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RESuHEN

Di`rante   el   c]esarrc}llo  prEimplantacit]nal   clE  mamifer.05,   c]c:urre

iin   prc]c:esc]   cle      di+ErEnc:iac:ic5rl      C=elulclr      y      mc3rfc]g€ne5i5      qua

culmiria   cc]n   la   fc}rITiac:ic5ri   dEl      bla5toci5to,      en      El      ci`al      5e

distirlgiien   dc3s  tejidr.5:      la  maEa  celular   intErna]      que     clara

c]rigc-n   al   embric5n,   `/   El   trc]fc3blaEtcJ,    quE   dard   c}rigEn   a   par.te

de   lc3E   ane>{c35   embric3riarios.      SE   Eurjc]rle   qi`E   en      e5te      pr-oce5c]

partic:iFian   ITlc3lEc:ulEt5   dE   la      5uperf ic=ie      cEli`1ar      qi`E      ria      5g

e>:preEarl   En   otrc}5   Estaclc3S      c}e      dE5arrc3llc}     y     Puederi      cc3n5i-

derar5c-,   par   lc}   tarltc3,    arit±gErlc3E   cle   c3iferEnc:iac:idn.         En      5L`

bi:15qL`ec!a      hEITIB5      utilizac]c]      la      metc3dolc3gla      de      arltiEi`Erpc3E

rrlorlc3c:lonale5     pc3rque     pErmitE     arlalizar      5EparadamentE        lc3E

c:c}rrlpc}nEritE5   dE   L`rla   ITiEzcla      de      ant±gErlc35.          Log      inmL`rifigEiit3s

fug,rc3n   mdrula5  dE   rat6n   de?   a   c€lulas     y     teratc3car.cirlc:}ma     dE

ratdrl,   dE   la   l±rlEa   F9.      Lag   [EIL`1aE.     F9     prESEintarl     diver5a5

F{rt3piEdade5   C:omunE5   c=C}ri    log   Erri±{ric3riES   y   PL`Ec]Erl   reEITlplazarlc]5

erl    prc}c:Ec}ifriientc3E    irlmur-ic3ldgic:C}5       y       E{ic3qL`±ITiic:t]5,        c=uandc3       sE

requiErE  rrlayore5  caritidade5  de  material.

Lir!fc3c=itc}5   E5plEnic=c}s   prc:{vEni€nte5   de   rataE.   irlfrlL`nizac±ag      c=c]n

mdrulaE.   c]E   a   [EIL`1a,5   I:{   c:an   .cElula5   F9   se   +u5ic3r-Iarctri   cc3rl      c=E-

lulaE.   clE   la   llriea.   rTiiElc3idE   N5t]/'3   dE      ratdn.       Lc]E.      hi[{ridc3maE

£L=cr.ett]rE5   de   antici`Erpc}5   fueron   5eleccioriadc3E.      I.car.-      irimi.`ric}~

fluc3reE.I:Eri[ia         inc}ir-ec:ta        erl         c:E]..ula5        F9         f ijada5         En
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formaldehlc]c}.         LUEgc3,      pc]r      igual      mEtodc3,      se     e5tuc]i6      la

reactividac]   de   lc]5   anticuerpo5  prc)di;`cic}os   pc}r   log   hibridc]mas

cc}rl      la      gi.`F{Erfic:ie      Celular      dE      c3c3c:itc]5      y      Embrit]rles        de

di5tirito5   E5tac}c35.

ObtuvimB5      61      antic:i`erpc3E        ITIBrlac=lc]rlale5         quE         interltamcis

cla5if ic:ar   En   8  grupcJs,   po5ible5   Eegi'in      su     reac:tividac]     c=c3n

c]c]c:itt]5   y   la   mass   ci   trc]fc3blaEtc}   de      blastc3ci5.tc3s      implaritadaE=.

I.rt       pz.iLr{..i.          EI       Erupc}       I       corriprende       17      fric]nc.clorialEE         que

recc3nc]cErl   aritlgEnt3E   E}{pre5adaE   en   el   c3Bcito   y   que   tambieri   sE

e>:presan   iTiEiE   t.ardE   en   la   ma5a   celular-y   eri   el   trofc]bla5tt]   dE

bl a5tc]ci 5to5        impl arltadc]5        I.ri         yj ±ri„            EI         Grupc]           11

corrEspc3nclerla   a   ITlarloc=lc3nE`le5   que   re[c}nt]c=en   antlgenc]E   en      EI

c3c]c=itc3   y   luego   5dlc3     en      la      ma5a     c:elular,      Pero     no     hEmc35

erlcontradc]   antic:uErpc35   c:c3n   dichas   propiEc!ac]e5.      El   6rupc]   Ill

c=c3rriprErlcle   9      mt3nc]clcJnalEE      qua      rec:onc3c:Eri      antlgerlc3Ei      eri      EI

c}c3citc3      y       luegc3      st510      En       el       tr-C3fc3bla5tc3.           EI       GrL`F{c}       IV

cc3mprenc!e   4   rric3nc}clc3nalE5   que   rec:c]nc]C:en     .arltlgEric]5      pre5er!tE5

Erl   el   ooc:itc}   y   qua   dE5aparec:en   en   Estadc]5   mEts   avEir`=adc3s.      EI

Gr-upc]   V   c:c3mprenclE   4      mc}noclonale5      que      recc]rioc=eri      ant±genc35

cu`/a   e}:prE5idrl   5e   inicia   dL`rarlte   el   E5tac3c=t   de   5egmerltacic5ri   y

qL`e   sE   rec=c]nc3cEn      tantc3      erl      la      mass      cell_tlar      cc3mo      Eri      el

trc}fc3bl&E.tc}.       EI    Gr-upt3      VI       c:C}rrlF}rerldE       14       mc}ric3[lc]nale5       quE

tambi€n   rec:c=Irlc3cen   arit±gErlc]s   de5dE   el   EE.tac]ct   dE      segrrlEntacidn

pero   que   rrlds   tarcie   sdlc:I   sE   I-Ecc3rit]cErl   En   lE`   rrla5a   c:elular.      fil

BruFic}   `JII   corrE5pc]ndEr-fan      lc:{E      mc!rlcjclorlaleE      quE      r€.cc]no[En

arit±gEnc]5   c]e5c}e   el   E5tac]O   de   5EgITienta[idrl      y      que      mg`5      tarc]E
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solo     5e     reconc]cen     en     el      trofc}blastci,     perc]       no       herrios

enc:ontrado  anticiierpos  con  dichas  propiedac]es.        Finalmente,

EI       Gri`po      VIII      coITlpreride      13      mc}nciclc}nales      qi`e         recc}noceri

ant.±genoE.   de   c:6li`la5  F9  pero  nci   aritlgEno5   qi`e   5e  expresen   eri

oocito5  y  embric}ne5  preimplantacionale5.

E€.ti`diamoE.     el      efectc}     de     Cada     lino     de      lc}5        anticL`erpc]5

morlt3clonaleg   5obre     el      clesarrollc}     preimF)lantac:ic}rial      y      la

imp].aiitaci6n    I.rt    ++I.+r.{..i   de   eITlbrione5   dE.   rat6ri,    c-omprc]bando   qi`e

en   lag  condiciones   en5ayadas  no   5e   rr.odif ic:a   la     morfogEnesig>

ni       la      cliferEric:iacidrl      c:eli`lar.             Sin         EmE`ar.gc},          mezc:la5

dE{iriidaE   de      e5to5     mc}nc}c:1c}rlales      inhiben      la      e>{tensidn      de

cell.tla5   F9   I.r.   vJ.±t-I..i,   deperidiendc}   de      la      edacl      del      ci`ltivo.

EstE  e+ecto   sc]bre   la   adhe5i6n   cell`lar   no   lo  hemoE.     e5ti`diado

ai:in   en   c:6lL`laE.   embr-ionaria5.

Iniciamt3€.   E5tiidio5   c:on   el    i iri   dE   Carat:terizar-log      antigertc35

recorlc3cidc]E     par     nl`estro5     anticllerpc3E     mc]noclonalE5.           §e

arializd   mediante   un   rrl6taclo   c]e   ELI§A   la   i`riidri   de   log   mc:inoclo-

nales   cc3n   la   fc:isfatasa   alc.aline    (FAL)      e>:tralda      pc=„-      trit6ri

X-1t:)I::)   de   c:€1i`laE.   F9,    erlcc:.ritrE`ncicJ5g   ql`e    16   arttic:uerpcjs      c!e      4

grupc3s   di5tintc35   se   urien   a   la   enzima   eri   for-.frla   directs   cj     in-

clirec:ta,   Eugiriendci   la   presEricia   cle   mag   cle   iina   forma   cle     FAL

dur.arl.te   e5ta   etaFia   dEl   desarroll(i.      Esta5  c3bsEf-../aciones  tie-

ri€."1   espEc=j.al    iriter6E.   pc{r-quE   dic=Lia   erlzirria   preE.entarla   Flrcipie-

dac}gs   dE   antig€:.rlc]   cle   di{ererlciac:i¢irl   y   adem&5   cjurar-ite   el      de-

5ar.rc}llc)   pr.-eimplarltacic]nal   Su   acti`/idad   Sc-recarioce   regioriE`-

lizada   eri    la   mE!mbr.aria   I:.a5c!latE!ral    de   lag.   bla5ttiITierc3s7       cleE.de
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el   e5ta.dc3  de  4   cElula5  en   adelante   {IzquiErdo  e±   aj„   19BC}).

En   cc]nclusi{5n,    hErrlcl5   obtenido      4E}      anticL`erF}c}5      ITlc}nc}c=lc]nale5

que   rec:c3rloc:en,   pc3r   inmi`Iiof luore5cerlc=ia   irldirE[ta,      aritlgEnc]E

dE     sL`perf ic:ie      que     son     c=c}mitnes     a     embric3nes        pl-Eimplan-

tac:ic3nalE5   y      a     c:Eli`laEi     F9.         La     clasific.acidn      de     e5tc3E.

mont3clc}naleE   en   5   Grupo5,   cle     acuerclc3     cori      5u     di5tribucibn

temforal    y   e5pac:ial,    5i`giere   qi`E   rE{=c3rlc3ceri   per      lc3      mEnc]E,      5

mc}lEc:i`la5   antigE?rii[a5   c]iEtirita55   l`na   c}   vtl=riaE   de   lag      cuE`le5

podr±an   c:clrrE5pc3ric!er   a   fc3EfatE`sa   alc:alina.      Ltl     di5tribuc:i,dri

de   lcis   antlgEncJ5   r.evEla      que      di5FianEnric}E.      dE      friarcadc3r.e5      dE

liriaje   dE   cElula5   trc}ft3bli5ti[as   {Brupc]   111}    y   ITiarc:E`dc]re5   de

liriaje   cle   la   mEisa   celiilar   interns    {8rii`pc]   VI).         F'or      tiltimc3]

la   pre5Eric:ia   c]E   nl`mErt35c35   antic:uErpc]s   En   EI   Grupo   Ill      y      la

au5Ericia   de   .E`ntic:uErpc35   ITloric{[lc3rialg5   qua   puEdan   c:lag.if icar-se

en   el   Grupc3   lJII   5ugiErE   qi`E   la   detErminac:idrl   del   trc:{foblaE.to

Ee   irlic:iar±a   di`r-ants   la   c:tc]gEriEE5iE.   .y.     proc=ec!Erla      par      5Egre-

gac.idn   dE   c=c3fnFic3nEntEg   hac=ia   la,  periferia   c]el    errit}ribn.

xviii



ABSTFtACT

In   fTiarrlrrialE}      c:ell       differEntiatic]n      anc]      mc3rphc:tgene5i5      c:I[cul.-

c]uring   preimplantation,   cullniriatirig   witrl     thE     formatiori     c]f

I.he   blast.cjcy5t   iri   whit:h   twc]   tig5i`es     ITiay     be     cli5tingL`i5hed:

the   inner   c=ell   ma55   that   will   give  rise   tc3     .the     embr-yo     arid

thLb   traFihrjr.}1aEt   I..hLit.   will    cJ~trigiriate   part   c=if      the      embry[ir!ary

anrig>:EE.„        It    is   as5i.`rrle(I   that.    rrlc]1ec=L`lEs   c]f    tliE.      cell       si..`rfac:E

wr-iich    are.   nc:tt   e}{pr.E55ed    iri    CJthE?r.   c:1evelc]FmiErltal    5tagEE      wc=Iulc!

bE   in`/c]1../Ed   iri   this  prc}c=es5;      they     carl     therefore     bE     con-

s;ider.Ec]   diffErerltiaticjrl   E`ritigc-ne:..       Irl   5Earc:h   for   triE5E   rriDle-

c:ulEE.   wE   rla`+E   usec:1   here   the   metrlc3clc]lc]gy   t3f   monc3c:1c]nal       ariti-

Etc]diE5   bet:au5E   it   allaw5   trj   analyse     SEparatEly     the     c=omF]c}-

nerlt5   c3f   a   mi>!turE   of   ar!tigerls.       ImITiurlogEris   u5ec]   wEre   8-cell

mc`use   rrlc]ri`lae   ancl   mc)u5E   tar-att3c=arciriofria   c3f   the   F9   c=ell    lin€®

THESE   cE115   Share   5e`/eral    Firt3PertiEs   witri      the     Embr-yo5     anc}

may   rEplac:a   ear.1y   Erribryc3E.   iri   immurlcJlc}gical       and      bic3cherriical

prac:edL`rEE,   whEri   lar-gE   amQurltE   C3f   material    are   requirEc].

