presentaban anticuerpos en contra de la
ZP, en cambio en 71 mujeres jdvenes y de 39 mujeres embarazadas no en-—
contraron ninguna reaccifn. Estos trabajos muestran que en algunos casos
de mujeres infértiles la causa pudiera ser la presencia de autoanticuer
pos en contra de la ZP, sin embargo, otros estudios muestran la dbten-

cifn de wma misma frecuencia de la wnisn de anticverpos a la ZP en suero
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de mujeres infértiles camo en el suero de harbres y mujeres fértiles

(Sacco y Moghissi, 1979). Dada esta controversia de opinicnes, es im-
portante continuar realizando experimentos para tratar de esclarecer
este punto.

De diez afios a la fecha aproximadamente, se ha puesto gran inte-
r€s en utilizar caw antigenc a la ZP para elaborar una vacuna anticon-
ceptiva basada en sus caracterfsticas inmmogénicas. la inmmizacién
con un antfigeno purificado de 2P o de subunidades de ella tiene ciextas
ventajas entre las que se encuentran: a) Puede bloquear la fertiliza-—
cifn pero sin ocasionar aborto, b) Los antfgenos protficos de la 2P no
se han encontrado en ningn otro tejido, ¢) La fertilizacifn puede ser
blogqueada por anticuerpos con titulos bajos, d) Una inmmnizaci6n constan
te producirfa niveles adecuados d& anticverpos en el lfquido folicular
para unirse a la ZP, e) Las glicoproteinas de la ZP parecen ser alta—
mente inmmogénicas, f) La 2P de cexdo, vaca, conejo, perro y humano pre
sentan reacci@in cruzada por lo que pueden ser usadas como fuente de ma—
terial antigénico disponible para su purificaci®n y su caracterizacifn
(Atkinson, 1985; Sacco y Shivers, 1978; Hasebe et al, 1983).

El tratamiento d& la 2P con antisueros que contienen anticuexpos
dirigidos en contra de ella, produce efectos que pueden ser cbservados
mediante algunas técnicas que permiten detectar la presencia &l anti-
cuerpo en la superficie celular; entre ellas se encuentran la aglutina-
citn de ovocitos libres de cflulas cGmilo, formacifn de wna capa &2 pre
cipitacitn, inhibiciSn de la lisis de la ZP, inmmofluoresocencia directa

e indirecta (lLemer y Dixon, 1973; Sacco y Shivers, 1978; Mori et al,



1979).

La t€cnica d&¢ Inmmofluorescencia combina la especificidad inmmo-—
16gica con la sensibilidad histoqufmica y la precisifn del microscopio,
lo cual no stlo pexmite la demostracién de la reaceifn antfgenc-anti-
clarpo, sino también su localizacién exacta. Las aplicacicnes d&l m&to—
dn se extienden desde la virologfa hasta la micologfa, v desde la rara
sitologfa y patologfa hasta la bot&nica. Esta t€cnica ofrece una venta
Ja importante en comparaci@n con otros métodos serolfgicos de investiga
citn pues permite probar la especificidad inmnolégica proporcicnando
los resultados al investigador en un lapso relativamente corto (Wick et
al, 1978).

IEn varios estudios se han cobtenido Al en contra & la ZP de ovoci-
tos de conejo y d& o=rdo demostrindose gue amque son tejido-espectficos
maestran reaccifn cruzada gue evidencia que estos ovocitos comparten de-
terminantes antig&nicos (Drell y Dunbar, 1984). Asf mismo se han doteni-
do ctros AM en cont-.ra gz la ZP & ovocitos de cerdo gque muestran reac—
cién cruzada con la ZP d& ovocitos e rata, ratdn, hamster y mmmano, blo
queando inclusive la unifn &l espermmatozoide al Svule (Isojima et al,
1984) ; otros estudios inmmolégicos sugieren cue la ZP de humano, mono
ardilla y canejo contienen una macromolécula dcida gque posee determinan
tes antigénicos similares a los de la ZP de cexdo purificada (Sacco et
al, 138l1). Se concluye gque la ZP de humano y la & cexrde camparten por
1o menos dos determinantes antigfnicos diferentes, por lo que se siguen
::eaiizando estudios para localizar los determinantes antigénicos que com

parten ambas ZP, utilizando camo herramienta los AM (Kamada et al, 1983;
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Shigeta et al, 1985).

La presente tesis se refiere a las priebas fincionales & aM produ
cidos en cantra de la ZP & ovocitos de cerdo, obtenidos en el propio
laboratorio de Biologfa Celular, para estudios sabre prcblemas de la
fertilizacidn, por lo que es necesario describir brevemente cfmo se lle
gb a cbtener dichos M.

Como antfgeno se utilizd la familia de glicoprotefnas con PM d&
55K proveniente de la ZP de ovocitos de o2rdo, la cual fue cbtenida y
purificada por electroforesis d dos dimensiones en presancia d& 2-mer-
captostanol. Con este antfgeno se inmunizaron ratones henbras BALB/c de
seis a ocho semanas & edad, por via intraperitoneal, dando una hiperin
mnizacifn después de transcurridos treinta dias; a los tres dfas poste
riores a esta sequnda inmmizaci6n, se hizo la fusifn celular. La razén
por 1la que se nizo la hiperinmmnizacifn fue el incrementar la pd:lacién
& oflulas productoras @2l anticuerpo especifico. En este mamento, uti-
lizando polietilenglicol, se fusionarcn los linfocitos &1 bazo de estos
ratones con oflulas de mielama de ratfn de la 1fnea P3X63AG8.653, la
cual tiene la caracterfstica de no secretar inmunoglobulinas, ademés de
sér Gficiente en la enzima hipoxantina guanina fosforribosil transfera
sa (HGPRI'), (Keawny et al, 1979).

Las oflulas producto de esta fusidn (hibridamas) se pusieron a pro
liferar en un medio de cultivo selectivo (medio HAT) gue cmtmia hipo-
xantina, aminopterina y timidina, el cual permitirfa que pmlifera.ran.
solamente las células hfbridas resultantes & la fusifn de wn mielcma
con una cflula & bazo.
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Aproximadamente despuds de 15 dfas de iniciado el cultivo, se obtu

vieron colonias con suficiente ntmero de cflulas camo para poder deter—
minar si &stas estaban produciendo anticuerpos. Esto se llevS a cabo por
medio de wn inmmoensayo enzimitico de fase s6lida conocido camo ELISA,
el cual utiliza para rewelar la presencia de anticuerpos wia irmmmoglobu
lina de cabra dirxigida contra inmmoglobulina G (IgG) de ratfSn conjugada
con la enzima percxidasa, el sustrato de €sta, asi como w copuesto quf
mice que cambie de coloracidén an forma proporcicnal a su estado de oxida
cifn al captar el producto de la reaccifn enzimftica. Bajo estas condi-
ciones, el scbrenadante de las colonias de hibridanas gue sintetizaban vy
secretaban el anticuerpo deseado diercn una coloracifn verde cuya inten-—
sidad era proporcicnal a la cantidad de anticuerpo presente en el scbre-
nadante.