§F.lErlic:    1yf7'!F{hcJcyte5   fr-c}m   rats   iITlmL`r!iz.Ed   either.       with      E}-cell

ii}c}r.ulaE.   c}r-with   F9   cells,   were   fused   with   ce].I`5   c3f   the   l`jso/£

riiielc]ic]      rrlc:{|tEE      line.          fint.iE.c}c3../-5Ec:r-etirig      hybriclc]mag      wer-a

5elec:ted   b../   inc!irEct   iITirriL`nofiuBre5c:Ence   in      F9      cells      fi>{Ed

with   fc:trITIE`ldeh`/c3E-.          The      game      ITiethc:Id      was      used      to      5tL`d.`,/

rea{=ti`+ity   c:I+       an.ti[Ic3diEE.      pr-c3c3ucEd      by      the      hy±.ridc]mr*5      in

c.ctc:y+.eE+.   ancl   eITi±.ryii5:.,    at    c31i+fErEnt    E..taqeE`.
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WE   obtained   61   mc]nc]c:lorial    antibc]dies   which   wE   clasif ied   in   8

grc3up5  ac:c:c3rding   to  their   reactivity  with  thE     cell      surface

of   oocytE5  c]r  with   the  c:ell   sur+ace  c3f     the     inriEr     ma55     or

troFlh[ibla5t   cl{    t}laE}tc]cy5t.E      implar!tEc3       I.rt       I+I.Err.}.          Grc}i`p       I

iiic=1i`deE.   17   mc3ric}clc]rials   that   rEcc]grlizE   aritigens   e}:pre55Ed   in

the   c3c3cytE,   arld   later,   in   the   C:ell   mag.E   a.ncl   the     trt3phc3bla5.t

af   blastc]c=ystE,   implanted   I.ri    i+I.±r{..t.      Group   11   should      inclL`dE

rrlc]n[.c:1c}rlal5      i..hat.      rE[c]grli=e      ar-itigeris      irl      the      c]..c}c=yte      aric]

thereafter   c]nli,'   ill   tliE   c=Ell       mass,      hc3wE.`+Err      antibc3diE5      c3f

tr.|iE    I::irlc]    were   rlc:{t    f[}und.        [ir.ciup    Ill    iric:lil.c}EE   9       frlc.ric3c=1c:{nE`lE,

triat   I-ec:c3gnize   arltiger-i5   in   the   aoc:yte   ar-ic3   af terward5   Only   in

trie   trophc:{bla5t.          Eroi.`p       IV      irlc:1L`dEE      4      rriarlc3[lc]r-Ial5      that

rec:c3gnizE  antigErlE   in   the  c3ac:yte  which     disappear     at     later

5tage5.       [irc3L`p      V      includE5      4      mc3nclt=lDrlal5      thE\t      rec:c3gr}izE

aritigerlE.     whc]sE        E>:pres5ion        i5        iriitiatEd        dL`ring        the

5EgrrlEn+_atic3ri   E.tEige   and   that   are   later   rEcc3gnizEd   bc]th   ir!   i-.he

c=Ell    frla=E.   ar!c]   in   the      trclFihc]blast.          Grc3up      VI       iricluc]Es      14

fr.ic=trlc{c:lc:inalE;   that   rEc=c=.griiEe   ariticjenE.   sinc=E      I.hE       EEgITIEritatic:tn

5tBgE   but   thErEa{tEr   ar-a   only   {c}ur!d   iri   triE   c:Ell   liiaEE.      Gr-c3up

`JII    5hEii`lc}    inc=1LtdEi   mc=ir.ic}clc}r-ial5   that    rEcc=tgriizE    E\rltigeriE:.    Einc=E

the   5eg(nentatic]ri   stage   ar!ci   thEr-Eat tar   are   c3nl..,+   fcji`nc]   iri      I.hE

tr-c=iphc=`b].ast,    rlc3we.`/er,    5uc=h       arlt.it}c={[]iEE=.      were      rlc]t       detEctEc}.

Grc}uF{   '.JIII    irlcll`de51=`   fric]riac:lc}rlals   thE{t      I-Ec:c]gnizE      ari.tic]Eri5

cif    F9   cells:.      Eti`t      rlc3t      arltigEr!5      e>:prE55Ec3       iri      c:ic]{=yt.eE`      anc]

prEimplanta.tic:irl   Embryc]5.
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WE     5ti`died      the     effect      c}+      each      c]f      the     monctc:lcjnal5     c]n

preimplantatic}n   c}evElc3pmEnt   anc]      I.ri      yj±rt}      implantation      of

rr.IQUE.e   erririryc]5.         WE      verified      that,      L`ridEr      the      cc3nclition5

5tudiec!,   neither   ITic3rphc3geliEsis  nc3r   c:ell,   differentiatic3ri   were

altered.       HowEVEr,    definEc]      mi>!turec_i      o{      these      rriQnc:tc:1c3rlal5

inhibitEc}   the   e>:tErlsion   of   F9   Eell5   jrt   yI.+r{.t,      depEnc]ing      c]n

the.]ir   culture  age,      WE  have.  not   yet   studiEc}   i.his     effec=t     on

adhtE5ic3n   c3.F    embr`/c]riic   cells+.

We   E`15c:.   pE?rfc]r.rrlecl       Etuc]ief       irl       C]rc!er       tc=i      c=r.IEir.actErizL=       thtL]

antigerl5      rEc:c3griizecl      b../      c3ur      IT!c3rloc:lcJnal       antibc]c]ies.             We

€?>{arriiriEa.    Ety   EL.I§fi   the.   binc3irlg    a+    mc:.nc:Ic:1c]rial5       witri       all::E`lirie

phc]5phata5e    I:fiLF'}    e>:trac:ted   by   Tritc]n   X-1{:)i:i   +ron      F9      cE1155

it.   was   {QL`nc]   that    16   arltibc]diE5   c3f   4   c!iffErEnt      grc3upE;      bind

tc]  the  ErizymE  Either  directly  or   irldirec:tl`/,   Eugge5ting     the

preEenc:E   c3f   ITic3re   than.  c]riE   fc3rm   c3f      ALF',       at      this      Stage      c]f

dE..+elc3pITlent.      Trle5e   QbEer-\/atic3ris      are     c}f      iritErest      bc-[au5e

this  En=ymE  has  the  F}rc3pErtiEE;  of   a   differErltiatiori     antigEri

Eirid   also   becaLi.E.E   durirlg      prEiiTIFtlantatic]n      c3E.`/Elc]pmerit,       frc]ITi

tl-!e  4-cell   Stage  c]riwar.d5,   its   activit`,+   is  rE5tr.ictEd   tc3     the

c:c3rftac:I   =c3rlg5   bEtwEEri   bla5tafriEre£    {Izqi.\ierc]c:I   a+    aJ„    19ai:=}).

In   c:c]ric:lu5ic:.ri,    we   ha`.Je      obtairlec3      48      frlc.r!o[lc:.Hal       aritiEIc3c]ie5

+.hat   rEcognii'e,   through   indirect   imml.`nc3f luc:tr.e5cencE,   5ur+ac:e

ar.!tigEr.IE   E.harec!   by   Ere.irriplantatic}nal    Errlbr}Jc:IE.   anc!      Fi`      I:ells.

TliE      Ela5E.ificatic!rl      a+      trlESE      ITic3rlc3c:lc}rlal5      irl      =I         groups,

cT`t=cc3rclir-ig       tc.      their       I.€iTipc]rcl:i       arid       5pEltial          cliE.tribi.`t.ic=.r.I,

5ucjgeEts   that   the`,J   rEc=c]gnizEcl   at      least      E{     antigEni[     fric3lE~

XX|



ci`1e5,    5c:.me   of   whic=h   may   c:orre5ponc]   to      ALF'.          This      antigeri

distribution  reveals  thE`t  we  have  obtained     lineage     markers

fc]r   trophc)blastic   cells   (GrQi`p   Ill)    and   fc}r   inner   cell      ITiass

(GrQL`p   VI).      Firially,   the   presence   of   a   nL`mber   of   antibodies

in   Grc}up   Ill   ari{]   the   ab5Er`c:e   of   mc)noc=lonal      aritibcidies      that

c:oi`ld     be     c:la5sif led     in     Group     VII     suggests        that        the

trophc}blaE.i.      determiriat.iori        might        be        initiatecl        dLir.ing

oc}genesis   and   F.roceecl   by   E.egregaticJn   Qf      componerlts     towards

I..hc-en.ibrycj   perlFlher.y.
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I   N   T   Ft   0   D   LJ   C   E   I   0   N

El   de5arrolla   inicial   de   log  maml+EroE,   entre   la  feEi`ndac:idn

y   la   implantac:ic5n   Eri   El    enclc3rrletric{,    cL`lmiriE`   c:c}rl   la   formac=idn

de  i`n   blastc3cisto  erl   qua     se     distingi`Eri     log     dos     primEro5

tEjidc}5:    lE`   mclE;a   celular   interna   qi`E   clara   c3rigEn   al      embridri

y   el    trofc]bla5tc]   quE   dar&      c3rigen      a      partE      de      lc]s      E`ne>{c3E

embric]riario5.      En   estE  perlodt3  clEl   deE.arrc}1la   5E   planted     el

prc]blEfrla      dE      c:drrlD      e>{plic:ar         lcl         difErEriciE\c:idn         celi`lar

obsErvada   en   uri  blastc]c:istc3   ql`e  sE  de5arrolla   a  partir   clE  uri

hi`evt3   feEunclado   dc]ndE   nc}   5e   c]i5tinguen   rEgit]neE.     [itc]pla5m5-

ticas  y   ci`ya   segmerlta[idn   genera     c=Ell`1aE     cc]nstitL`idE`E     pc]r

c=itc3pla5mas      serriejarite5      que      rcJC}Eari      nl'.`c=leo5      5uPL`E5tarrlEntE

i9ualE5.

Durante  esta   etapa   se  oEtsErva   e>:prEEi6n     gEnicEi     c}ifErEncial

{\Jan      BIErl::c]m      y      Planes      lq77;       HowlEtt      y      Elc]ltc]n]          19a5],

ITiL`ltiFtlicacidr!      c=EIL`lcl:r,      rEgic]rlalizaci6rt      dE      la         mEmbrana

FIlaEmatic:a      (IzqL`ierdc:I,       1986;      Handy5idE     e+      aj„         1987).

camE}ia5   dE   adheEividac]       {Hyafil      p+      aj„       19Bi::i;      Yoshida      y

Tal.;:Eic:hi,1PB=a   F'eyriera   et   aJ„    198=`;    Yt]5hida-Nc]rc]   e±      aJ„

1P84}  ,   eE.tablecirriiento   de   unic]nes   e5pecializac]a5    {Izq`.`iErc]c],

1P86a    LeE   t?I   aj„    1987),      c:arribicJE      En      la      c3rganizac:idri      c]el

citoe5quEletc]    {DucibEIla   e+   aJ.,1977E      LELltc]rlen      y      Eac]leyt

i9E}t:};    Jc3hrl5c.rl   y   rlarc3,1984;    Damjanav   e±   aJ„    198&   b},    muertE
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I:elL`lar   y   c3tro5   Prc3c:e5c35   mEno5   estl`C]iac]cJs.       TambiEn      oc=urreri

Evento5  5uprac:elulare5  qua  tienen  espec:ial     significado     par

su      c:arac=ter      mc3rfc3geriEtic:a,      c:cJmc3      la      compaEtac:idn      y         la

fc]rmaci 6n        dEl        bl aE;toc:i stc].           fidemaE„         se        mani fie5tan

propiEclade5   [arac:terl5ticaE   de   lc]s   Embric}ne5   inic=ialeE,   [omc3

e51a     regi.`lac:idn      quE     se     pc3ne     en     evidenc:ia     cL`ando      lc]E

embrionE5          pgrturbac]os          e>:perimentalmerlte          -ai5lanc]o,

dEEitruyendc]   c3   {uEicJriE`ndo   bla5tdmerc]E.   ~   nc{rrrlali3:art      su      deEE|-

rrrjllc3    {Izquierc]o,19a6).

F.c]r   la   generalidad   dE   E5tc]5   prc3c:e5o5   y   F]c]rquE   la   clEEcrip[idn

c}e     EEta      Etapa     er}     diferentE5        e5pec:iE5        de        mam±+Erc]5,

incluyEndo   la   E5pecie  hL`maria,   re`/Ela   grandE5   5Emejanza5,      el

c!e5arrc]llo   iniciEil      de     lc}E     mamiferc}s,      y     en     especial      dEl

ratdn,   ha   5ido  un   mcic!Elc}   ampliaITIEnte   utilizado   pE`ra   eluciclar

algurlc3s   met:anisITic]5   invc]lL`c=rac]c3s   eri   la   c]ifErerlciacidn   c=elL`lar

y   la   morfcJgErieEi5.

En   EE.ta   tesi5,      riL`e5trc3     prc3p65ito     ha     5iclo     ic}Entif ic:ar      y

arlalizar   El      papEl      quE     desEITlpE#ari     dur-aritE     el      c]esarrc3llc]

iriic:ial   c}el   ratdri`,   algunc3E.   antlgenrjE.   que   5E   e>:prEEan      en      18

5uperficiE   [elular   del      Embridn.         fit:`n      nc]      EEp      han      c]eET>[ritc3

ant±genc]5   dE   5upErficie   qi`e   sean   e5pEc:Ific=c]E   clE   tl=1gL`ri   E5tado

c}El   deEarrc31lo  preimplantacic3nal   y   quE     permitan      establEc=er

En   la   mcirula   e].1inajE   ma5a   celular.   ir!tErna-I.rc]+c3blE`E.+.c2.       La

literatura  di5Flc]r!iblE  muEstra     que     dL`r-aritE     eEta     etapa     sE

E>{prEEan   mc3lEc:ula5   quE-pc]c}rlan   5er   carat:ter±E.tic:aE   aiinqL`E   ric3

e>:clii`siva5   dE   c:ElulaE      EITibric3riariE15,       [c3mc:{      E5      E].       c=asc=I      dE
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algi`no5   antlgenc!5,    llamado5   de   diferenciac:i6n,      ql`E     tambiEri

se  e>!presan   en   celL`lE`s   tumorale5  comc]     log     teratoc:arcinomaE

(t3raham,1977;    Martin,19B€}i    Rc}5sant   y   Papaioannoi.`,1984);    y

la  misrria   literati\ra   si`giere   la   e>:i5tericia     de     antlgenoE`     cle

Ei`perf icie     cuya     e>{presidn     estarla     a5oc:iada     sblc}     a     este

perloc}c}   del   desarrollo,   cc}mc}   es   el   ca5c)   de   algl`nos   ant±gericis

coclificadc3g   par   el    cc}mFilejc}      T      dEl      rat6ri       (Etennett,       1975;

Sj.I`+er.,       1986).          girl      emElargc],       el       conc:eptc)      antigeric]         dE

diferEriciac:idn      e?E,      ambigi`o      y      ac]rrlitE      dis`t.intaEi      int..er.F.rc--

tacic]ne5.   comc]   se   arializard   mds   adElante.

La   hipdtEE,iE,   geric~ral    de   eE:`te   trabajc)      pl`edE      re5i.`mir.5e      c=t]mo

sigue:

1.   DL`rE`nte     el      de5arrQllc]      inicial      de      log     mamlferoE        sE

e:>{presarlan   mc:.1€ci`las   de   5|`perf ic:ie   e5pec=IficaE.   de   estaclcl

a  de   tipa   c=eliilar.

I.    Alqi`na5      de      eat.as      ITlolEc:i`laE.        eE.tarlan         nec=e5ariarrlente

compromEticla5   en   la   di+ereric=iacidn   del   blaE.tc]ci5tc„
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El   de5arrc3llc}   preimplE\ntacic]nal   dE   rrlamlfEro5   o[urre   I.rf      iJI.[Jf.}

c}Ltrante   el   tran5itc}   del   huevc}   fEcl`rldaclo   par      el      c3`/idL`c=to     y

finaliza   c:c3rl   la   implantacidn   del   Embridli      En      El      ericic]mEtric}

dEl   I:`tero.      En   el   ratdn   e5  pc35iblE  rEprcJcluc:ir     e5te     perlc]do

del   degarrallo     mEdiantE     cultivo5      I.rr      yl.±r{..t,      lc]     c:ual      ha

permitidc=i   5u   antiligi5      E>{pErimerital       (vEasE      Hc.gan      e±      aj,,

1T86}.       Lcl   Figi`ra   1   IT!uE5tra   i`n   E5ql`c-rria      cjE      lag      Firinc=ipales

€tapaE.   de   EE`t.a   pErlc}dc{,   qi`E   clura   entre   trE5   y   ciric:a  dla5     eri

la   mayc]ricl   cle   lag   e5pec=ie5   e5tudiac}a5.

El    hue`/c3',    rac3eadc3   pc3r   la   zcJna   peltic=idE`,      sE      divide      en      clc]5

bla5tdmerc]5,   aprc]>{imadamEntE   veinticuatrc]   hc3rE`E.     de5puEs     de

la   fEcundac=idri,    li`egc}   c=ac]a   blaEt6mErc3   ct]ntirluEi      c!ividiEndc]sE

cads   diez   a   dc]c:E     hc}ra5,      Fiero     a5incr6nicamente      {Graham     y

DeL`5sEri]    1978}.      Erl   E5ta   etapa]   c3eriomiriac]a   sEgmEritacidn,   hay

uria   iriterisa   ac:+.ividad      gEriic=a,      qL`e      E.E     frianif ie5t.a      terrlpr.a-

naIT!Erite   de5pu±E   dE   la   fEc:lmdac=idn   y   SE   c:arac:teriza      pc}r      Lma.

rapids   Eu5t.itL`cidri   c3e   la   infc3rmac=idrl   c:c3c]ifi[acl,a   En      el       ITiRNfi

ITlatErricj      del       c3a[itc3,      pcir   la      prc3pia      dEl       eITibridn    {WEE.I      y

GrEeri,1TE}I`:i.       Durarite   El    prirriEr   c:iclc3   cEIL`1ar-      clel       eITlbridri

5E   proc]L`cE      L`na      degradacidn      E5pEc:Ifica     de      mFIHf]      maternc]5

almac=EriEtdc3s      durarlte       la      c3c3gEriEE.iE.        {CIEgg       y       F`ic=c3,        1PE}=`;

Giebelhau5   e±   aj,,1983);    tarrlbiEn   5E   prc:tc]i`c=Eri   Iambic:Ig:.   en      el

F`atrdrl   de   F}rotElria5   lc]5     cualEE.      Sc]rl      El      rE5L`ltac]c3      c!e     uns

ac:tivac:idn   diferEnc=ial    clE      fr!R'Hfi,       dE      ITlc3dificac=ione5      Eri      la

velctcidad   de   rEc:afrlbic3   dc-algurla5   prc3te±na5   y   tambi€ri   mc:{c]if i~
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c=ac:ione5   pc]st-tran5c=ripc:iorlales    {`/an   I(lerkoITi,    1981;    Cascic3   y

Wa5sarman,1982}.      El   c:tJnji`ntc}     clE     e5tcJ5     cambiog     pc]ne     de

manifie5tc]   El   prc}grama   genEtica   c]epEnc]iEntE   dE   la     oogErlesis

y      El      programa      gEr}Etic=a      depenc]ientE      cia      IE`         fec:i`ndEic=i6ri

{Howlett   y   Boltclri,1985).      PrL`et{a   direc:ta     de      la      acti`+ic]ac]

temprE`na   del   genomiQ  embrionario   5e   c}btienE   par   exF}erimEritc]s

en      qi.`E      se      han      c=ultivadc}      embric3riE5        eri         pre5Eric=ia         dE

irihibidc:.rEEE.   de   la   trE\ri5c=ripc:idri   c=c}mc]   C){-arria.nitirla,       la      cL`a].

prc]c]uc:E   L`r.ia   c]etEnc:ic5rl   del    deE:.arrc}11r.    {BraudE,    1T79}    y   par   el

usc]   c!e   mL`tarites   del    lc3c=us   T   quE   Se   manif iEstan      prec:c3zmentE,

lc]5   c:ualeE,      erl      cc3ndici6rl      rlc3mc3c:igc3ta      tambiEn      dEtierien      El

de5arrc]11B    {r'1agnL`5on,1P8=`).

De5de   El   estadc}  dE  cl`atrc3  cEIL`la5  En   Embrione5  de     ratbrl     ya

sea   de5E`rrc31lac]c]s   I.ri    .q±.±u   a   I'rt    yj+r{..t,    y   tambig}n   en   embrit]rlEE.

de   rats   y   clE  hamster   I.rf   5I.±u,   es  posiblE   rec:c}rloc:er      mEdiarltE

I.E[nic:a5      c:itctqL`Imic:a5      la      distribuc:ic5rl      rEgic:inalizada        de

alguria5   prc]te±riaE   de   la   rriEmbrana   plasmiti[a      cc3ITlc]     fc3EfataEE`

alc:aliria      y      5`-rlu[1Ec3tida5a       {IzqLiierc]c3         E+         aj„          1t78{:i;

I=qL`ierdc}   y   EbEriEF}ErgEr,19E}E5    Lc}i5   E    IEqL`iErdc=i,    i984,).       fl5i

FiuEc]E   distirlguirsE   en   lc]E:.   bla5tc5mErc]E-la   rEgidn   en      [BritE`cto

c]E   la   rEgidri   a;`{puE-Eta   al    rrledio.       EE:.ta   regic]rialiEac=ic3n   dE      la

merrlbraria     tambiErl      5e     puEdE     t]b5ervar      i`=.arldc]        lEt=tinas        y

arialogc3E.   ciE   IIpidc]5    {Harlcly5idE      €±   aJ,       1987}.          La      di5t.ri-

bLtc:ic5ri   en      el      EF,pacia      de      E5tc35      c:omF}cmEritEE`      muE5tra      quE

durarite      El      ct]mierlzc3      del      deEarrc31lc:17         aunqL`e        no        haya

difErenc=iaE   Er!tre   c=E].ulaE.   F}ueE.tc{   qua   5t]n      mctr+c}gen±tiE.amentE
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eqL`i`/alente5   {tc3tipc3tente5),   hay  un   arden     Espacial      quE     sE

rec:t}nocE  pc]r   diferenciE`5  entre  lag     partEs     de     lag     celi`las

{Johri5on   e±   aJ„    1986)     {vEa5E   FigL`ra   a).      EEtE   fEndmEnc3,    qL`e

5e   ha   dEnomj.nadc3   regic}nalizacic5n   C3   eE.pacific:E`c=i6n      regional,

puedE  c3b5er`+arse  c]L`rante   el   c]Esarrc]1lo   inicial      c}e     diversas

c=lE15EE.   animale5   y   re+Erir5E   tt=|ntc]   a   ParteE   c:elL`lE`reE   cc3mo      a

partE5   del   Errlbridn   .(§lEick,198=`).

DifErEric=ias     Erl     el      arden      EEpacial      de        log        [c3mporlentes

cElulEtrEE.   tarribi€n   E>e   puedEn   c}Ema5trar      tErripranarrlerltE,      desc]e

EI    Estadc3   clE   clc]s      cEIL`1aE.,      t]b5Ervarldc}      la      distribuc:idn      c3e

algurlc3,s   ElemEntc}s   clE.i    c:itoE5ql`EIEtc3   c]e   log   bla5tdITIErc35      I:c:{mc]

mic]5ina   {§t3bel,198=`   a,   b}    y   espec:trirla    {5obel      y     filliegrc],

1985;      Damjanc]v     E±      Ej,„       1986}.         El      proc:Ego     de        rEgic}-

nalizacidn   pErrrlitE   pa5ar   de   l`n   eEtac3c3  en   quE   log   corrlpt]nEntE5

c:elularEs   tiEnen   urla   distribL`c=i6n   e5pac:ial      hc3mc3gEneE`      a      L`n

Estadc]  c]E   hEterogEnEiclad   espacial,   el   [ual      tec]ric=amEnte     E5

requiEitc3   pars   e>{plic=ar   la   c]i+ererlciaci6ri   c:ElulE`r      c3b5Ervada

En   El   blastc]c:i5tc3.

fintE5  dE   la   bla5ti`1aciEIr},   cuanc]c.     EI      Embridn     tiErlE     s6la     a

[t±li`laE.,    c3c:urre   El    prc3c=E5a   c!e   c=c]mpactclEiE}ri   qua   E5      rEquiEitc]

pars   lag   Etapa5   quE   sigurrri.      La   I:ampactac=i6n   5E     c:arac=t.Eri=a

marfc]16gicafrlerite   pc]r   i.`na   p±rclicla   dE   la   fc3rmEt   EE.+E?rica   c]e   lc]s

t]1ast6ITIErc.=`      y      uria      dig,rriinuc=i6rl         dramatic:a         c]El         e5pacic]

intErcElular.         En      urla     mdrl`1a     no     [c]mpE\[tada     eg=.     pc35ible

dist.inguir   c:laramErite   lc]s   blastt5merc}E5    una   veg      c:.I:L`rr.ic]a      lci

cc]mFiactaci6rl   e5   diflc:il   distirlgl`ir   lc}E.   llmite5   celular.eE.   c=c}r|
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el   mic:,rc)scc]pio   dE   luz   y   la      m6rl`1a      qL`E      tenla      i`rl      c:ontc3r.no

lc}bulado,   adqL`iErE   i`nc]   e5fErico    (Duc:ibella   y   AndEr5c3n,    1975;

Di.`c=ibella      et      aj„       1977)        (vEE`5E      FigL`ra         =`).            Ct]rl         la

c:c3mpac:tat:idn,    la   rEgiclnalizac:idri   dE   la      merrlbraria      pla5matic=a

se   hac=E   evidentE  y  e5  pcJEible  distinguir   i`Iia  zoria   apical      c!e

i`na   ba5c3-lateral   En   lag   bla5tdrr!er.c35.         MEclicl:nte     micro5caplr±

Electrdnic=a   dE   barric]cJ      se      c3bsErva      que      lag     rEgic]rieE     c:c]n

E-5c:a5a5      micrc3`/Ello5idac}E5      [c.I-rE5Pc3ric]Erl      a      lag      i.reaE.         erl

c:cjn+.ac:tc}   c:elular   y   lag   I:c3n      abundarite5      mic:ro`/E11c]5idades      g`

lag   areas.   E>{puEEta5   al    rrlEdic:t      aITibieritE       (SEPL'`lveda      €±      aJ„

.L9B=t}     (..+Ease   FiaL`ra   =).

De5de   el    puntc}   de   vista   I isic31dgi[cJ,   i`nc]   cia   lc35     ra5gc35      IT|d5

nc]tablEs   c]E   la   c:orripactacidn   e5     el      Establec=irrlientc]     c]E      IE`5

primEras   unic3ne5   cEIL`1arE5..     Esta5   sorl   de   tipo   gap   jtjrtL-±j{:tr|,

r@cc}ri[Ic:ic]aE   pc}r   la   ultr-ae5truc=tura   tlpic:a   que     F]re5eritan      al

mic:rc35c=c]pic]   elEctr6riico    {Duc:ibElla   y   firidErsc]ri,    1975}       y      por-

el    ac=c3plarriieritc3   idnic=c:t   qL`e   dErriue5t.rE`ri    lc3E   egtL`c]ic}E.      EIEc=trc]-

{isic]1,6gic=a5;       adefTiE`=`   5E   ha   r-Ec=c=.nc:{ciclci   la   a;`:i5tErlcia   de       gap

jt{rtctl.{..tri5   F.c]r   el    pa5o   dE   p€.ptidcJ5      f lucJr-e5cerite5      eritre      lc35

I.la5tEirriE.rc}.E.    {Lc3   y   Gill`1a,197t?i        Mc:Lac:hlj.n       Et       aj,,198=`§

6c3c}c]all    ..,r.   JCJhrl5c.ri,1q84i    Lee   e±   aJ,1987).       fll       analiEar       la

c:c:{mFiac=tac=idn    deE.de   L`ri    purltc:I   c]e   Vi=.ta   bic3qulmic=cJq        5E   c}bE:.Erva

qL`L=      e5ta      prEc=Edic3a      pc]r-         i`nE`         5Inte5iE.         impc3rtante         c!E

ITiErl5ajErc3s,    lt3   quE      5e      trad`.`Ce      POE,tEric3rrrierite      Eri      cambic]5

E.ignj.fit:at.'ivcl5   eri   el'   pert il    EIEctr.t3ferEtic:ci   de   pratE±riaE.   cc:iri

rE5pEctc]   a   lc:ts;   E5+.adc.5   pre`/i.J5   c]E   dE5arrc3llcl    {`/an   Blerh.c]rr!      y

fqarieEs.q     1977}.
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[r]Mpf][`.Tficl[ir.`l    EEL     EME{F:ION    DE    F{fiTC}r.`J

a}    M6r`.`]  a5.          nci          corriFtac-tE`cla5          y          cc.triFtac=tada5               (flec:ha}.

MicrcjE:.cc]F.Ia    de    c:ctr-itraE.t.E    dE    +aE=.E..         Zc:irla    peli'.`cida     /`ZP).

b)    Mdr.i`1a    nc:i       c:fjrripac:tac3r±        (1=qulerdE`)        y       n-iEiri`la       c.c.nripacta.cla

I:derec:ha}.       5e   c}t.Set-.`/a   l`ri   c:ami[Jio   dE   la   fcJrma   c:Elular    v    la

di5rrlirii`c:i6n   de]    e5pac-.ici       iritertll.aE.tc}rriericr_-i.           +1icro5cc:iF.Ia

Elect.rcJnica       dE       Eiarr:tdcJ.           Fc{tcigr-a+IE`       E.iri       piLit:.]ica.r       dE

5cil Eidad    i3Er~-ii'.`]  vc3dac

11
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Di`rante   la   c:ompactacl6n   sE     prodl`cEn     c:ambio5     en      la      adhE-

sividad   de   log  blastdmero5   qL`e  corresponden   a     la     e>:pre5idn

de     algi`nas     glicoprotEIrlaE.     cuya     fL`ncidn     depEnde     de        la

pre5eric.lade      C.a+a      en      e]       medic.       {Hyafil      a+      aj„       1981;

Shirayoshi   e+   aJ„   198=`).   En     esta     etapa     llcj     5e     sintetiza

prc}piamente   i`na     ITiatriz      e>:tracElular      tlpica     compue5ta     de

fibronec:tiria   a   algl`ri   tipc{   c]E   c-.al&genQ    (LEivo   e+      aJ„       198t:t;

I.ej..`r.ci,    198:`:1,    perrl   €.e   ha   c3b5Er../ado   la   Fire5Encia   de    lafniriina.

heFiE`r.dr.f5i`]fatcJ   y   I-ild6qericj    (I)ziadel::    y       TirilF.I.        198=.;        I)ziad€.I::

e+aJ,,1985:I.       AuriquE      histoqlilrriic.amE.rlte      5e      ha      dE.rriclE,tradcl

latriinirla   entre   lag   celi`laE.    {Wu   a+   aL,198=`},      el       E`nti5uero

ccintra   esa   pratelna   ncj   inhibE   ni      rEviertE      la     cc]ITipac:tat:i6ri

(Hc]gan   e+   aj„    1986}.       Mds-adelante   5e   desc:r-.ibirdri   c:c3n   mE\yor

detalle      algil`rlas     mc}lEc:ulaE.     Pre5entes     eri        la        sL`pErficiE

celL`lar,    lag.   qi.te   han   Eidc}   furiciorialmente   iri../oli`[radaE   erl      la

I ofrip a c: t. a{: i dn .