Algunas de las colonias que produjeron los anticuerpos se clonaron
en cuatro ocasiones para de esta manera poder obtener un AM. En cada clo
nacifn se procurS cque la colonia de hibridamas proviniera de una sola cf
lula. Después de cada clonacifn se fue haciendo la prueba de ELISA para
ir seleccionando las colonias celulares can mayor produccitén de anticuer
pos. Esta metodologfa asegurS por un lade el origen monoclonal del anti-
cuerpo, y par otro lado, al probarlo con el antigeno purificado, que es-
te anticuerpo era especifico contra la familia de glicoprotefnas 55K de
la 2P de ovocitos de cerdo.

En el cuadro 2 se resunen los resultados del porcentaje de colonias
de c&lulas hibridas producidas, asf como la presencia de anticuerpos an-

ti glicoproteina 55K tanto de la fusidén camo & las clonaciones. En este



18
cuadro lo que se observa es que la eficiencia de produccién de colonias

en cada paso fue mis o menos constante y el porcentaje de colonias pro-
duciendo AM se fue incrementando hasta llegar al méximo posible, lo que
indica ademfs, la estabilidad del genama de la lfnea celular. Todo esto
con respecto a los Ifquidos Asciticos (LA) correspondientes a la prime-
ra fusitn Gnicamente.

CSlulas de la sequnda, tercera y cuarta clonaciones se dejarcn Pro
liferar para producir colonias de varios millones &8 oflulas, las cuales
=" ihyecta.ron en cantidades de dos millenes a ratones para producir tumo
ras asciticos, los cuales produjeron grandes cantidades de anticuerpos
anti glicoproteina 55K; esto se logrS en wn intervalo de una Semana a
wm mes despuss de haber inyectado dichas oflulas. El LA se extrajo de
la cavidad peritoneal dando un lavado con solucifin salina balancaada.
Por medio de electroforesis se determin® que la inmmoglcobulina produ-
cida era de tipo IgG, ademfs d= que por la tfcnica de inmmotransferen
cia a papel de nitrorelulosa se demostrd la especificidad de los AM en
contra de la familia de glicoproteinas 55K (Rodriguez, 1984).

Una vez hecho asto, se hicieron prusbas de ELISA para titular la
concentracién de MM (Betancourt y Serrano, cammicacifn personal). Los
resultados de esta titulacitn se muestran en el cuadro 3 donde sa pus
de observar que se produjeron cuatro clonas ceslulares cuyos LA tienen
tftulos que van desde o hasta doscientos mil.

Con ‘todo lo anterior se tuvo la posibilidad de plantear el presen-—
te estudio cano wn inicio de una serie de prusbas para determinar la

funcionalidad de estos anticuerpos.
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CUADRO 1.~ COMPOSICICN QUIMICA DE IA ZP DE COVOCTTOS DE CERDQ.

Camponente ng/zona pa/mg ce % del total
proteina.
Proteina 33.00 1000 71.0
Haxosas neutras 8.70 264 19.0
Acidos urBnicos 1.10 34 2.4
Acido siflico 1.30 38 2.7
Acil-gcido graso 1.30 38 2.7
Sulfatos 0.59 18 1.3
Fosfatos 0.50 15 1.1
46.5 100.2

Tamado de Dunbar et al, 1980.
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CUADRO 2,— CRECIMIENTO DE COLONIAS DE HIBRIDOMAS Y POZOS CON
ANTICUERPOS ANTI 5SK DETECTADQS MEDIANTE LA PRUERBA

DE ELISA, (PRIMERA FUSION) .

Pozos con colonias Presencia de
celulares (%). anticuerpos (%).
Fasién 20 06
Clonacifén I 13 88
Clonacidn II 38 50
Clonacidn TIT 28 98
Clonacidn IV 36 100

Tamado de Betancourt et al, 1985,
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CUADRO 3.- TITULACION DE LA OCONCENTRACION DE AM MEDIANTE PRUERAS DE

ELISA.
CLONA LIQUIDO ASCITICO FECHA TITULACIGN
2R4.2 A IT 06-02-B4 10,000
06-04-84 200,000
A3 I 15-02-84 1,000
10-04-84 200,000
BIO I 06-02-84 10,000
S I 15-02-84 1,000
23-02-84 200,000
30-03~-84 200,000
F2 IT 06-02-84 200,000
F6F2  TIII 30-03-84 100,000
20-03-84 10,000
06-04-84 200,000
F6F5  TII 17-05-84 200,000
F6C8B3 IV 30-03-84 200,000
06-04-84 10
F6C8B12 IV 11-05-84 1
07-05-84 200,000
17-05~84 No titulado
F6C8 s/n IV 10-07-84 1
2a4.1 ¢6 IT 06-02-84 10,000
20-03-84 100

26-03-84 200,000



CONTINUACION CURDRO 3.~

CLONA

284.2"

H4

LIQUIDO ASCITICO

G1l0C9 IIT

G1QD9 IIT
GloCl2 IIT
Al2HAB2F2 IIX
AJ2HABZF3 I1I
AL2H4B2F7 IIT
Al12HABZ s/ 11T

A12H4ABA2A6 v

Al12HACTCEB9 v

Al2H4C7C6C10 v

FECHA

20-03-84
07-05-84
30-03-84
16-04-84
25-07-84
25-07-84
05-09-84
30-07-84
08-10-84
24-09-84
04-10-84

22-11-84

22

TTTULACION
10,000
200,000
10,000
10
100
100
1,000
100
1,000
1,000
1,000

No titulado

ILas fechas cormespanden a la extraccifn del LA & la cavidad pe-

ritoneal.
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OBJETIVO GENERAIL.—-

Prooar la especificidad de AM en contra de la 2P de ovocitos &

cerdo medida por tfcicas inmmofluorescentes.

CBJETIVOS ESPECIFICOS. -

Prcbar si los AM producidos en contra de la familia de glicoprotel
nas 55K de la ZP presentan reaccitn al enfrentarlos a ovocitos Integros,
es dacir, si reaccionan "in situ".

Determinar la especificidad que tienen estos AM para diferenciar
a la ZP de ovocitos de cexdo de entre otros tejidos.

Demostrar la inexistencia d& detemminantes antigénicos parecidos

entre el estrama ovlrico &= cerdo y la ZP del mismo.