[}i`rarltE   la   cc:irriFlac=taci6ri   se   c}b5erva   tambiErl   L`na      pc}larizacidri

dE   lag.   c:r.mpc3nEritEs      c:eli`lare5      internc)5      reconc]cida      pc3r      la

F{oEici±in   Lja5al    del    rii:`c:lEc:.   dE5cle   dQnde   5e      [irderlari      hacia      let

peri{eria   cc}liinTir.ia,E.   rac}ialE5   de   c:.rgartElcJ5.       EstE   fEridITiEnc:i      rio

es   tarl   a-`tic3erlte   erl   El   ratdri,   pErci   es   clararriEnte      viE.ible     en

el    eITibridri   c]E   rata,    v€Ei5e   Figi`ra   2    (LcjiE.   E3    I=qi`iErdo,1984).

Jc}hrisc.ri   e±   aj,,     {1981}    hari   propue5to   que   la`   pc:.lari=ac:i6n      dE

lc:`5      bla5tc5rrierc.E.      er.      €.a:.ta      etapa      podrla.      dar      c:i`enta         del

eE.tab].ec:irriientc!      de      lc3E.      clcz5      llriajeE.      celularEE.         qua         se

ref..c]nci(=en   pc}r-pt-iITiE.ra   `/el    en    E.].    b].a5tociE.tc.,    5i`porijenc!o      qi.`e
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lag  divisic]ne5  c:Elulare5   5c}n   paralElas   a   la   superfic:ie   c]E   la

mdrula   c:ompac=tada,1c3     qL`e     genErarla     c:EIL`la5      interna5     y

e>!tErna5.         Lc]5     carrlbio5     dEsc:ritos     sc]n     depElidientE5        clel

c=itctEsqL`EIE.to,       F}uEE;tc:i      quE      lc35      ageriteE      qL`E      alterari         la

Estabilidac!      de      mic:rc}ti:`bulc3E:`      y      micrc}filarrientc]5         prc]ducen

alterac:ic}ries  en   la  compacta[idn      {Du[ittella     a+     aJ„      1977;

F`ratt   e±   aj„    198=5    Izquicerc]c3   p+   aJ,,1984).

I:irlc=c:.   a   5Etj.E,   hc:ira5   ante5   dE   la   {c3rmac:iftri   c}El    blaE.tociE`t:a   la.a

regioriEs   aF]icalEE   dE   lc].==.   blastcifrlErc}E.   exter.riaE.   de      la      rridrL`1a

a`+anzac!a   se   5E11arl   eritrE   5i   mediarlte   complejo5   dE   unic5rl,    que

corriprEridtfri    tjgh+   jh'rit=±I.t..irts    I:IzqL`ierdc3   e+   aJ„    1976;    Magnu5c]ri

E±    aj„    1E'77)    y      dE5ITIB5c]ITiag,       1c:.E      [uale5      tiEriEri       a=c3c:iE`dt]5

frlant3jo5   de   filamEntc]s   irltErITledicJs    {Jacl<son      E>±      aj,,       1981}.

Con   el    5EllamiEntt]   entre      lc3E.     bla5tdITIEr-c]5     perifEric:c35,      el

Embri6rl   qLiEda   impErrrleable   al    frlec}ict   e>!terric3   y   yet   nc3      pEnEtrari

al    iriteric3r   tra=ac!orE5   c:c3frlc3   el    larltarlc}       I:12quierc]c3      p±      aj„

1976).       LL`Egc]   aparecE   el       bla5tc:.c=EIE,       uria      [E`vidEid      qL`E      5e

llEria      pc3r      El       vaciamiEritc3      dE      1±quiclc]      ac:umulE`do      en         el

citoFilasma   cjE   lc3E.   bla5t6fr!erc]E.   y   tambiEr!      F3c]r      el       trEmspor.te

ac:ti`+'c:I   c]E   mEtaEtc=tlitc3E   hacia   el    iriteritJr       I:E{Enc]s      y      Bigger5,

19E31).       E:1    bla5tcic=i5tc3   de   ratE}ri   E.E   fc:irma   nDrfrlalfrierlte      cuarldc=I

el   erribridn   tienE   Entre   =4   y   3t:i     [E].I`laE..      `'SmitLi      y      FlcLarEn.

1977?    FEr~riandE=    e    I=quier-do,       198.=}).          5iri      Erribargc=t,       5E      ha

clEiT}c35tr-adc3   E}!FiEr-imEritalmEritE   ql`E   5u   fc3rrriacidn   ncl   depEndE   clEl

ri[`rriErc:{      dE      c:*1ula5      ni       c}El       nl:lITierc3      c!EJ          c:iclc35          celultl:r-eE;

I:Fernaridez    e   I=qi`iErdc:.,19Bi::t;     Izql`iE.rdcJ   y   I(ec.I::Er,1981`}.
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Coma     conseciierlc:ia      de      la      ml`ltiF)licaci6ri      c:elL`lar      y        del

sellamiEnto,   lc}s  blast6merc}s  centrale5  de   la     m6ri`la     quedan

eri   iiri   flTlicrc}ambierlte   diferEnte     del      media     e>:terno,      al      ci`al

5dlc]      eE.tfan       e>:pi`eE.tc:.5       lc:te:,       I:.las.t[.frlerc]E.       F)erif€ricc}E..              La

di+ereric:ia   de   microambiente   a   la   sols   diferenc:ia   de   po=.ic=idr`

de   log   blastdmert]s   en   la   mdrl`1a   ge   han   invc]cado     cc)rna     caL`sa

de   la   diferenciac:idn   de     lag;     c€1ula5     interrla5     hat:ia     ma5a

celL`1ar    y   de   lag   c:E.1ulas   e>:I..erriaE`   hacia       trc.t{c`bla=`t.a.          EE=.te

nioc}elo,    qi`E   5e   rla   dEriominadc:.       "aderit+-cj   -a{L`Era",       fi.`c-:-       {c]r.-

mL`laclc}   FirirriErclrrientE   pc}r    Tar.I::c}wski    y   Wrdblewsc=a        (1967).           El

trafc]bla5to   resultarite   e€.   el   prinTier   te.jidc3     deterrriirladc]     c]el

erribridn   pue5tc:I   qi`E   al       E`i5].arlo      nriediclntE      ITiic=rLiciri.`gIE`      c!el

blastc]ci5tc},   rlc]  eE   c:apaz   de   regEnerar   ITlasa   celular   en   tanto,

qi`e   la   mass   celular   aislada   mEdiarite   irimLlnc]cirugla   eE     capaz

dE.      regenerar      trofc}blastc]      tarlto      I.J.i       LJI.±r{...i      cc]mc]      jri       5Tj+u

{Garc!riEr.    197=';    Scilter       y      I:::ric:.wles,        1975;       Hc]gE\ri       y      Tilly,

1i'7Saj  .

Uns   e>!Ftlicacidn   dE   la   c}ifErericiaciE{n.   celular   que      c3curre      en

el    blaEtoci5to,   tiasac}a   e>{cli`sivamente   erl   la   pcig:.ic:idn   dE.      lae=

c=¢1L\]as    Eri    la       ITldrula.       avanzada,        eE.       i.\riE\       e>:F}lic:tl:cic{r.I       -.       a

rii`eE.trci   Fiarecer--iricorrlpletcl,    Fic3t-ql`E   rlo   PrcJPC)neJ   Lm   ITlec:ariismc3

qi`E   c-:>{FjliqL`e   [c3mcl    lag.   c=Eli`la5   rec:c:.ric]c:en    E.i`       pc.5i[i6ri       eri       el

cc]n.juritc].        Izqi`ierdcl   y   colabc3radc]re5    {1977,198.=1,1986:1       hah

prc3Fii`esta   qL`E   la   regic3rlalizacidn   c]e   la      merri[irar.ia      pla5m5tica

F.or   efec:tc]   del      coritactc.      c:eli`lar      5Eria      el      ITiecariisrrio      qL{€.

irlfc}rma   a   lc]s   blastc3rlierc]s   E.c3br.e   e:.u   po5icidri   er.I   el    Emtiridri.
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Al    qui'ntc}   did   de   c]e5arrQllo,   el   bla5tc]c:i5tc3   contierie   aprc3>:i-

mac]amente  64   celulas  y   lE\   cavidad   bla5tc3c:Elic:a   se     encuentra

E>:panc]ida.      En   estE   perf c3do   El    bla5tc}c:i5tc3   Emerge   de   la   zc3na

pEIL'ic=icla   a   travE5   dE   uns   abertl`ra   En   lE`   zc]na,   prc]duc:icla     par

ac:c=idn      de     urla     prc3tea5a,      c:C]n      propiEdac}e5        similare5        a

tripsina,   5intEtizada     pc)r     [ElulaE     del     trofc}blagtc]     mi`ral

I:PEroria   y   Wa55arman,    1986)    y,    adema5,      pc3r      la      expanE,idn     y

cc3ntrac=c:ic5n    dE].    blEi5t.c3c=i5trj    {WEi5E.ti:rITiarl    a+    aj„     1984}.        BEE,c]e3

E5te   mc3mEnta   el    bla5toci5tc.      torrla      cC3r!tactc.      ±ritirric:{      cc}r-I      el

eF.itelio     que     re`/is:.te     el      endc]metric],         etapa        c]enc3minac]a

ifriFilantac=iE.ri.       EEta   etapa   tE`mbi€n   PuEdE.   Eel-      r.Eprc]diicic!c*      jrf

[JI.trt..t    {FernandeE   E   Izquierdo51983),    lc3      cL`al       hE`      perrrlitido

analizar   algunc35  evEritcJs   CaraEtErl5tic:05     dE     e5tE     F)Erlc]do,

espE[ialmErlte     log     rElacionadcJf     cc]n     la     c!i+erenc:iaci6n     e

irivasivic]ac}     dEl      troftJbla5tc3      {Glass     et     aj„      198=`').         Lag

c61L`la5   trofc3blastic:aE,      qi.`e     e5tirl      ITlds     [erc:a      dE      la     ma5a

c=Elular      irltErrla     FircilifErari      rdpidEmlEntE        rriantEniEr.idcj        su

diF.lc:iid±a   mieritra.5   quE   la.5   cElulEiE.      dEl       trcifc:.blE`E.to      ffiural,

quE   rc3dEan   la   ca../idad   blastc{[Elicaq   pErc:i      qua      rio      EEt.Eiri      Erl

cc3ntactc3   I:c3r!    1a   ma5a   c:Elular,    CE5ari   c}E   C]ivic]ir-5e      haciEridc.5EJ

mag   grarlde5   y   pc]liploide5   y   puedEn   cc3ntenE.r   ha5ta   lt:}I:)I:.I   vec:eE,

ITi&E    la   c:aritidac}    riaF]lc3idE   clE    [lr.`jf}    {IlgrEri,     1981)  .
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LA§   CELULf}§   DE   TERATOcfiRCIN011A   t=OH0   110DEL0  PARA   ESTul)IAR      EL

DE§ARROLL0   PREIIIPLANTfi[I0NAL

La   print:iF]al    limitac:idn   dc:~   lc}E.   emt)ric3neE   ir!icialE5   dE.      mEmil-

ferc35   cc3mo   mc3dElc]   pars      analizar      c}ifErenc:iac:idn      cElular      y

mc3rfc]gEne5i5   E5   5u   eE,c:asEz.,    qL`E   EE.1c}   EE   rErriEdia   parcialITierite

utilizarldo   el    metcidc:I   c]E   5uperc3vulE`cidrl    {[iatE5,       1971).         LaE`

c=€lu].a5   c]E.      teratctc:ar.I:incJrria,       ql`E      EE      Ill.1tivan       Eri       grtE`rldEE.

caritidadEE.,    pi`Eden   reEmplar.ar   a   log   emE`riictriEE      inic:ialE5      En

di`/er.Eo5   Fjr.clc:Edifrlierltc:.5   de   laboratc`riirj.       5Li.I   uE.c3   ha   pErm.i+.id[)

obtEner      gran      pEtrtE      c]E      la         irifc=.rmac:i6ri         5obrE            algi.`noE:`

antl gErio5        I:aracterI 5ti c:c}5        C]€.           etapEtE.        inic=i ale5        del

de5arrc]llo  clel   ratdn.

Lc]E,   teratc3c=arc:inc]rrlaE,   5c3n      tl`mc}rES      rrialigrlo5      quE      tiEnErl      5u

c}rigen   En   lag   c:EIL`laE.   gErfrlinalEE.   clel    c:I.`/aria   .../   c]El       te5tic:L`lc:i

y   En   Erri±.ricir!e5   temF.rar;c3E.    .:SEE..+.En5,197!::i:1.          5E      caractEri2an

pc:ir      la      preE}Enc:ia      dcJ      lm         tipc3         dE         cElulaE.         trc:.rlcEile5

irldifEr-enc:iadaE.   -      denc]ITliriada5      c:arc:iric3rria.      EmEiric:iriaric3      -      ../

acjEmaE.   pc:tr   cc=intcEnEr   riL`rriE.rc3sc]5   tipc]s   cElula.rE5      diferEnciac!c]5

qL`E   nc3rfTlalITiEntE   5E   c]rigiriarl    en   iiria   c}      friaE.      hE.jaE;      gErfrlinEilEE

{fJlartir!,1981::i).

Lc}E.   tE.r.atc3c.arcinc=tma5   tienen    vE`ria5   FiropiEc3E.dEE.   eri    c:ciffi`:`ri       cc]ri

lag   I:±1L`laE.   ErrlEtric3nar'iaE,    erltrE   lai=   c:l`alEE-      EE      dE5ta[E`7       e-rl

prifriEr   lugar,   5u     c:apac:ic]ac]      dE      iritegrarsE     al      embric5n      en

c!e5arrc3llc}   al    5er   imf:ilantac]aE,   En   I.a   ma5a   celular   irttErna      dE
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i`n   bla5toc:i5to;   asl   llegan   a  normalizar5e   y   fc]rmar   parte     de

todos   log   tejidc!s   clel    embrlc]rl,    inc=1u.yendo   la   llr`Ea   germinal,

y     hasta     c}riginar      i`na     prc]genie     normal       (Brin5ter,      1974;

Papaic)annou   a+   aJ,,       197S;    Hanoaka   et   aJ.,1985).    En   segundo

lugar,    lag      c:€ll`laEi     de     teratocarc:incima      PreE>Entan      algi`nas

e5pec:ificidade5   antigenicas  de     la     5uperf ic:ie     cElular     qi`E

til=mbien   se   e>{pre5an   en   lag   primera5   etapE`s   clel   desarrollo   clE

mamiferos    (Artz   e+   aj„    197=`i       I.:enriler      et      aJ,.       1977.).         En

tercer    lugar,    c:uarid(I   a   c-5t.a€,   c-.t±ll`].aE`   €;t=.   leg,       inripldE       la      ad-

hE-E;idri   a]    5us.,t.ri-:*tci   y   se   c}ejan   eri   Sue.Pen5iE.ri      en      Ccir.idiciorle5

aFircJpiadae;   de   culti..JCJ,    sE   c}rganizan   de   l`na   mariera   similar      a

lcl   qi`e:.   c}ci`rrE.   er.I    la   erribric]g6rieE.iE.    I:cuerpciE.       efribric3ideE,}        qitL=

compreriderl   i`ria   nriasa   de   cEli`1as   internas,    E`nd].c}gas,   a   la      ITiasa

celular   de  L`n   blastocistc]     de     5     dla5,      sEpclrada5     par     uns

matriz      e>ttracelular     de     lag     c€li`la5     e>{terna5,      clE        tipa

enclc]dermal     {Lei.vo,198=`).