HIPOTESTIS.—

Dado que los AM tienen la capacidad de detectar un solo tipo de de
termminante antig@nico y que en la ZP de ovocitos & cexrdo aeben codstir
varios y exclusivos que la diferencien de otros Srganos o tejidos; al
utilizar una serie & BM que reconocen "in vitro" ciertos determinantes

de la 2P, &stos reaccionarsin fnicamente con agufllos exclusivos d&e la
ZP.
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MATERIAL ¥ METODOS.-

En el presente trabajo se utilizaron b&sicamente dos técnicas. La
prirera e@s la relacianada con la reaccif@n entre el aM v la ZP & los =)
vocitos de cerdo. La sequnda es la prueba de especificidad tisular de
éstos. 4

Para llevar a cabo la primera t€onica, inicialmente se cbtuvieran
los ovocitos a partir & los ovarios de cerdo, segln la té€cnica de
Dunbar et al, (1380). Los ovarios fueron colectados en un rastro de
cerdos, y se almacenarch a —40°C en wn congelador REVCO. Bn cada ensa
Yo se tomaron aproximadamente 17 ovarios que se colocaron en cajas &
Petri g2 pléstico (fig 2), conteniendo 5 ml de solucidn salina amorti-
quadora @ fosfatos-Citrato~acido etilen di amino tetra acStico (PRS-
C-EDTA) , preparada & la siguiente manera:

NaCl

7.3 g
Na2HPO4 2.165 g
ELTA 0.745 g
Citrato &2 Sodio 0.83 g
Azida de Sodio 0.2 g

Estas sales fueron aforadas a wn litro con agua des-
tilada y el pd se ajustd a 7.3 con Acido clorhfdrico IN.

El siguiente paso consistif en macerar 1os ovarios con la ayuda de
wmas pinzas para sostenerlos y un bisturi para cartar cada wo de los
folfculos vy colectar ast los ovocitos, (fig 3).

Posteriormente, la suspansién que contenfa los ovocitos, sa filtrd
a travds @e varios recipientes con mallas de nylon de diferente tamano

de poro: 1,000, 200, 150 y 85/u.m, (fig 4) , previo lavado escripuloso



Fig 2.~ Ovarios de cerdo contenidos en caja & Petri, inmersos en

5 ml de PBS-C-EDTA.

25
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Fig 3.- Maceracifn & ovarios de cerdo mediante pinzas y bisturf,

para la cbtencién de ovocitos-
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Fig 4.- Filtracidn progresiva de 1a suspensitn dz ovocitos a través ae

mallas & nylon de diversos tamahos de poro. Dichos tamaios se

indican con los nimeros en los recipientes.
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& los ovarios con la solucidn amortiguadora para evitar perder los o—

vocitos que se hubieran quedado adheridos al tejideo. Por medio d&e wna
jeringa de plastico & 20 ml, se lavaron a presidn todas las mallas con
PBS-C-EDTA, excepto la & 1,000 pm para evitar que pasaran los desechos
c2lulares d& mayor tamano a la malla de 200 um.

En seguida se invirtif el recipiente con 1la malla de 85 pm, para
lavarse a presiin con la jeringa, depositando la suspensifn d& ovocitos
en wma caja de Petri & pl&stico. El contenido de dicha caja se £iltxd
mevarente a travds d& las mallas & 85 pm. El lavado a presién se re-
piti6 uwna segunda vez, ashora va con menor cantidad d restos celulares
del tejido gque circunda a los folfculos. Después se contaron los owvoci
tos con la ayuda d&& W invertoscopio (Carl Zeiss).

El contenido & la caja de Petri se vertif en un tubo de centrifu
ga cSnico & plastico & 10 ml, ocentrifuglndose a 25 Xg durante cinco
minutos en wna centrifuga clinica Sol-bat (modelo 2332), con el fin &
eliminar mis restos c=lulares, y ademis,; reducir el volumen del amorti
guador al minimo. Finalmente se elimind el scbrenadante para resuspen-—
dr el paguete celular en 1-2 ml de soluci&n amortiguadora.

Todas las cperacicnes se realizaron en recipientes de pléastico de
bido a gque los ovocitos son altamente adherentes en los recipientes de
vidrio.

La sequnda etapa de esta t€cnica camprende la reaccifn inmumnofluo
rescente, d& acverdo con lo reportado por East y Dean, (1984), asf co-
mo por East et al, (1984), con algumas modificaciones.

Se resuspendid el contenido &l tubo & centrifuga (ovocitos en
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FBS--C-EDTA) , colocandose 200 M é la suspensifn en wma microplaca de

96 pozos con fondo plano (Cat 167008, Wunc, Dinamarca), asegurandoe que
en cada wno & los pozos hubiesen & 80 a 100 ovocitos. Esto se hizo
ocon wa micropipeta Gilson con capacidad de cero a 200 M.

Para sedimentar los ovocitos, se dejd transcurrir un lapso g 5
minutos, retirando la mayor cantidad posible del amortiguador. A conti
nuacitn, a cada wnc @ los pozos conteniendo los ovoclitos, se les agre
garon ya sea 200 41 32 los IA ricos en AM sujetos a prueha, o bien del
swexro cantrol positivo o & los negativos, los que serSn &&finidos mas
adelante. Se &j6 reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente,
retirgndose la mayor cantidad posible de cada TA. Inmediatamente des-
puss se agregaron a los pozos 200 M1 & solucifén salina amortiguadora

& fosfatos (PBS); dicha solucién se prepard de la sigulente manera:

NaCl 3.749
Nazmq, 0.4766 g
NaiL, PO, 0.2583 g

Se aforS a 500 ml de agua destilada, ajustindose el
pH a 7.3 can NaHzP04.

El amortiguador del pozo gue cantenfa los ovocitos se xeSuspend:Lé
tres weaes &jindose en reposo durante 5 minutos para que los ovocitos
se sedimentaran; despugs de 1o cual se retird la mayor cantidad posible
del amortiguador. Este proceso se llevd a cabo cuatro veces para elimi-
nar la mayor cantidad posible de AM que no se hubiera unido a la ZP.

Posteriormente, a cada pozo se agregaron 200 sl de Isotiocianato

de fluworesceina al 2% conjugado a un anticuerpo anti IgG de ratbn,
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Producido en cabra (FITC). Para cbtener la solucidn de FITC al 2%, se

prepard anticipadamente solucién reguladora Tris-salina camo sigue:

Tris 10 milimolar 1.21 g
NaCl 0.9% 9.0 g
Azida de Sodio 0.02% 0.2 g

Se aford a wn litro con agua destilada, ajustindose
el pH a 7.4 con dcido clorhidrico 1N.

De esta solucifin Tris-salina se tamaran 24.5 ml a 1os cuales se
les agregaron 0.5 ml de FITC para cbtener asf la solucifn al 2%. Se hi
cieron alfcuotas de un mililitro en tubos & ensaye de plastico vy se de
positaron en un recipiente, conservandose en la oscuridad y a —40°C en
w congelador REVOO.

Los ovocitos en contacto con FITC, depositados en los pozos, se de
jaron reposar & 10 a 15 minutos en ausencia de luz. En seguida se re-
tird de los pozos la mayor cantidad posible de FITC y se agregaron 200
ML & FBS a cada pozo, Gajéndose reposar durante 5 minutos, procurando
eliminar despuss la mayor cantidad posible d= PBRS. Estos lavados se 112
varcnl a cabo cuatro veces. '

Finalmente se adicionaron 200 /4 & FBS a todos los pozos, dejan-—
dose reposar durante 60 minutos, evitando la entrada de luz (Shiwvers y
Dunbar, 1977).

Con wna micropipeta se resuspendis el contenido de los pozos para
colocario entre wun portacbjetos y un cubreobjetos. Inmediatamente des—
puls, se cbservd l.a“p:xepa::acidn en un microscopio de epifluocrescencia

(Carl Zeiss) equipado con un filtro Azul~violeta H436 (Carl Zeiss).
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Se tomaron fotografias de 1los ovocitos tanto en campo claro como

en fluorescencia, ccn un rollo Kodachrcame 100 ASA, de 135 mm. Esta ope.
racién se realizd para cada o & los IA y los testigos.

lLos 1A gue se probaron fueron treinta y cuatro en total, prove-
nientes @ cuatro clonas celulares diferentes. Tres de ellas correspon
den a wna fusidn, y la otra corresponde a una segunda fusidn.

En cuanto a los testigos, se tamd camo peositivo un anticuerpo po—
liclonal anti Zona Pelicida Completa (ZPC) en wmna diluci&n 1:50 (anti
suero en solucifn Tris-salina). Con respecto a los testigos negativos,
se utilizd por w lado suero de ratfin no inmmnizado a wma dilucidn
1:100 (sueroc concentrado en solucifin Tris-salina); y por otra parte,

se utilizé un AM contra melatonina (Serrano, 1984).

Ia sequnda t€mica utilizada para la realizacifn de este trabajo,
fue la de inmmoflucrescencia relacicnada con la Especificidad Tisular
& los AM prcbados con la t€cnica anterior.

e acerdo con el reporte de East y Dean (1984), vy el & Nishimoto
et al (1980), se procedid &= la siguiente manera:

En el rastro se cbtuvieren los Srganos de cerxdeo a utilizar, los
cuales fueron: corazfn, hicado, pulmiGi, rintn y ovario. Cada uno de
ellos se process en diferente sesifn, por lo que fi¥ necesario almace-
narlos en concelacidén, aproximadamente a —-10°C.

Con la ayuda de una navaja, se cortaba un pequefio blogue del Orga
no a probar, d= apraximadamente un centimetro cfibico, colocindoleo en la

platina de un Crifstatco {(Minot IM-106B) , procediéndose a hacer los



32
cortes, d& acwerdo con Isojima et al (1984).

Dichos cortes fueron & 6 sm de grosor, colocindose cinco de ellos
en cada portadbjetos, vigilando el buen estade & todos los cortes. Una
vez dispuestos en cada wo d& los portacdbjetos, a unos se les agregarcn
300 pl @l LA respectivo, ¥ a otros las solucicnes de los testigos posi
tivo y negativos; d& manera gue se tenfa wn 1A diferente para cada pre-—
paracifn.

El anticeerpo se mantuvo en contacto con el tejido durante 30 mi-
nutos, y en seguida se elimind el exceso. Con una pipeta Pasteur se to
S aproximadamente un mililitro &= PBS, y se lavd el tejidec goteando
culidadosamente para evitar destruirlo. Se repitid la misma cperacitn
tres veoesv mis para hacer un total & cuatro lavados.

En seguida se agregaron 300 sl de FITC, se cubrieron las prepara-
ciones para evitar la entrada de luz y se colocaron en un lugar oscu—
ro. Despuds de un lapso de 10 a 15 minutos se elimind el exceso & FITC
Y se procedid a lavar los tejidos con FBS en la forma antes menciona-
da. Esto se repitif hasta haber cbtenido wn total 42 cuatro lavados.

Posteriormente se agregaron 300 ul de PBS a cada una de las prepa
raciones d&jfindolas an reposo por wna hora, teniendo la precaucifn de
colocarlas en wn lugar OSCUurc.

Despuds se cubrid la preparacifn con wn cubredbjetos para cbser—
varse bajo el microscopio de& epifluorescencia. En cada caso se tomaron
fotograffas en campo clarc ¥ en fluorescencia, con wn rollo Kodachrome
100 asSA, de 135 mm.

Los 1A probados procedian d2 cada wa & las claas celulares. En
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cuanto a los testigos, fueron los mismos que se utilizaron en la tScni
ca antes mencionada. Como testigo positivo se usbd suero de ratbn irnmr
nizado contra 2ZPC, dilucifn 1:50; y como testigos negativos se utiliza
ren suerdo &8 ratfn no inmunizado diluciSn 1:100, v un BM cantra mela-
tonina.

Ccnn el fin de asegurar el buen resultado de la t;mica, se proce-
dis a prabar por sequnda vez los IA.



34
RESULTADO S.—

Al resliizar la parte de la t&cnica referente a la obtencitn de los
ovocitos, se logrd cbtener un buen ntimero de 8stos por cada ovario que
se macerd, es decir, se obtenfan aproximedamente 50 ovocitos por cada
umo de ellos, lo cual a pesar de no ser un ndmerc Sptimo, brind6 la can
tidad suficiente de material para realizar los siguientes pasos de la
téénica. De acuerdoc 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 con logs diferentes LA se obsexrvs
que algunos mostraban fluorescencia en diferente intensidad, y al compa
rarlos ocon los ovocitos tratados oon el anticuerpo policlonal utilizado
cono testigo positivo y con los sueros usados camo testigos negativos,
los IA se clasificaron como positivos o bien como negativos.

Por otra parte, se observs una diferencia en cuanto a la distribu-—
cién de la flowrescencia en la ZP, es decir, con algunos LA la ZP mostra
ba fluorescencia homogénea y debido a ésto se les denamind uniformmes a
los LA; mientras que con otros LA la ZP mostrd fluorescencia pre;-EerenciaJ_;
mente en la periferia, por 1o cual se les llamS periféricos; sin embargo,
en ambos casos se puede observar oon mucha 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 primera fusifn, las cuales
son 2A4.2, 2A4.1 v 2A4.2'; vy la cuarta clona celular, H4, pertenece a
la segunda fusifn. De la primera clona celular (2A4.2) se probaron die

cinueve 14, de la segunda (2A4.1) fueron tres, de la tercera (234.2'}



35
se probaron cuatro, y finalmente se probarcon ocho @& la cuarta clona

(H4}, lo cual hace W total de treinta y cuatro LA.

Como puede observarse en el cuadro 4, & los 1A provenientes de
la clona 2Aa4.2, se cbtuviercon diecisiete positivos y dos negativos. De
los positivos, catorce presentaron distribucién unifarme & la fluores
cencia y tres la presentaron perif€rica. En cuanto a 1os provenientes
& la clona 284.1, dos resultaron positivos y slo uno negativo; de los
positivos, o presentd distribucifn periférica y el otro distribucién
wmiforme.

Aquellos LA provenientes de la clona 284.2', los cuatro resultaron
positivos v con distribuci&n uniformz. Dando un total de wveintiseis LA
analizados para la primera fusidn.

Por otra parte, en el cuadro 5 se muestran los resultados de los
1A procbados pertenecientes a la segqunda fusifn, en donde se puede obser
var gue siete resultaron positivos v solamente uno fue negativo; lo
cual hace m total & ocho IA. De los siete LA positivos, cuatro pre—
sentaron una distribuci@n wmiforre y los tres restantes resultaron pe-
riférics.