Fir'ialrriEntE,    ai`riql`e   lc.5   embriorie5   de   mamlferc.E.   no      reacciorien

tT=r-I    igual       forms,      e5      ifTipc}rtaritE      destac=ar      qLie      es      pc]sible

ir`di`cir   la      diferenciac:i6ri      de     c6ll`las`      de      teratc]c:arc:iricinria

hacia   derl`/adc.5:,   de      las      =`      hcija5      gErITiiriale5,      mEdiaritE      la

acjicifjri    al    rriedic]   de   c:i`1ti`+c:i   cle   ciertoE.   +ac:tc.res      cc]mc.      a.c:idrl

retirlc]ico   y   cfir'1F'    i`5tricklarid   y   t'lahda`/i,1.='78:    h...i`ff    y      Fewel,

15,a,::, )  .
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COMPO§ I C I 0N        DE        LA        SUPERF I C I E         CELULAR         DEL         EMBR I 0N

PRE I llpLANTAC I 0NAL

Nc]   Ee   ha   derrlc]E,trado   la   prEE.enc:ia   de   mctl6c:i`la5   de      si`perf ic:ie

ql`e   E.Eci.in   e>:clusivas   dEl    eITibridn   y   qu€I      eE,tErl      +i`ricionaln.Ierite

camprc}meti da5          eri          algllna          etapa          del             de5arrol lo

preiflriplantaciorial,    Sin   embargc3,    la      infc}rmacidrl      rE5umida      a

c:cjntini`aci6n   5L`giere   E.u   e}{i5tericia.

DE    lciE:.   traba..1cJs   rEalizadc}E.   C:ori   EI    Pr-r.pdsit..cJ   dE.       c:arac:teriza.r

log   c:c}rriporiErltes   cle   la   superf ic:ie   clE   lag   c:glL`las   €.rribrior.Iarias

-mediantE   e>{traccic]rles   diferEnc:isles,   erisa.:/cts      erizimaticcjE..

efec:tog.     dc-      lectiria5     e      inhibidc]re5     de      glic=osilacidn        dE

protelna5   -pi`ede   c:c]nc:luirfe   qL`e   la   gran   flriayor.Ia   E.ino      toc]a5

lag   mc31eci`la5   de5c:rita5   sc)n     glicoprotelrias     a     glicc]llpidc]s

{WebE.,1983}.

Lci5   priITierc]s   EstL`dic35   Ee      hiciercin      marc=ando      glic:c]prc]teiria5

cc]n   gli`c:t]5aITlirla   rac]ic]acti`/a   agregac]a   al    rriec]ia   de   c:i.`1+.ivo      clc-

en-ibriarle5   eri   di+er.EriteE.   estadc:.5   de      segmeritaci€in.         AE.I       fi`E

demc:{5traclc}   quE   arites   c}e   la   fc}rmac:ic5ri   de   blE\5t.ociEta      oci`rren

carrlbioE3.      5ignif icat.ivof      en      la      e}:PrEsidri      y      E.inteE.i5         c]E.

glicc}prot.EinaE.    `'F.in5[::er    y   Mint.I,197=`).

N|`mErc3sc)s   trabajc3s   eri   quE   se     hari     utili=aclrj     lectinas     pars

€.5+.i.`diar    ]E`   agli`tinabilic]ac]   y      la      distribucidri      dEt:;      algunE`E,

gl ic:oproteiria5   Ecjbre   errihr.ionES   PrEiri-IFjlantacic=ir`ale€=.   clE.   ratE)rh

si`gic-reri    qL`e:-ric3   ha.y   caITibicJ5   Eigriif lcativaE.   En       la      unidri      dE
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lectinE`E,   prEvic]   a   la   compactac:i6n    (YanagiITiachi       y      Nic=cjlsc]n,

1975;   FZowinski   e±   aj.,1976;   Magnl`son     y     §tackpole,      1978}.

girl   Embargc},   durantE   la   campaEtac:idn   Ee   prc}c]L`c=en   c:arribic}5      en

la   aglutirlac:i6n      de     prQtE±naET>     de      la      5i`perfic:iE      mEdiantE

c:oric:ariavBlina   fi    (Cc}n-f}),    qi`E   tiEnE      afinic}ac}      pc}r      marlc35a      y

glL`c:c]5a    (Rec:tc3r   y   Granholm,    197S}    y   tarribi€ri      c:E`mbio5      erl      la

di5tribu[i6n   dE   [.on-A   y   c]E   aglutinina     dE     manI       {F.Nf}),      qL`e

tiErlE   af inic]ad   pc]r   galac:tc3Ea,    1c3s   c:ualEE,   sc3ri   ref lEjc]      c]E      la

pc.1firizacitin   de   lEt5   c:¢lL`la5   dl`rante   e5tia      etaFiri       i:Hanc!`/E.ida,

198`:,)  .

La   FjEtr.tic:ipLlcidr..I      dE      glic:ctpr-atelna5      duraritE.      e5tE      pEr±c]clc}

iriic:ial   c]El   desarrollc3,   tambiEn   enc:uEntra   apoyc3   En      e5tL`dic]E

5obrE   el    efEc:to   c]e   tLtrlic:amic:ina.      Embric3rlE5   cle   dos      c:61ulaE,

tl-atado5  cc3n     dosis     de     este     antibidtic=t3,      qL\e     inhibE     la

91icc]silacic}n   dE     lc:i5     res.idL`cTj5      a5paragina     cle      laE`     gli[o-

F]rote±r!aE]   rriue5tra   que   la     5egmEritac=idn     cc3ritintia,      mientra5

qua   la   I:ompac:tat:i6n   i-.a      iritEr.ruITipe     dE     ITiariEra      irr.evEr5iblE

{SLirarii,1979;    f}tien=a-3amol5   e±   aj„    198C};    Web[.      y      Diih.5iri,

1E'81}.       Analizanc!ci      c:cin      F.ref.ur5c3reE.      ITia.rcac}c35      la      frac:ci6ri

qluc=Iciic=a         de            lag.            giicoF]rotelnE`5            erl            gEIEE.            c±E

pc31iacrilarr!ida-3DS    {DCJdecil    5ulfatc3   sc5dicct)  t       5e      hE`      pc]didc3

cc}rrElac:ic3nar      estE     Efectc}     I:c]rl      uns         inhibic:it5n        de        la

irlcc}rpc3racidn   de   glucc]E.arrliria   y   maric3E.a,       y      tarriLiiEri      I:c3ri      uns

digfriinuci6n   c]e   la   i`riiEin   c]e   [c`ri-fi   y   F'r`Jfl   El   lcJ5   €.nibric}riE5.       Pc]r

5Li   I.artE,    Surrctrii    eE   aJ.       I:1981}       dEfficJstrar-ic]r!      1a      pre5enc:ia,

rTiediarite   mc-trctl:ci6n   c:Ein    IL=5   e   inffii.`rioprecipitaciEin.       de      dc]E.
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91ic=oprote±na5   c=on   pesc]5   mQleculare5   de     68     y      165      kD     c:uya

5Inte5i=   es   afEc:tada   pc3r   tunic:amic=inE`   y   E5t5ri   func:ic)nalITlente

invc)1uc:radas      en      la      c:ompactac=i6ri      de      lc35      embric}riE5.         El

mic=rc3erl5ayo  c]E     diferentes     glic=osiltrarisfera5as,      en     c]ife-

rentE.5   e5tadcj5   dE   c]e5arrc}llo   Preirrlplarltac:ional ,   mi`e5t.rcl     qua

sus  ac:tivic]adE5  clisminuyEn   durante   la  fecundacidn   y   aumentan

notablemEnte     en     el      E5tado     Cle     bla5tc3ci5tc],      cuanc]c3        lag

interaccic3ne5   celi`1arE5   Sic:anzan   5u   nivel   fria>{imcj    (f}nrlant     et

aJt"   1986,.

§e   ha   identi+ic:adcJ   i`n   c31igc35E`Cirido   que   I.arec:E   5er.   e>{E].u5ivc.

de   tEjidc3s   Erribrioriaric35   indifererlc=iadc3E    {Muramatsi`     e±      aj„

1979}.      5E   I.rats   de   un   carbcJhidratc]   fuct]5iladc3   de   altc}     peg+Tci

mc3lecular    (1J:I   a   =5   kD},    denc3miriadc}   eITibrioglican.       En   tEjidcj5

aclultc35   e5   rarc=t   enc:c3ntrar   glic:aprc]tElna5   qua     tErigan      uriidc35

carbc3hidratc]5   de   es+.E   taITiaffG   y   lag      glic:c]pr-c3telriaE.      quE      lc]s

contienErl,    prE5Entari   L`ri   pescJ   mc}1ec:ular    qua   E>{c:Ec]e    lc3s    lI:=ii::t   kD

{C}Eawa   €±   aj„    1981   a   y   b3       Murafriatsu      et      aJ„       198=`).         En

Emt:.riorie5     de     rat.dn      5e        Eincl`eriti-.ari        giic:I.prc:itelrla5        que

cc]ntieriEn   Embriaglican   en   la   rriemt=iraria      plasrr!atic:a      c]e5c]e     el

e5tado   de   2-c:t±].L`1aE,   hEi5ta   mE.ru].a    (muramatEu   €±.       Elf..       198=`}.

E5ta5   glicopro+.e±riaE.   tarrlEii±rl      5e      rec:oriclceri      erl      cElulaE>     de

tEratc]carcinc3ma   rr!ur.ina5   .:r'   hurriarias   irldifErEr!c=iada5,      pero     nc]

5E   c3EtEctari   c:i`anc}c3   5E   lag.   iriducE   a   c]ifErEnciar    {r'1i`rarriatsL`      y

FluramatsL`,    lp83'}.

F.irialrr!ErltE,    cc:invieriE   c]e5tE`c:ar   ull   tip.ic]   dE   glicc}p-trc=Itf=iria5      ccin

fi`ric:ibn   E-..rizifri/atica€    qi`t3   5€?   Er-ic=uentrarl   regic}rlalizE`c]aE.      eri       lE`
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membrane   plasmE`tica   dE   log   bla5t6merc3s   dE5c]e  muy   al   c:omienzo

del      desarollc!.         §u     funci6n     En     e5ta     Etapa.     nc:I     ha     Eic}o

si:`ficientementE  c]Ef inida,   prc}t.ablemerltE     par     la     limita[idn

qiie   repre5enta   en   la   mat/c3r±a   de      lc}E.     c:a505     el      i`5o     de     log

rriEt.adc.E.      cj.tc:iqi`Irr;ic:05      cc]nvEncic3naleE..          SE      t..rats         dE         ].a

+c]5fatasa   alcalina   (Izquierdc]   y   Marticorena,    1975;      Isrii`,+aITia

E      Izquierc]c},       1977;       Izquierdc}         €±         aJ„          19BJ:})         y         la

=inuc=lEc].tidasa    (IzquiErdo   y     Ebenspergelr,198E).         En      E5ta

tE5i5   hE.rric:iE.   cc}ri5idE.radc3   Ei5pEc:ialJriEritE   la   fc35fatE`5a      alc=aliria

{FfiL}    pc]r.quE   CJE.   l`ria   glicc3prrl+.Eina   que   pr.idrla   cc:.r-r.E5porider      a

uri   antlgenc:I   dE   diferenc:iac=idrl   c:arac=tEr15ticci   dE.      EE=.ta      et.aFia

del   defarrc:illc].

Fc:{5fataEa   alc:al ina    (FfiL}        (fc35fc:.hidrc]lE`5a-fric]rlc:{€-5ter~c3rtc:{fcl5-

fc5rica,    E[   =`.1.=.1)    e5   el       nc]mbrE      dadc:`      a      L`rla      farrlilia      dE

isoeri=ima5   quE   catalizarl   la   hic]r6liE;iE;   de   EstErEg   fc35fdric:c}s

c3rganic:c35   a   pH   alcaliric3.      F'rE5entan   i`ria   arriplia      di5tribuciEir.

gr!   tEjidc]s   y   6rganc:.E.,    5ienc3c:I   EspEEialITiEritE   alta   g=.i`   act.ividac]

Eri   cElulE`E;   ErriEiric3naria5      ir-]ic=ialEs,       Erl      cEiula5      gErrrlinalEE.

prirric3rclialeE„   Eri   la   placErita   y   tambit5n      eri      alguria`5     [Elulas

tiiiTit]ralE5   c:rjITiLi   lag   de   +.Er-atocarcir!c3ffia    I:Fi5hITian,1P74}.          E;c3r.

fi.ietalcl-erlzirr!aE.      quE      en      5u      fc]r.rria.      nativa      cc3ritiEirien      c:UEI.trc:i

atc=<fric!5      dE      zinc::       dc:i5      eE.tari       a5ciciadc35         a          la         E`ctivic}E`d

c=atal±tica   y   c]oE   c:c}r!tribL`yeri   a   la   irltEgric]E`c]   e5trL`[tL`ral      dE

la   iTit3l€ci`la.          EE,tarl   altafr!ente      glicc3E.iladaE.,       E,iEnc]c]      ac:idc]

s:,ialic.ci      ur.ic:.      dE      lc.E.      az[`c=arEE.       qua         E.a         Li£.`n       recc.nc3cidc..

Ec-r!EI.-alfiiErite   tiErleri   ur!a   E5tructura   dimEric:a,   Eri   quE.   Eil      pe5c:.
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molec:ular   cle  cac]a   subunidad   var±a  entre     64     y     72     kD.        La

funci6n   de   FAL   5E   de5c:ont]cE,   Sin   embE`rgo,      5i`      ac:tividad     ha

5idcl   asoc:iada   a     la     fc]rmac:idn     de     prc3tElna5     fibrilare5     y

tarribidn   al   pa5ajE   de   ITiEtaEic}1itas   a      trav€5     c!E      la     meITibraria

cEli`lar    {Bi`r5torie,1962;    Fi5hmcl:rL    1974;    Her-+.2,1985}.