En cada prueba de LA se contaba con un testigo positivo gque se
trataba 6 un anticuerpo policlonal anti ZPC, con el cual se cbhservaba
1a 2P muy fluorescente. Asi mismo, se tenfian dos testigos negativos,
wo con spero de ratfn no inmmizado dilucidn 1:100, y el otro se tra-
taba de w1 AM contra melatonina; en ambos casos la fluorescencia era
nula o casi nula.

AdemSs del anilisis al microscopio, se tamaron fotografias de los



CLONA LIQUIDO ASCITICO

2A4.2 Al IX
A3 II
B10 II
5 Ix
F2 IT
F6F2 ITL
F6F5 IIT

F6C8B3 v

F6C8B12 v

FECGHA

06-02-84
06-04-84
15-02-84
10-04-84
06-02-84
15-02-84
23-02-84

730—03-84

06—-02-84
30-03-84
20~-03-84
06-04-84
17~05-84
30-03-84
06-04-84

11-05-84

FLUORESCENCIA

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+

+

(=)

CUADRO 4.- LIQUIDOS ASCITICOS CORRESPONDIENTES A LA PRIMERA FUSION,

DISTRIBUCION
Uniforme
uniforme
uniforme
Uniforme
tniforme
Periférica
Uniforme
Uniforme
Uniforme
Uniforme
Unifoxma
tniforme
Periférica
Unifama

Uniforme



CLONA LIQUIDO ASCITICO FECHA FLUORESCENCIA DISTRIBUCION

2a4.2 F6CEBI2 IV 07-05-84 + Periférica
17-05-84 + Uni forme
F6C8 s/n IV 10-07-84 )
224.1 c6 IT 06-02-84 + Periférica
20-03-84 (=)
26-03-84 + Uniforme
2a4.2' G009 IIT 20-03-84 + Uniforme
' 07-05-84 + Uniforme
Gl0D9  III 30-03-84 + Uni forme
Glocl2  III 16-04-84 + Uni forme

CONTTNUACION CUADRO 4.- Liguidos ascfticos probados con la técnica de Inmunofluorescencia para de-
terminar el tipo de reaccién con la ZP de ovocitos & cerdo. De &stos, 19
resultaron positivos con distribucifn wmniforme d& la fluorescencia, 4 po—

sitivos con distribucibn periférica, y 3 negativos.

LE



CLCNA LIQUIDO ASCITICO

H4 A12H4B2F2 ITI
A12HAB2F3 IIT
A12H4B2F7 IIT
Al2H4B2 s/n IIX
Al2H4ABA2A6 IV

A12H4CTCGBY v

AI2H4CTCECI0 . IV

FECGIA

25-07-84
25-07-84
05-09--84
30-07-84
08-10-84
24-09-84

04-10-84

22-11-84

FLUORESCENCIA

DISTRIBUCIGN
Uniforme
Uniforme

Periférica

Uniforme
Uniforme
Periférica

Periférica

CUADRD 5.~ LIQUIDOS ASCITICOS CORRESPONDIENTES A LA SEGUNDA FUSION.— Al prcbar los LA con la tSc-

nica d& Inmunofluorescencia para determinar el tipo de reaccién con la 2P de ovocitos

& c2rdo, 4 resultaron positivos con distribucifn uniforme de la fluorescencia, 3 po-

sitivos con distribucifn periférica, y uno negativo.

8t
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ovocitos tanto en campo claro come en fluorescencia para poder tener
una prueba mids objetiva tanto de la intensidad d& la fluorescencia, co
mo del buen estado & los ovocitos. En la figura 5 se muestra la es-—
tructura fntegra del ovocito cubierto por la zZP, la cual evidencia el
estado de cobtencitn G la mayorfia de los ovocitos en este trabajo. Con
estos ovocitos se cbtuvieron resultados variados dependiendo del tipo
de LA con el gque se trataron. En la fitura 6 estd representada una ti-
pica reaccin d&& un LA negativo con fluorescencia casi nula, mientras
aque en la figura 7 la reaccifn se llevd a cabo can el control positi-
vo, es decir, can el anticuerpo policlaonal. anti ZPC, en donde la fluwo-
rescencia es mucho mayor.

En cuanto a las figuras 8 y 9, se dbserva un ovocito pussto a reac
clonar con wn LA que resultd positivo, con distribucitn periférica, y
ul ovooito gue reacciond con wn A positivo con distribuci&n uniforme,
respectivamente.

Con respecto a la técnica de inmunoflucrescencia en relacién a la
especificidad tisular, se prcbaron s2is LA con cada wno de los Srganes
can los que se pusieron a reaccionar, ademdis de los testigos negativos
Yy el positivo para la ZP. De 1os LA probados, tres de ellos pertenecen
a ia clona celular 2A4.2, y los tres restantes corresponden a cada una
de las otras tres clonas celulares.

Al poner a reaccicnar los LA Yy los sueros testigo con los diferen
tes tejidos de prueba se cbtuvieron resultados positivos y negativos.
Por wn lado, al probar cortes de corazfn, higado, pulmbn y rifidn, se

cbtuvo una reaccidn negativa, es decir, no se observé fluorescencia
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Fig 5.— Ovocito de cerdo en campo claro, rodeado por la ZP. Comp&rese

con la ZP del ovocito mostrado en la fig 9, (125 aumentos) .
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Fig 6.— Ovocito con Fluorescencia casi nmula despuss de reaccionar -

con wn IA negativo, (125 aumentos) .
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Fig 7.~ Ovocito con fluorescencia muay evidente despuSs de reaccionar
con el anticuerpo policlonal anti ZPC (control positivo) ; né—~

tese la estructura reticular de la Zp. Fotograffa tamada a

125 awumentos.
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Fig 8.— Ovocito gque muestra fluorescencia can distribucitn periféri—

ca. despuds de reaccionar con wn LA positivo, (125 aumentos).
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Fig 9.~ Ovocito que muestra fluorescencia con distribuci@n wniforme

despuds & reaccionar con wnt LA positivo, (125 aumentos) .
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algua con ninguno & los LA, ni ain con el suero anti ZPC (cuadro 6).

Por otra parte, al ensayar la reaccifn de los LA en cortes de o—
vario, se pudo observar cierta flucrescencia en este &rgano, sin embar
go fue fnicamente en las regiones de los folfculos donde se encuentra
al ovocito rodeado por la ZP. Asi pues, se puede declir que de los seis
1A probados, s6lo el F6C8B12 IV 11-05-84 resultd negativo, corrobo—
rando el resultado que se obtuvo con este mismo LA en el ensayo con la
suspensitn de ovocitos. También se observd que los controles brindaron
resultados satisfactorios ya que el control positivo contra 2P reaccio
nd positivamente sblo en las regiones donde habla ZP, mientras que tan
to el AM contra melatonina como el suero de xatén no inmmizado no reac
cionaron en apsoluto.

Asf mismo, se tomaron fotograffas en campo claro y en £luorescen-
cia para tener una prueba cbjetiva en éuanto a la "fluorescencia nega
tiva" cbtenida en todes los 8rganos prabados excepto en el de ovario,
ademds de corrcborar el buen estado de los cortes a2l tejido. En la fi
gura 10 se cbserva un corte & ovario y en el centro wn ovocito rodea~
do por la ZP, en campo claro; en la figura 11 se observa el mismo cor—
te pero en fluorescencia, en donde se mestra que s6lo fluoresce la ZP

¥ no el tejido circundante.



SUEROS Y LA FECHA ORGANO

CORAZON HIGADO PUILMON RINGN OVARIO
Al II 06-04-84 =) =) ) =) +
F6CBB3 IV 06-04-84 (=) (-) =) (=) +
F6CBBL2 IV : 11-05-84 R ) -) =) )
c6 II 26-03-84 (-) =y '(-) (=) +
Gloce  III 20-03-84 =T T R = B +
AL2MCICECI0 IV 22-11-84 ey (=) x
Anti ZPC @il. 1:50 : - ~(:):7 +

Anti melatonina

Suero de ratfn no in

munizado dil. 1:100 (=) =) ) ) =)

CUADRO 6.— Al probar la reaccidn entre los IA y los diferentes tejidos de cerdo, se encontrd que:
cinco resultaron positivos y s8lo uno negativo al ponerse a reaccionar con ovario, es—
pecificamente la regifn correspondiente a la ZP. Con los Srganos restantes todos resul
taron negativos. Se usaron como testigos negativos suero de ratdn no inmunizado y AM

en contra de melatonina. Cano testigo positivo se us6 suero anti ZPC.

9%
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presenta en la parte can

Fig 10.— Corte oo ovario en canpo claro, dque

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




Fig 11.~ EL mismo corte de ovario de la fig 10, con fluorescencia

sb6lo en la 2P, (125 aumentos) .

48
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DISCUS ION.~

En el presente trabajo se probS la especificidad de AM contra wma
de las familias de glicoprotefnas que camonen a la ZP de ovocitos de
cerdo, la cual correspande a wn PM de 55K.

En los resultados cbtenidos se cbserva que algimos LA no reaccio—-
naron al ponerse en contacto con la ZP, es decir, no se observd ningu—
na fluorescencia, siendo éstos negativos. Con respecto a 1os 1A que re
sultaron positivos, la ma&oria presentd wna distribucién hamogénea de
la fluorescencia en la ZP, por lo gque se le denauind uwniforme, y algu—
nos presentaron distribucifn periférica, denaminada asi por mostrar ma
yor fluorescencia en la periferia de la ZP. Lo anterior parece indicar
gque la glicoprotefna utilizada caomo antfgeno, por sus dimensiones pre-
senta wa variedad de detemminantes antignicos definidos caw sitios
diversos @& la glicoproteina gue reaccionan para producir wn anticuer-
po contra ellos, por lo que al tener diversos AM, &stos pueden reaccio
nar de manera diferente en presencia de la ZPC. Esto podrfa poner en
duda la afirmacién de que los 2M aquf prdbados fueran realmente especi
ficos; sin embargo, Chaffotte et al (1985) , apoyan este hecho, asf co—
mo el que un AM no sea espectifico, ya gue ellos demostraron que 1los hi
bridamnas que secretaban AM en contra de la subunidad _ﬂz da la tripto—

fano sintetasa d& Esdhierichia coli presentaron dos tipos de cadenas

pesadas ‘d’l Y ¥, ast camw dos tipos de cadenas ligeras que conbinaban
con ambas cadenas pesadas, 1o cual indica que un 2M puede estar dirigi
do contra mis & un solo determinante antig@nico.

El hecho d& que se hayan encontrado LA negativos, puede explicarse
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& dos maneras; la primera indicarfa que el anticuerpo se encontraba
en bajas cantidades caw para dar wna banda de precipitacifin aceptable
Qe pudiera hacerse evidente con el conjugado d FITC. AdemSs que el
mEtodo para extraer el LA implica wa dilucién dl mismo. Por otro la-~
do, el resultado negativo en fluorescaencia podrfa indicar una baja a—
finidad del AM por la familia de glicoprotefnas 55K de la ZP., A juzgar
por el tftulo de estos 1A, esta sequnda explicacitn parecerfa mas pro-—
bable ya que astos LA reconocen a la glicoprotefna 55K en la prueba de
ELISA s8lo cuando no estén dilufdos o bien estfn dilufdeos menos de cien
veces (nicamente.

Sin ermbargo no se puede descartar el hecho de que 1los determinan-—
tes antigénicos que reconccen los IA o bien est&n en bajas concentracio
nes en la ZP, puedan reconocer m determinante antigénico que sin estar
presente en forma nativa en la ZP, durante el proceso de extraccifn y
purificacitn, se llegue a fomar, o por otro lado, que el AM no tuvie-
ra acceso a los deteminantes que puede reconoger y por lo tanto, dar
la reacci&n que se calificS com negativa.

Se piensa que los AM probados en este estudic muy prcbablemente
sean del tipo secuencial dirigidos contra la parxte proteica & la glico
protefna (Rodrfguez, 1984) . Esta afirmacidn puede explicarse si se ana
lizan varios puntos del proceso de extraccién y purificacitn de las gli
coprotefnas asf cano las evidencias obtenidas en el propio laboratorio.
Primeramente, para la extraccifn y separacién de las diferentes fami-~
lias de glicoprotefnas d la ZP se utiliza una mezcla de digestifn que

contiene 2-mercaptoetanol en concentraciones lo suficientemente altas
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cano para romper algunos enlaces entre protefnas del tipo de puentes

disulfuro alterando por lo tanto la estructura tridimensional ge las
glicoprotefnas, pero exponiendo secuencias de residuos de aminofcidos
con mayor acoesibilidad (Hedrick, commicacién personall).

Por otxo lado, se puede descartar el hecho de que los determinan
tes que reconocen los AM estén involucrados en la formacifn d& wa re
gitn en la ZP oue involucre la presaencia & las otras familias glico-
proteicas, ya que al analizar el tipo & reaccifn & los LA ricos en
AM en presencia de las tres familias glicoproteicas transferidas a pa
pel de nitrocelulosa, &stos reaccicnan finica y exclusivamente caon la
familia 55K ya sea con sus carbchidratos o tratada con agentes desgli-
colizantes, lo cual apoya esta afirmacifn (Rodrfguez, 1984). Sin embar
go, anbas afivmaciones son ciertas s6lo para los 2M producto de la pri
mera fusifn, va gue altin falta analizar el camportamiento de los M de
la sequnda fusifn ante las tres familias glicoproteicas en papel de ni
trocelulosa.