Lag   diferentEE;   i5c}Enzifria5   de   FfiL   -la   fc}rma   plac:EritE`l      `/     de

intE5tinc]   qLie     corrE5poriden      a      lag     fc}rma5     e5pec:If ic:a5     dE

tejido   y    la   c]c:-ri'n-dri,    hlgE`c]c}   y   hut=JE+CJ    qL`E..   cc]rr-eE.pc.nc!Eri    a       lag

fc:irITia5   nc]   E5peci'f icaE,   cle   tE-.jidcJF>   -FJUEdErt      dig+.irigi`irsE      pcir-

i`na      c:c3mbirla[idrl      dE      ProF.iedE`deE      Clue          inc=luyErl         terITic={EE-

tabilidad,    ir.hibici6n   pc3r      L-f€-riilalanj.rla     a     L-homc3argir!ina

•:Ber5.tine   elf   aj„    197=`!       BEriham     E±      aj„       1981:i,      mo`+ilidad

eleEtrc:tfc3r±tic:cl:,      gradc:.      c}e      glicc}E.ilaci6n         y        prc]piEdadeE.

inmunc31c5gica5    {Ha55   e±   aJ„    1979!    Hertz.       1985).         Eri      5Ere5

humar}05      lag     c]ifererltE5      i5cJfc}rma5     clE     FfiL     se     encuEntrari

cc.dif icEida5     par      al      nrleric]5     =`      loci         gen€tic:o5        5eparacic]5

estrL`cturalmEritE,   lc:i5   cualeE   dEtErriiirla{i   la   porcidri     prc]tEi[a

dE   lag   diferEntE5   fc}rma5.       Url   lcJCL`5   cc3dif ic=a   par-a      la      fc]rma

plac:enta].  ,    c:.trc3   lc3cu5   -ai`riciL`e   EE.ti   Eri   c!i5ci`s.i6n   5i    E.t3r!      dc35

-cc3di,fica   pars   la   frjrrria   iiltE.5+.irial    {fEtal    `,J   aclLilta)?    y   otr-c}

lc:.c:us      c:cidif ic:a      rjara      lE15      fc.rma5      ric.      E5pEc:If ica5      quE      5e

e;.!presan   En   el    rilgac]c}7    hue5C:.   y   ri#t:.I-I    {§E.arqEant      y      §tin5c.rh

1979;    Mch:anna   e±   aj„    1979).       TamE.i€n      E.e      ha     iF.rcipi.`e5to      la

E>{i5tEncia   dE   2      t5      3      lc3c:i      gcJnEticc]ES      que      de+.ermiriari      lag

difererite5   i5c]fc]rrrias.   eri   El   ratdrh   Sin   embargc},      la.     r.elaciEiri

eritrE   e5t{=i5   gEr!ES   y   SUE.      Pl-CJclucto.=      nc3      E5      clara       {Terac3      v
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Mintz,1987).      DE   lag   i5oerizimas      de      F`AL      se      ha      esti.tdiado

especialflriente   ]a   +c]rma   plac=erltal    Porqi`e   c}efine      i`n      aritlgErlo

que   5e   E>{presa   solo   er.I   estE   tE.jidc},   coc]if icaclcj   par   el    genc]ma

clel    fetc}   y   en   alguric}E,   tejido5   tl`mc}r-ales   dE      diver-so      c}rigEri,

mcitiw   F.c:ir    e]    c-i.`e`15e    la       Cc}nE.ida.ra       l`n       tlpic:cJ       E.jEmplc.      drr

protelnB   c}nc:a-fetal    (HaITliltc]ri   e+   aj„       1979;      MCLaughlin      e+

aj"    1984).

C::c:irria    ya    5€i    ha    5EI#.i`1,ac]c:i    ITla€;.    arritla.     Ia    fc.E+E`tE`E,a    alc-Elliria       E`E.

dt5Jtec.ta   c]i.`r-arit.e   el       de5arrc}llct      F.rElmf'ilaritaclrjr.Ia:I       de5dE      el

e5taclci   d€J   c:uatrc)   cE.lil.I.aei   c-?n    adelarite   y    5e    lcjcE`liza   eri       fc}rrr.ia

regiorlalizada      En      lag      =cJriaE.      de      contacto      dE      [ila5tdmerc:iE.

ad.`,'acerite5     i:Izqi`ierd(I   c>+       aj„        1981::)).           m6E>       tE`rd€.,       eri      t¥l

blE`stc3cistcJ,    E,E   erici`entr-a   L`na   alta   ac:ti.`+idad   de      FfiL      en      la

n'ia5a      cell.I.Jar       iriternE`.          Nc;      5e      5abE      a         c=i`a.1          i5oerizima

corre5pc]ride.      §e     hen      pr-.eFlarac]o     varioE,      antici`erpos      ITic]nc]-

clorial€t5   cciritra    la    i€.ci€.I-.izinria   dE   plE`c:Erit.a       Liumana        (MCLai`ghliri

€±   aj.,,198:}.    y   reciEntemerite   EE      ha      cloriadcJ      gl       geri      qL`E

cc)di+ic.a   e5ta   +c.rrria   en   ra.t±in    {TErac}   y   Mintz,1987)    pE.r.a         nc]

5e     ha     e5ti`dlado     la     rc-1acl±.n     eritre     +a5fata5a.        alcaliria

placentE`r-.ia    .`./    la   a    laE,    iE.c]E-ri=ima5   d€.I        e?rribridr'i       pr.eiITlplantE`-

c i cJrl a i  ,

r'.ifrdiant.E      el       i`E.c:.      dE.      arit.ici`erpc.g=.,       5EJ      riar-I         caracterizado

riumero5o5   aritlgericls   c]e    lE`       ss.UPE:.rf lcie      c:Eiular       clel       eITibric!ri

p!.-EimF{lant.ac:lc]nal,       lc}s      cl`aleE      hen       5idc)         deflnido5         corrlc3

aritl¢3griciE.       c3e       clifEir.enc-i  I-=`c:idri.            Siri       eITi[tar-qciq           el           tEriTiiiicl

arlt i Gear-ic:`          cje         di +E.r€tric:i acifiri          uE.adcj             habi tual mt3ntEi             €.n
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inmunc3lc}g±a   eE.   arrlbiguc3   Pc3rquE   cC3mprende   tanto   lc35      antlgenc]5

e5pEc:I+ic:c)5   de   e5tac!c}      C:orric3      log     antigenc]5     especlf icos     de

tejiclo.      E5  nec=eEario  distinguir   E5tas  categc]rlaE   parE`   dejE`r

eri   clara   lt35     c]bjEtivc}5     dE      estE     trabajc]     y      mE\5     E\delantE

cli5ci`tir   5L`5   rE5i`1tadcJE,.

Url   aritlgEnc3   quE   Ee   rEc:anc:tc:E.   dL`rante   lag   prQc:eEc35   de   morfc]gE-

r}esi5   c]   c}E   diferenciac:idn   c:Elular,      perc}      quE      luegc}      nc}     e5

rEc:c3nc3cidc3      En      cElula5      difrirt¥ric=iadag,         terIT.IiriE`lrrierit.E,          es:,

prc3piairriEritE   L`ri   aritigEric]   eE:,FtEc=Ific:a   c}e   eE.tadcJ   ri.IiEntra5   qi.`E   L`n

ant±gEnc3   rEEc]riac:ic]c={   en   c:iertc]   tipct      cEi;i,L`lar      difereric=iadB      y

quE      sir`/e      cc3mo      ITiarcac]c3r-      F{ar-a      dig:.tinguirlc3      de      cJtrcj      Es

F.trcIF}iE`rl.iErite   url    arltlgEnc}   e5PE[If icEi   dE   tEjic]c=h

El   signif icac]a  quE  tiEnen  e5tas  distintas  [atEgc]r±ag  pars  el

anE\1i5i5   del    c]e5E`rrc31lc}   nc}   c!Et}E   cc3ri+undir5E   pc}rquE   cle      hecLlc3

uri      ant±gEricj      eEPEc=±ficc}      c±e      e5tadct      pi`ec!E      5er      a      la        vE=

e5F{Ec±+i[ci   dE   tejidc=I.        Si    C=C}ri5idErarrlc]5   .taITlbiErl    [c3mc3   aritlgEric}

e5pecf f ic:c:I   c]E   tE_iidc:I   a    lc:(g   qua   FiuEdEn   rec=c=irlc:ic:Erse      En       tiFo5

celulare5   qL`E   rlcJ   harl   alc:arl=ac}c{   su      difErEriciac=idn      tErrriinal,

erltc3r![E5   dEbe   aclrriitirsE   l`rla   EatEgcJr±a   intErmedia   qua   c=c]rrEE-

pc3r!de   a    log.11arriaLic35   mar[ac]c3r-EE   c}E   linajE   c=elular.

El   tEr.niirlc:.   antlgerlc3   dE   difererlc:iac=ibri   sl.`rgid   c]e   esti`clit]5     eri

qL`e   5e   c3[]sEr`taba   la   reagrEga[ic5rl   dE5pu€E,   clE   E.EJparar-      Elllula5

eIT!bric3riaria5     dE     diferEritEE,      orgarii5riios:         Erizcj        cle        friar-

{t3iudi,ce,196IE    Mc:[.la`.,...y.   [hti:n.iberE.,197'8)  ;    e5pcjrija5    {r`.Ici5coria.,

1968}E    hoilgc35    {BeL`g   e±   aJ„    197l:}E    Beug   a+   aj„    1973a}       y      En
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c:Elula5   riEuralEs   dE-embric3nE5   de   pcJllc}    {ThiEry   €+   aJ„    1977;

Riiti5hau5er.y  Edelman,197S)   entrE     otros.        E5tos     trabajo5

dEmuE5tran   qua   lag   c:€lL`las   embric}naria5     puEc]En      rec:c3nc]c:Erse

en     cuantc3     a     hi5tatipo        y        complemerltariedad        fi`ricic]nal,

ast]c:iando5E  de   manera     e5pec±f ic=a,      proc:ego     que     pi`ede     5er

inrlibic]o   mEc]iante   anticL`erpc}5.      Estc3   indica   qL`e   lag     cdli`laE

EITlbric}riaria5     dE        difereriteg        tejic]c}5        pcjseEn        diferente5

antlgErici5     eri      la     sL`Fterfic:ie        Celular.        -        c}        mar.cadoreg

molEci.`larE5   eE.pEc=±+icc]5   clE   tejidc]      -      lci5:.      c=ualeEi      fimc:ic}nari

corric]   ligandc3s   intErc:elularE5    {GtJldsc=hnEidc-r   y   Mosc:c}na,    197=;

aabinEt   y.   Cc]ndafriine,198{}).       Efta   deE..c:ripc:i6n   cc.rr.eE.Flc]nde      a

1o   qua   sE   eritiEnc]E   pc3r.   alit±gEnc3   de   C!ifErEnciacidri   E5F}ec:if i[a

c]e   tejidc]  y  eri   E5tE  conte>:tc],   la   C]iferencia[idn     celL`lar     se

rEf lt=jarla     en     la     aparicidn     de     un     patrElri        c:L`alitativc],

ci`antitativo  `/     e5tructl`ral      tirii,Cc}     c!e     mc3lEcula5     5c3bre     la

5iipErficie   cElular    (Mc3ric]d   y     Jacc3b,       19615      6oldsc:hneider      y

Flc]5cc3na,1972}.       El    met:E`rii5fflc3   mc=.leEL`lar      quE      operarla      para

gErierar     e5te     e5tado     difEreric:iado,      5erla     unE`     regulat:idri

diferErlcial   dE   la   e>{pre5ic5n   gEnic=a   en      re5F.ue5ta      a     5e#alE5

dEl    medit3,   E>{plicac]a   Eri   partE   pc]r   la   ft]rmacit5ri   de      c:c:ifriplejc.5

E5table5   c}e   tran5cripcidr!   y     geriE5     e5tablEITiEntE     r@F.rimidc:.5

(Brc}wii719E}4).

Wc:.   haElr-ia   liITiitac:ic=tn   en    lag.   func:ic:irle5   que   ICE.      antlgerio5      de

5iiperfic:iE   pc]c]riari   e_i€.rc:er,      pC.r      ejErilFtlc:.,      5Er      Erlzirrias      dE

=uperfic:ie,   recEptc3rE5   de     horITiciria5,      mol£culaE.      qua     dE5en-

cadenEn   algLirl   event.ci   c!e   c!ifEr.ellciE\Cidrt   c]   rric:trfogen€tic=c:I      c:c}mc=i



26

es   el    casct   del    ant±gEno   H-Y,    c]   ser   c=clITipc}nerites   de   E,i`F.er-+iciE

involiicrEldos   erl   rEconoc:imiento   celular    {E(abinet   y   Condamine,

198C, )  .

Eri   e5t`.e   trabajc!   el    tar.mine   antlqeno   cleS   difere?riciac.i6ri   E;E.      ha

utilizaclo  en  general   pars   designar   lin   conjurito  de     molecL`la5

c:u`/a   e>:pre5idn   e5   dEci5iva   pars   la   realizac:idn   de   i`n     e`fent.a

morfc]genet.ic:a,      perc}      sin      e}:cll`ir.      que      la        e>:preE=.ic.n         sea

e5Fiecif icE`   C]€i   t.ejidci.       EE,ti`C]io5   rec:ier`te5:.   E.n    ant i[iic`5   5c3ri   i`ri

buEn   ejeITiplo   dE-este.   corlc:eptcJ.       Se   ha      clerric}E.trade,       mediarlte

E].    aridliE.i5      de      la      E>tpresidn      dE      mF(Nfi      frlaternoe=.,       qL`E      el

de5.arrc3llo   F.rc}cede      Sin      slrlteE-iE.      de      menE.ajeroE,      ha5ta      el

estado   de   bl&Eit.u]a   avanzacla,   Eri      el      cual      aparec:en      algL`nc]s

mF!NA      prc}pic3s      del       embridri.          EE.tc}s      men5ajErc]s      han         5idc}

caracterizados  mediarite   t6cnicaE.   de   biolc}gla   flriolec:ular   y     se

ha   determinadc3   que   est&n   c:odificadcJE     Flclr      dos     +amilias     c!e

gerlE5   denclITiirladaE.   D[i    (genes   diferenc:ialmente      e>{presaclc]s      eri

el    eE.tac]c}   dc-gastrula:l.       LlnoE.   codifican   F.are   una   faITiilia      dE

protEi'na5   dEi    citc:.esqi`eletQ,   c]c]5   c=itcjqL`c-ratinaE.   del    tipo   I   y

i`na.   del    tiF.c]    11,    lag       qi`e       forITian       l`rlc:i       de       lc:15      cc]mF}c]rientEs

print:ipale5   dE   lag.   c:E]L`laE.   EpitElialeE;      cle      la      epiclermiE.      y

cuycis   mF,'Nfi   E.e   ericuEritran   e>{c:lug.ivamente   €r:   Fate   tEjic}o.       Lc}s

otrc}5      genes         codif ic:ari         pare         mR'r.JA         qL`e         5e         lc.icaliza

e}:cliisi`tamerite   eri   el    endc]derITia   c}e   la   gas.trula      del      enribri¢.rL

El    cc]njurltc3      de      estc]E      genes.      es      acti`/c{      5dlc]      di`rant:E:      el

deE.arrollo   pre+'irl   a   la   mEtaITiorfc}€.iE.      y      nc=t      5e      e}:presan      en

arifibic:.5      adultos,       {Dawic]      y      §ar-gerit,       1986:t.          Eg.tE      hechc.
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si`giere   qiiE   la   func:i6n   dE   lc.S     genes     D6     E5td     a5c]c=iac!a      al

prc)c:E5c]  de  diferenciacidn   inicial   del   embridn   de   anfibio.

En   el    embridn   inic=ial    dE   man.IfErc}E   nc}   5E      hE`ri      c]e5F.rito      aL'`n

c:a5c]s   tan   Evic]entEITientE      esFiEc:±f ic=cJ5      c]E      E5tado.          WilEy      y

Calarc:a   {1975}   utilizando   anti5L`ertJ5  pcJlic:lonale5   produc=ido5

cc:intr-tl   bla5tocistc3s,   cle5puE5   c}e     reFietida5     ad5orcic3ne5     cc3rl

tejido5   de   ariirrialE5   adultc}5,   mc35.trBron   la     prE5ericia     de     un

gr.upo   de   glicaprc.telnaE,     c:uyrst      e>{pre5idn      E.urge.      dL`raritE      la

5egfrigntac:idr`i      y      E5      fria>:iITiE`      en      el       E5t.adci      dE      8      c:€li.ila5,

5ugiriEridc]   quE   Esta5      rrlolEc:ulas      C:c3r.rE5pc:irlc]Iarl      a      E\ntlgeric]s

esp..Ec:i+icoE-de   e5tac]cL       ficleri-iaE.`g    5u      neutraliz:acidr-I      pc]r      lc]5

anticuerpc)5   dEtierie   El    c}e5arrc]1lc].      uri   resL`1tadc:i   Similar      5e

cib5ervd   cc}r!     i`r!     ariti5i`erc3     preF.aradc.     cc]rltra     bla5to[i5tt}5,

dEmc]£tranclc3se   que   el   Efec:tci     dE      lc}5      anticuErpc:i5      E.I.brE     El

dEsarrolla     pc3dla     e`/itar5E      tratanclc]      lc.E.        emE;r.ic]neE.        I:ari

/j -N-ac:etilglucc35afriiriida5a.       Lc}E      aritlgEnc35      rEc=c}nc:.cidc3s      par

e5tE   anti5i`erc]   5c3ri   dos   glicc3prc3telna5   de   pe5D     rricjlEcular      65

l¢D.        y         7{:}         kD,          lag         ci`alE5         ct3ntiEriEri         re5ic]uc3s         c!e

r`j-ac:Etilgluco5E`frtina`   qua   e5tarlari   cc:IrriFirc3mEtidc.5   eri      E1       5itiB

c]E   uriic5n   de   log.   ariticuerpc35    I:JclhnE;I.n   y   Ca].arco,198J.:}a}.

fibi.`ndarlte   irl+omfaci6n   5c3brcl   la   cc3ITipo5iciE}ri   aritigEnic:Et   dE      la

5i.`perfi,cie   cElular   y   la   func:idn   dEi   alguriaE.   gliccJprc]te±ria5   5E-

ha      lc}qrado      inrr!imi=ar!dc]      ratc:{nes      siriQEriico5     cc]ri         cElula5

irrac]iacla5   dE   ur!a   lines   nl.`1ipc:.tEritE   d€i      tEratc.c=arciric3ITia,       la

llr.ea      F9.         El         ar!t.i5i.`er.ci        abteriicia        FirEE.Enta        act.ividEid

citc!td>:ic:a   cc:tntra   ar-itlgEric:I5   dE   la   5l`pErfic:iE   dE   c±lulas      F9,



de        c€lula5        te5ticiilar.e5       y        taITibien          de          eITibric]Iie5

prEimplantacic}nalE5de     rat6n      {Artz     €t,      aj„      197=`).        AI

c=ulti`tE`r   Embric]nE5   c]e   dc]s   c:EIL`la5   erl   un   mEc]ic}      quFr      c:c}ntienE

log   antic:uerpc]5   divalEnte5   nc3   5E   observa   efec=tc}   perc}     en      la

pre5enc:ia   dE   fragmentc}s   mc3liovalenteE  Fab,   al`nquE   ct3ntinL'ia   la

5egmEntacidn   no   c]Eurre   la   c:c3mpactac=idrl   ni    la     difErerlciElci6rl

dEl   blastoc:isto.      EI   EfEcto  de   lag     Fab     5c-     puedE     re.`/ertir

d€?vr...1vif?nclc.I   lcjEi   erribr.ionEc_:.   al    frledic`   r.c}rrricl:,1    de   c.I`ltivo    {l.::emlEr

a+   aj,1t?76}.          E5tc3s      rEE.L`ltadrj5      sugiEreri      quc-      EI       Efec:tc3

priITiaria   clel   5uerci   anti-F9   e5   impEc]ir   la   interac:c:i6n     ric}rmal

Eritre      lc35     blastdmeros      dE      la      ffic.r.ula        Erl         cc]ITipact.Eicidn.

E5tuc!ic]s   mec]iaiitE   inHlunoprecipitac:idri   para     I:arac:tErizar     El

arit±geno  F9,   muestrEin   que  el   material   antigEriicc3  cc}n5i5tE  de

uns   prc3tE±na   princ:iFial    dE   pe5c.   ITialEcular   Entre   4J:I   y   45   I::D      y

{3tra   mEnc3r,    con   peso   mole{=Lllar   cle   24      h.D.         E5ta5      mc3lEcula5

ct3ntienEn   uns     cadena     oligc3e.acaric!r*     corrlpue5ta     de     fL`coE.a,

galac=tc]5a   y   gluc:c]sa/i3iria    (r'1urarriatsu   i2{-aJ.i    1979'}.

Lc}5   rE5ultac]ci5   dE   lc}5   trat.ajc3E.   arltEric:trITlerite   mErlc:it]nadc35      nc]

5c3ri   E.ieIT!prE   c:c]nclu`/cJr!tE5   debic!t3      a      la      ITiEzcla      cofrlplEja      c!e

cJ±-.F.ec:ific:idEidE5   dE   lag   5L`Erac=   pc:.liclc}nales       y   F!c}r.    lc)      rrii5mc3,

el    usa   de   aritit=uErpc]5   rric3nc3clc3rialE5   ha   5idc3     uria     herramienta

c:leciE.i../E`.              IJtilizEiridc.         cc]nric`          ir!friundger.io             c€lll].aE.             dE

tEratcicarcir!c3fria,   €.e   harl   lacjradc.   c:aracterizar      alguric3E,     ant±-

gEnc3E+   quE   pc3dri'an   5er   EE.pE[Ifico5   d€     Etapa5     temprana5     del

de.5ci:rrc311{3   gITi[.r.ic}riai-io      dg      f-atdrl       y      hc.mbr-E.          EL       arit±c]enc3

§§Efi-1      e5     uria      glicc3prc.tE±riB        qL`e      c:qntiEnE     uria        c:adena

28
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con5tituida  par   Gal-/1-4Glc  Nat,   5iniilar     a     la     cadena     qiie

defirie   el   gri`po     5ariguinEc}      I    {GocJi      et      aj„       19S1).         E5tc+

pre5erite   en   embric3neE,   c]e   c)c=hc3   celulas,   eri      lc3g      tEjidc}5     del

bla5to{=i5to   {§01tEr-y     k:nowle5,       1978)      y     en      el      ec:tc]derma

errlbridrli[c:i   y   Eridc]dErITici   viE.c:E.r&l     (F.ci.{>:    e+       Bj„        1981).           Otr.a

arit±geno         c:arE`c:teriz.ac}a         par         antic=l`erpcjE            ITioric3clc}nale5

c:orrE5Fic]nde   a   un   glicc3sfingc31Ipidc3      denoiTlirlE`c}o      arltlgenc3      de

Fc]r.55mari,    qi`e   5e   ha   denciiTiinac]c}   §§Efi-=L   el      c.ual      aparEc:e     en

Etfri[tric}r.IgE,   !=ir€.i ..,-ilLiiantac:icJnale5       dE5ciE       g1        c-5tE:idc:i       de       cJc}cit-.c}

has,I.a   bla5toci5tc3    {5hE...'iri5h.y   e{-aJ„    1982)       .:/      en      Embric3rie`s

F}eri-irriFtlantac:ic]nE\1e5      EE      lc3c=aliza      sdlc]      en      El       fndc3derma

prirriitivo   ..,'   `/i5ceral,   pErc3   ric3   en   el   parietal       {Fo>{      i>±      aj„

1P84).       fi   peEar   dE   Eu   c=c:.ri5idErablE   Espec=ific:idac]      de      Estado

nc3   ha   pc3c}ic}o   c]emostrarsE,   mEdiarite   el    gfec=tcj   inhibitc3ric]     c}e

ariticl.`ErFio5,   la     funcidrl     de     §5Efi-1      rii      de     §SE:fi-=`     en     el

c]E5arr-c]11c3   nc3rfrial    r!i    en   C51ulaE   dE   tEratc]carc:ir!orrla   iriduc:idd5

a   difErEri[iar5E    {F:c35ErT.tr-ait5,19Ei=`:7  ,

r`iediar.lie      antic:i`ErF}ciE,      ITi[:inc3clc.nale5      5E      ha.         purific:adci         y

caractErizac]c:.   uria      gli,c=c3prc3telna      c}e   aprc`;`{irriadarriErite    14{:)      k.D

I:derloiTiiriac3a   ii...'ofricjrulirla   pc3r.    H+:afil    E.+    aj,  ,        19Bi::};        Per../iEr-a5€

€{.    aJ„     1PE3=`;    W€jE.t`tebEr    y       F::errilEr-7        15`8J].a        y       c:ac!Lierj.ria       F.c:!r

•'f..cl5hida   `+..   Takeif.+ii,198=;    .`i`c35hida-Nc]rcj,    €.+    aj„        1984)  I       c}iiEJ

eE-.+.i   c:clmF.rc3rri€-tida.      en       lag.      interE`ccic:iriE5      cE.Ill.Ia.-cElii.Ia      Eri

teratc}carc:inc:iITiaE.   `.r'   e!.-I       la       cc]mpE.ctac:,iE}n       dL3l        €.ITiE{ridri.           Lc]5

ar!tic:i.`erF.c]`=   mc.rli=t:=lc3nalE5   C:Ori.tr~a   u.`J`-jrric}rul iria I       C}[iter!idc35      Ftcir

i  nrrl`..inizE`c:iEiri    ±.{f=.ritjgt±.ilic:a.`    cc:tr-I    CEllula.5    cje    te..rr*tcJc:cT`rc..iriorria    c]e    la
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llriea   F9,   tiErien   i`rla   activic]ad   dE5cc}mpactarite   Similar.      a      la

observada     al     cultivar     embric}nes     en     ausEncia     de       Ca+a

{Di`cibEll.a   `/   finder5c!n,1975}.      f}1   reali=ar      dige5tic}ne5     ct3n

trip5iria  en   ai`5encia     de     [a+a,      la     uvoffic3ri`lina     5e     rc3mpe

c3riginE`ndc]   Lm   fragmErttc3      de      84      h.D.          Sir]      Embargc],       En      la

pre5Erlc=ia   de   Ca+a   en   el   medic},   eEta   mc]16c:ula   ric]   e5   afectaclE`

par   la   ac:c:idrl   F}rc3tec}lltic:a   dE   IE`   trip5ina.      Se   pensd   que      la

L`vomc]ri`liria   podr±a   rEpre5gntar   l`n   arltlgenc{   de   c!iferEnc:iacidrl

c:arac:tErIE.tic=ci   dE   e5ta   et.E`pEt   dEl    de5arrc.Illc3,       FtElrc=.      gE;ti`dic:I€.

rria5   recienteE.   muE5tran   quE   taniibiEn   5e      c->{pr.E.E.a      €.n      divers.c]g

tejiclc35  epitEliales     Embrionarios     y     adultos      (WEstvEbEr     y

i.:EmlEr,1984;    Etc3ller   g€.      aj„       198={).          E5tc}      E2ignifica      qi`e

algurlc3s   mecani5rr!c}5   qua   c}Fterarl   al    c:c]miell2cj   clEl       c]Esarrc}llc]      -

Fiar   ejEmpltJ,    c=ambic}5   clE   adhe5ividac],   regic3nalizac=idn      de      la

membrana      Filasmatic:a        y        cambic35        dE        cJrganizac:idrl         c}el

citoE5quEIEtc3   -dEperidEn   cle   malEc:L`la5      c:c:iITlc3      la      L`vaITlc]ruliriti

que     tierlEn        iina        vasta        c]i5triblicidr-I        y        L`rla        funci6n

prc3bablemErltE   5imilEtr      en      di{ErentE5     E5tac]os     y      Eri      c3trt35

tejidc]E.      girl   embargo,   ric.  puede   cie5cartarEE   la   e>:i5t:encia   de

nriec=arii5rric]5   c]E      difErericiac:i6n       cElular.       y      ITlcir..fc3gEr.leg.i5       qL`E

c}peren      c]L`raritE      i{rla      EtaFia         deterITlirlada         dEl          cle5arlJ-c311c]

utilizanc!c3   rric}l€c:L`lae~.   qiiE   r!c:.   5e   5irlteti¥abE.n      en      Etapa5      nria5

tEmF)rariaE   r}i    volver5n   a   5irltEtizarE.c-cjEE.F{i`E5.

La   e;`{prE5idri      durar!tE     el      de5arrclllo     Fireirr.iF.1a`ntaciarial      c]e

algunci5   all.tlii]Enc]5   cc}c!i+ic=adc:.E   I)or      el       lac:i{5      T      del       ratc5rh

sugier.E   fuerterriEJrite   quE   alguria5   PrcJC]uctc}5      gt5rlicc)5      ric}rmale5
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seari      e5pEc:If ic=c]5     de     e5taclc}.         Lc.s     genes     dE     e5tE      locus

cc3dif ican   para  uns   5eriE  de  haplotipo5  en     el      cromo5oma     17

del   ratdri,   al      ladc3     cle     la     regi6n     qi`e     cc3difica     pars     lc35

antlgEnc35   c}el    c:c}mplEjc}   nTiayor   de      hi5tc.c:aITipatibilic3ad        {MHC}.

filgunos   aleloE  coclificada5  pc3r   el      locus     T     5c]n     letales     a

5EiTiilet.r*le5      en      c=c]ndic=iEin      hc}mc}c=igc3ta      y         tienen         EfEc=tos

pleic]trdFiic:c}5        E.obre        lE`        fertilidad,         la        recc]mbirlac:idrl

meidtica,    la   mar+fjg€Jr.leg+i5   c]c~l    embric5n,       la      lc:ingituc]      cl€.      la

cola,      etc:.          {5.ilver,         1986}.            HediaritE        elec:trtJ+orEsi5

bic]inTien5ic3rial    5E   hEiri   ec=iti`diadc:I   en   cElulaE.      te5tic=l`1are5      log

patrc]nEE.   de   prt]telrlas     e>{prE5adaE,     pc:.r      ratcine5     qi`E     tiEneri

diferEntEE.      gEric]tipc:.5      T      y         5E         hari         ic]Entif icac}c]         nuE`/E

pc31ipf±ptic}05   quE   dEfinErl   hElplc]tipcJ5   t   irideF.enc]ientE5    {5ilvE.r

e±     aj„      1983).        Tr-abajc}5     reciente5     5ugiEren     que       E5ta5

pr[ite±riaE.   pcicjrlan   C:c3rrEE`pondEr   a      glicc3E.iltrE\ris{ErasE`5      c]      a

5Li5   eii2imas.   reguladc3ra5      tshur      y     BerinEtt51979;      Cherig      y

E{erir.iett3    198i=}}    dEbic}c3   a   qL`e    log   genes   c!e   EE,te   lc:.c.i`E.      E`fec=tar!

la     glicc]5ilacibri.         Tafribi±n      5e     ha     5ugErido     ql`E     alguncj5

pr-oductc35   g±riicoE.   dE   eET,tE   c:c3ITiF.lEjc:.   Pc{c]rlari       5er       c:c]ITipor!er!tE5

dE   la   rriatriz   e:!{trac=eli.`1ar    I:gil..Jer   y   WhitE,198E'}.