Con respecto a la prueba de especificidad tisular, se observd que
de los seis LA probados, ninguno presentd reaccitn con los tejidos uti
lizados que fueron: corazén, higado, pulmin, rificn y tejido estromiti-
co de . ovario que rodea al ovocito. La especificidad se demostrS en
los cortes & ovario, donde se cbservd fluorescencia al panerlos en
contacto can los LA solamente cuando habfa ZP presente, pero el tejido e
ovarioc que rodea al ovocito no mostrd flucrescencia alguna, 1o cual con
firma que los AM probados san tejido—especificos. El hecho de que el

anticuerpo policlonal tampoco haya reaccionado con los diversos tejidos
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rwede deberse a que a pesar & su caracteristica policlonal, sea tam
bi&n tejido—especffico, aungue no sea especifico contra wna familia
& las gliccproteinas de la ZP como en el caso el AM va que al pro-
barlo con la t€cnica d& inmmnotransferencia, cruzb contra las tres
familias de gliccprotefnas.

Despufs de varios intentos, hace dos afios (1984) se cbtuvieron
los primeros AM en contra de la ZP & mamiferos, principalmente en
contra ge ovocitos @& conejo, rata, rattn vy cerdo.

East y Dean en 1984 demostraron que la ZP & ratfn, al igual que
la d& cerdo, esti formada por tres familias & glicoprotefnas con PM
pramedio de 185K, 140K y 83K, dencominando a estas proteinas cawo 2ZP-1,
ZP—-2 y ZP-3, respectivamente. Estos autores trataron, por medio de los
anticuerpos, de establecer la distribucifn de estas glicoproteinas en
la ZP, ademis de determinar si estos anticuerpos eran o no tejido-es-
pecfficos.

Para este estudio, ellos inmmizaron ratas Wistar con ZP solubili
zada, produciendo cinco diferentes tipos de AM, purificSndolos por me-
dio d2 una columa & cromatograffa en Sefacril S-200, caracterizando—
se tres & ellos camo IgGa y dos como IgGL.

Por medio de electroforesis en gel, hicieron wn inmmoprecipitado
de las glicoprotefnas de la ZP, cruz&ndolas con los AM en doade tres
de ellos mostraron reaccién especifica en contra de la glicoproteina
ZP-2, y dos & ellos en contra & la ZP-2 y ZP-3, concluyendo que aque
lles gque reaccionaron en contra de la ZP-2 y ZP-3 tienen un determinan

te canin, o comparten un sitio que abarca a regiones de ambas
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glicoproteinas. Por medio d& inmumofluorescencia directa encontraran
gue en &vulos fecundados, la ZP se tefifa campletamente mostrando una
estructura fibrosa sin poder determinar la localizacidn & las glico—
Protefnas. Para demostrar la especificidad de estos anticuerpos a o-
tros tejidos, utilizaron el mStodo @2 inmunofluorescencia indirecta en
cortes de piel, cerebro, tiroides, corazén, pulmin, pincreas, hfgado y
ovario, no habiendo reaccifn cruzada en ningfin caso, excepto en el ova
rio en las secciones cue correspailden a la ZP, al igual que en el pre-
sente trabajo.

Estos mismps autores, en un trabajo que es continuaciSn del ante-
rior (East et al, 1984), utilizan los 2M producidos para estudiar su e
fecto durante la fertilizacién y el desarrollo temprano de Swvulos de
ratones., Una caracterfstica inmportante de este trabajo es gque no usaron
AM purificados, sino los LA ricos en anticuerpos. Para dbservar el
efecto de estos anticuerpos scbre la fertilizacitn, inyectaron IA a
ratones hembras dos dfas antes de su apareamiento con los machos, obser
vando que la fertilizacifn se inhibfa por campleto, ya gue hubo cero
hembras prefiadas en cawparacifn con los testigos, donde se cbsexrvd
fertilizacifn en un 50% Ge ellas. Cuando el IA se inyectS dos dfas des
puss del apareamiento ya no hubo efecto inhibitorio de la fertiliza-
cifn, ya que el nGmero & hembras cargadas fuve del 50%.

La accifn de los AM también se camprobd a niwel de fonmacitn de
embriones en estado @ dos cflulas. Para esto se inyectd el AM dos dias
antes &1 apareamiento de los animales, los cuales se sacrificaron 40

horas despufs, mostrando que en los oviductos d& los ratones testigos
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el 85% & los huevos estaban en etapa d& dos <flulas; en canbio agque-

llos tratados con los AM pricticamente no presentaran ninquno.

Asf pues, estos autores indujeron infertilidad al administrar AM
cbservando gque Esta fue reversible, ya que los ratones hembras inmmi-—
zados y apareados posteriormente tuvieron descendencia 80 dfas en pro—
medio despus & la inmunizacidn: en carbio, el grupo testigo necesitd
wn praredio de 23 dias para tener descendencia. El perfodo & dfas en
que las hembras tuvieron nacimientos en el grupo tratado fue entre 44
y 117 dfas, 1o gque indica wn amplio grado de variacidn individual en
la interrupcidn de la fertilidad.

Por otro lado, Drell vy Dumbar (1984), informan el haber producicdo
anticuerpos en cantra de ZP de cerdo y ZP & canejo. Ellos produjeron
seis lineas celulares hibridas productoras de AM en contra de ZP porcl
na y siete en contra de ZP d&8 conejo. En este caso también se usf como
antigeno ZP solubilizada. Ios anticusrpos obtenidos fuerocn purificados
por medio de didlisis en contra de fosfato de sodio y pasados por ma
columa de DEAE-Sephadex, siendo todos ellos del tipo IgG.

Uno de los hallazgos principales de este estudio fue que en ningu
no de los seis anticuerpos obtenidos en contra de la ZP porcina recono
cieron deteminantes de la 2P de conejo, ¥ pox otro lado, solamente un
anticuerpe anti-zZP d2 conejo reconoci& la ZP porcina. Otro resultade
fue que al igual que los trabajos ya descritos, estos AM fueron tejido-
espectficos al ser probados en contra de cerebro, pulmén, pincreas, ba
zo y corazfn, utilizando para esto la tfcnica de ELISA.

En wn andlisis mis Getallado del anticuerpo anti ZP porcina y que
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cruza can ZP & cmejo, usando la t€onica d& inmumnotransferencia en
rapel de nitrocelulosa, se cbservs gue este anticuerpo reconoee a la
familia de glicoprotefnas de la ZP de conejo & menor PM a pesar de gque
su patrén electrofordtico es totalmente diferente de la glicoproteina
de la ZP porcina que tanbi€n tiene el PM mds bajo.

Otro aspecto que se analizd en este estudio es gque este anticuerpo
que cruza con las dos especies fue el fnico que recanocis glicoprotei-
nas de anbas especies. Esto es importante, ya que los ratones fusron
inmmnizados con ZP soluble y en la inmmotransferencia las glicoprotei
nas se encuentran desnaturalizadas al ser tratadas con 2-mercaptoetanol
por lo que los AM probados por medio de la t&€cnica de ELISA deberfan
ser conformacicnales mientras que Este que cxuza ccn anbas especies &
be ser un anticuerpo secuencial, explicando esto porgué reconoce a una
glicoproteina de una especie de mamifero diferente.

Otra caracteristica presentada por estos anticuerpos (Drell y
Dunbar, 1984), es que estfn dirigidos en contra de la parte peptidica
Y no en contra de la part2 glicosfdica de la glicoproteina, al igual
que los AM probados en este trabajo, va q\:e cuando la ZP fue tratada
con glicoperaxidasa, el anticuerpo sigui6 reaccicnande, no siendo asi
cuando la 2P se tratd con proteasas. Por (iltimo, estos autores indican
que cuando los AM se agregaron a una suspensifn de ovocitos y después
se pusieron en contacto con espermatozoides, hubo una inhibicién de la
wnidn de ellos a los ovocitos.

Por otro lado, Isojima y colaboradores, en 1984, produjeron AM

en contra de 2P porcina campleta Y probaron sus efectos inhibitorios
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sobre la fertilizacitn. Ellos produjeron una linea & hibridomas qua

secretaba IgG2a, y cuatro que secretaban IgM; por medio de la t&€cnica
de inmnofluorescencia indirecta demostraron que los c¢inco anticuerpos
son especificos para ovocitos. AdemSs, la prueba de reaccin cruzada
con ovocitos de otras especies, tres & las inmmoglobulinas tipo IgM
tanbién cruzaron con ovocitos humanos, de hamster, rata y ratén, mien-
tras que el otro s6lo cruzd con ovocitos G hamster, en ténto que la
IgG2a fue especifica a la ZP porcina. En relacifn a la inhibicifn & la
unién & los espermatozoides al ovocito de cerdo, por estos anticuer—
pos se observd que cuando se usb el antisvero convencional en contra
de la 2P se inhibid por canpleto la unidén, sin enbargo, =l efecto de
los aM fue variado, por ejemplo agquel anticuerpo que fue especie-espe-
cffico dio la inhibicién m8s efectiva con wn intervalo de wo a seis
espematozoides por ovocito, mientras que los espermatozoides que se
wmieron a los ovocitos sin ningfin tipo de antiswvero fu2 de uno a se—
senta y cinco.

En cuanto al efecto & estos AM en la fertilizaci6n "in vitro", en
ovocitos de hamster el antisuero convencional anti ZP porcina la ble-
quet campletamente, pero ninquno de los 2M mostxd alguna inhibiciSn en
la fertilizacién "in vitro". Todos estos resultados parecen mostrar la
gran diversidad de efectos que pueden presentar AM aparenterente espe-—
cfficos en contra de un antfgeno, (Isojima et al, 1884).

Asf mismo, Bamazail y colaboradores en 1985 inmmizaron ratones ]
BAIB/c con 2P porcina y chtuvieron 2M de 10 clonas oelulares hibridas,

dirigidos en contra de la ZP de o2rdo; utilizaron LA ricos en
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anticuerpos, los cuales fuercn centrifugados a 1,000Xg durante cinco

minutos, y fueron filtrados a través d& una membrana Milipore de 45 pum.
Por medio de inmmoflucrescencia indirecta cbservaron gue todos los AM
mostraron fluorescencia al ser expuestos a los ovogitos @ cerdo; sin
enbargo, el patrén de f£luorescencia no fue el mismo para todos pues hu
bo algumos que dieron reaccifn no hormogénea en forma de manchas, otros
en forma & anillo, ¥y otros mis en foma 42 anillo no bien &efinido. Es
to sugiere que los determinantes antigénicos reconocidos por los AM tie
nen una distribucifn variable en la ZP.

Caon el fin de determinar la accifn de los AM en la unidén de los es
permatozoides a los ovocitos, ellos incubaron ovocitos & cexrdo con los
anticuerpos agregindoles una suspensién de espermatozoides, encontxrin-
dose que cinco de los seis AM probados no permitieron la wnidn de los
espermatozoides a los ovocitos "in vitro". La posibilidad de que estos
cinco anticuerpos pudieran ser rSplicas de la misma clona fue descar—
tada no sflo por la extensa subclonacién, sino porgue el isctipo de es -
tos anticuerpos fue al menos de dos tipos: IgGlk e IgG2k.

En general estos trabajos indican que los AM producidos por la
inmmnizacitn @& animales con ZP solubilizada son: tejido—especificos,
tienen reaccifin cruzada con ovocitos de otras especies de mamfferos,
pueden prevenir la wmnidn de los espemmatozoides al ovocito, y alguies
de ellos previenen la fertilizacifn "in vivo'.

Al comparar los resultados aquf obtenidos con los de los estudios
antes mencionados, se dbsexrva que las diferencias mis inportantes son

por un lado que el antigeno usado por nosctros fue altamente purificado
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(glicoprotefna 55K) mientras que los demds autores utilizan ZP solubi-
lizada. Por otro lado, al hacer los estudios de inmmofluorescencia pa
ra determuinar la presencia del AM en la ZP "in situ", la mayoria de
los autores encuentran wna distribucitn unifoxme d& la inmumofluores-
cancia; Bamezal y colaporadores (1985) encuentran wna distribucidn &i-
ferente que fue en ferma d manchas y anillos discontinuos. En carbio
en este estudio come ya se indich, hubo distribucitn unifomme y distri
bucién periférica.

Drell y Dunbar encontrarcn gue uno de sus AM campartia detenminan
tes entre dos familias de glicoproteinas, y en el presente estudio los
anticuerpos producidos fueron especificos para la familia 55K. También
estos mismos autores, al igual que en nuestro estudio, obtuvieron un
anticuerpo dixrigido en contra & la parte peptidica & la glicoprotei-
na.

Finalmente, en donde todos los estudios han coincidido, es en la
especificidad tisular de los AM.

Con los resultados que se tienen hasta el mamento tanto en el
presente trabajo camo en los artfculos mencionados, los pascs a seguir
serfan determinar si estos MM impiden la midn de los espermatozoides
probados "in vitro"; por otro lado, se dsberi contestar la pregunta &e
que si los AM tienen el mismo efecto en ovocitos inmaduros obtenidos
&1 ovario o de Svulos maduros cbtenidos en el ftero. Camo siguiente
paso deberi probarse si estos anticuerpos cruzan con otras especies
de mamiferos v en los casos positivos inmmizar a hembras de esas es—

pecies para determinar si se produce infertilidad en ellas.
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Por otro lado, se deben seguir produciendo AM en contra de otras
glicoprotefnas de la ZP para ver cufl de ellas tiene mayor efecto en
los procesos antes mencionados. Todo lo anterior deberi encaminar a las
investigaciones a tratar de producir im anticonceptivo de tipo inmmno-
16gico por W lado, Yy por otro tratar d& determinar si la ZP tiene uno
o varios sitios receptores especificos para los espermatozoides, lo
cual indica que afm hacen f£alta estudios d& investigaciSn b&sica que
nos permitan conocer con mayor detalle los diferentes eventos tanto a

nivel molecular ccamo celular de este prooeso de la fertilizaciGn y su
regulacién.
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