Tigrie   E5pec:ial    ir!terEs;   I.Bra   eE>ta   te5i51a   cc3ndic:i6n     tl2;'tl2

pc}rque   cE`i.isc-I   la   dEtEricidn   del       de5arrc:.llci     erl      el      e5tac]c}      dt3

frl6rula,    aparEn+.en.ierite   pc]r   un      c§c`fectc}      en      la      cc=trr!Fiactac:i6n.

G}uimEr-a5      dEJ          Err!t(ric}rle35          nc3rrrialeE.          cc3ri          tl=`/'tl2          formar!

blaE.tat:iE.tc=15      iriic:ialEi:E..      quE.      gEneralmEritE         ric.         llEgan          a

E>iparidir5e       .:r']iritz,       1964).          Se      ha      po5tulac]c3         que            lc!s
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fl.iLitante5   5erlari   incapace5  dE   a5ociar5e     c:ori     otraE.     c6lula5.

E5tas  alteracic}nes  de   la   5uperficie  celi`lar   de   lc]5  Embrione5

tambi5n      5e      han      demc}E.tradc]      mediarite      en5a`/oE.      de      ir-imi`nc3-

{luclre5c:encia   y   citotc3>!ic:idad      {Marticorerla     e+      aJ„      1978)

i.tti I izando         E`ritic:i`erpc35            eE.pec:±ficc}E            c:c}ritra            \c:€1L`la5

embric3riaria5.      Sin   embargo,   otrc}E     al`tc]rEs     estiman     que     la

lEtEilic]ad   E,E~   explicfi   pc3r   iin   rrietabc31i5ffic3   E`riorITial       qi`e      afecta

a`.rt..6nrjITiaITiErit.a   c:add   cd]iila       "iritz,       I.964;       Hillmarl      a+      aj„

197,:, )  .



OBJETIVOS

33

E].   objetiva  gEnertl=1   dE  eEta     te5is     ha     5idc}     identi.fi[ar     y

arlalizar   El    papel    que   dESErrlpEgan      algL`nc),5      antlgenc}E,     dE     la

super.{iciE  celi`lar   dLirarite  el      desarrollo     preimplantacic]nal

c!E.I   ratdn.

Lc.E   c3L-ijet.iva!=   EE.pEclf i[c3r>   hari    5idc}:

1.    F'rodi.`c:ir    ar.itic:uerpc35      ITic=(I-ic3clorialg5      ccjritra       ant±gericj5      dE.

£upEr-.i ic=iE       qu@      E.e         E}:prEE.Erl          duraritE         El          c]E5arrc3lc3

prEirriplar-Itacic3rial    del   ratEjn.

=.    EEtudiar      la      cli5tribuc=idri      e5F}ac=iE`].       y      tEmpriral       de      lc3E

an.t±gE.nc35   dEi   supErfic:iE.   cle   errlbric3neE.      preimplaritacic3riales

y   dE   cElulaE.   c!e      tEratc][arc:inc:irria      y      clE      algl`rlc}5      tEjidc35

c]ifErenc:iados  para   c!EtErrriinar   5i    algul-ic35   dE   lc3s   aritlgeiioE.

qi.`E      E.E      E}:prE5an      Eri      e5ta     Etapa     c]El         dE5arrollcj        5Bri

es.I(eclf icc:i5         c3E         eE.tado         c3         e=.pgc:If ic:ciE=.         dE         tEjidc},

incluyEnc!c:tE.L=   en    E€.tc=iE.    lcJE.   rrlflrcadc3reE=.   c}e    lirlaje   c:ElulEir.

3.    Estuc]iar-EI    Efec:to   dE   lc]±-.      arlticller-pc]s      mcJrlcJc=lorialEs      que

pc3r   E,u   lc.c:alizac:i6ri   y/'c3   e5F.cJcif ic:iclad   rE5L`1tE.ri   c!e   iriter€s

para   El   eEtudio   c!e   la   mar-+ctg±nEsi5   irticial,   E5pecialmerlte

E.c]br.a    la   c:c3ITipac:tac=ic±{n    y    la   bla5tulci:ic=it:}ri.

4.    Bet.erfriinar-       algi.`nE`5      prc}piedadE}#L:.      C]E       lc}E.          antlger.!c]E.          de

irltEr5E,   FtG.{r    5u    lc:{c:alizEic:iElrl    a   fi`r-ic:ic':tr„
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ENFOG!UE   EXPERIMENTAL

§e  rlan   utilizadc3  en   general   dBE  e5trE\tEgiE`s  diferentE5     para

c=aractErizar   -mec}iarit.E   m6tc:.clc3Ei   irtmunaldgico5   -ant±gEnos   c]e

la   si.`FtErfic:iE   c:EIL{lar       ql`E      5Earf      e5pEc:i'+icc]E,      dE      eE;tadD      a

e5pec:Ificc}5   de     tEjiclc3     c]      que     tEniEric]o     va5ta     clistribL`[idn

E5tEn         {urlc:i c}rial rriEnte         i r`v[tl uc=radc]E         eri         el          c]€.5E`rrc]11 a

embric}naricJ    {`/Eel:5E   BaE)inEt    y   Cc3ndarrliriE,198{:}).

La   pr.imEra   ha   I:c3ri€5i5.tidc3   En    Pr-C3ducir-ar}ticL`Erpc3s.       c:c3ntr-a       i`ri

antlgE:.nc]   prEviamE.rite   pL`rific:adc=i   `,J      dEl       cual       sE      cc3rlc}c:a      lei

fL`rlcidn.       [.c3n   E5ta   aFirc3}:imacidn   E}:perirrlEntE`15E   hari   c3btEnidc]

aritic:iiErr.`oE.   pc3liclc}nale5   y   mcJncJclorialEE.      quE      har-I       pErITiitic3c3

c!c-tErrrlinar       eri       qL`E      rric:{rriEntc]      del          dEEarrc]llo         E`parec=E         E.1

antlgeno,      cudl      e5     su     c}iEtribuc:iEtrl     tarlto     celL`lar        c:orric]

subcElular-.    y   quE   prc}c:EECJ5   SC:.n    afEEtEtcjBE.   c:uandci   sE   trata      c=c3r-I

el      ariticuEr-po     complEto     0     C:C3ri        5u5        fri3gmerltc]5.            Esta

rriEtoclc]1rjgla   €.a   ha   aplic=adc}   cC3n   €>:itc.   en   el    c=a5c.   dE   ant±gericj5

cc]dific:acjc:IE.   Fic3r    El        cc]rrlr_ilejc3       rna.`/c3r-       c3E       hi5tc3cc3frlpatibilid€`c]

{C}E.trarid-F:c35enber-g,    15'Bi::i:I  ,    c3E.   enzifria5   y   glicoF;rc:.telna5;   c!e   la

5Liperfic:iE.   cEli.`lat-    {Webb]    1PB=|  ,    c}E   ccJmFicJr!EritE5   c3e   la   inr±trif

e>:tf-a[elulE`r-I    {Lei`/c:.,     198=`)  g    ../   C]E    E`r!tlgeric.E.   E>:FlreE.adc:is   I.c:ir.    €.I

tr-.c3fQtilaE.tli   `,/   Fic]r    ci5lL`laE.   turric:.r.E`1eE.   I:c}rrict   eE.   El        c:a5c.       dE}       la

fc]5fata5a   alcalirla   r]la[Erital    {Jc3rirl5ori   g±.   aj,I    19E}l.`i.

La   cttrEt   e€,trE`t.€.gis   h€i      cc:.riE:i€.tide      en      FirDdLlc:ir      ant.icl.`erF.I:.5

pBlic:lorialeE,      coritr-a      embric3rie5,       tEjidcl5         E!Tibr.-iciriarici€..         c3

adL`ltc]s=,,    y   tarr!b:LEI-I   c±lLtlaE.   tl`IT!oraleE.,    inf irieridc3   lB      func.idn
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de   log   antlgerioE.   pcir   el    efec=tLl   cle   log   antic:itErpos   sobr.e      lags.

cell.I.IaE>   a    tEjidci.iE    c:c]rl    c|iie    se    inmL`riizd.        5iri    Eiflibarg{3,        clebic]c]

a      la      mezcla      CorrlFileja     dE      antic:l`erpos      clue     preserita        iwi

arit.i5i`erc}   c.c:.rlverlc=ior-ial    la   carat:t.erizacidn   c}e      lc]5.      arlt}genos

ha    5ic!Ll   diflc:ll     (ilc:.hr.i5cin    y   Calarc.o,198I=}b;       Hya+il        €>t       aj,,

198J.:)).      El    aclvenimierito   de      la      metodolog}a      de      ant.ici`erpciE.

mar.ioc:lc]rialEE.      ha      perfecc:ic]nadc}         esta        estrategia         y         ha

I.irc..Ficirc:.ic:irladti.I   ii.na   herr.arriienta   pc.dercis,a   pi=ira    lc-i       [il`5qi`eda      de

aritI(.3t;..rici=-c3e    eE>tacir.i    ci    di=    clj+.EJrenc:iac.i[.i.I,     ccjri-ic}        pctr         E.jemplc.,

gil    }a    ida.r-I+.ifica.=itirl    dc?    1E`t_-+    E.u[iF.ic.I)lEicic.r.i€.E    de        llri+clcitaE.       T

I:FleirlhErz    e+    aJ.,1979).

f.i`e€:tc)      que      €.I       pr-cjFi±.5.itc:.      pr.inciFlal       de      e5t.a          t.eE`i5         es`

ic]Entificar-       arttlgenc:.a      cc3mprc:tn-I@tic]c:iE.         eri         el          dE5arr.cjllo

preimplantac:ion-Ial,   dec=idifrlc]s   l`tilizar-la      tEcnic:a      de      anti-

cuerpas   ITionoclfjrialeE.   E   irifrli`nir.ar      Con      cl:ntlgEr.io5      cc3mplE3jc.E..

quE   E.e   erici`entran   eri   rridri`laE    de   c}chc}   celi`1aE.   c3   eri    c:E].i`las..   de

tera+.c!c:arc:inc]rria   de    la    llrie[-.`   F9   de   rat¢ir.I.           fii`riqi`e       irimi`r.ii2:at-

cc]nt..ra      fo5fata5a      alcaliriE.      hubieri3      5idc!     ilna      alternati`,'a

ir.I+.€.r.a.E.arit€.,1a    cleE,Car.tafrlc:.E.       pC`rque       r-ici       dlE.pcirilarriciE;       cje       la

en=ima      purif icada.          Pc3r-       cltr~a      Parte,          el          L`so         c]e.          lc]E.

ir.imuridg€.Tic.`E.    ariter-ITiEric:ic.iriac}c.E.    nc)E.    at.r3.a        la       Pc.iE.it.il]Jjacj        cjeJ

arializar   otra5   ITic}16c:ulaE.   y   a   la   ve¥   de      cJtjteri{?r       antlcuerpci5

`=c3ritra   fo5fa.tasa   alcaliria   qua   e.`/entualITien+_E      nc:is.      FjEr.-friitirita

caractEri=arla.       DE      acuErc}ct      C:.Jri      plit.lic:aJ=ic3rieE.      r.EcieritE.s,

cuando      E.E       ir.inii`riiza      cc.n       celula5      de       trci+ci[:tlaE`.I.c..i          ci          cia

tEr.at-.c3i[arc:ir!c3frla      s.E         oE.tieriE.n          hiE.ridc:oTiaE          qug          5EcrEtari

ar-it.ic-i`erpclE`    ccir-!tra.    dic+.ia    Eri=iITia     {fir.ic}erE.c.n    €t     aj..     |9E!:,T}.
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IIATERIALE§   Y   HETt]DO§

I.    OBTENEI0N   DE   ANTICUERPOS

PROTOEOLOS   DE   INHUNIZAt=I0N

i.     INMurdlzfic=Ic]N   DE   R'piTONE3   [.ON   MOF!ijLpis   DE   8   cELULfi5   DE   RfiTDN

Fiatc}r!e=-.   BalE./'c    y   Swiss..   F:I.c[::efellEr,    rriac:ha-= ....+I   hetribra5,       dE      6

5emanaE   de   ec}ad   fuerc3n    inrriunizadc:.E.   i5cigEnic:aIT!Entg   ir-iyec:til:nclt3

£{:i   a   4{:)   ITlc5trulaE.   con    zc:.na   Pell'`CicIE|,    pc:Ir       vial      ericlc.veric.5a,       eri

medic.   Bigger-E,    I:EigggrE,   gt.    aj„    197¥!}    cc3n   4   ITig/.ml    dE   albt`ffiina

I

dE   5uerci   bci..+inc]    {85fi}.       DiE=      d±a5      de5pi`€5      clE      la      prirrlera

inyEc:c=ic5ri      sE      ariEEtE5iarc}n      lc]5      ariirriale5      c=c3Ii         EqL`ite5ian

{peritobarbital       5ddicc}         t:I,96./.,         HgsrJa   >{   7   H=[12,I.2   }:,

hidratc:<   c]E   c:1oral    4,26   .j:,    prcJpilen    glicc3143   .Ji;    {.`/f'`+)    pH   7.I::)I)

y     5tiJ     5arigrarrjri     pclr      via     rEtrc}~ocular.         El        tlti`lc3        de

antic:i.`erpt35   5E   midic5   F.I.r    c:itc]tcJ}:ic:idacl       cc=tr-I       mdrLi,lEtE.      dE       la

in,i5iTfa   c=epa.

ii.     IrndiiiLiNlzfi[:tor.,i   DE    F{fiTfiE   col`j   moF:uLfi5   DE   a   I:ELULfl§   I}E   F!£`,Till...i

F:ata5   5pr.-ague-Dawle.:./,    Iriach85   .:/   hembraE„       de      1{:i      5EJriaria5      dE

ecjac3   fuerc]ri    irimur!i=adaE,   irlyec:tarldct      fric5r.l`1a£`      de      ratE.rL       c:c]rl

=c:.ria   FtelL`c:ida,    c3btenidaE.   c]E:I    c:rL`=arriieritc:i   dE       LiEfribr-aE,      d€.       la

ceF<a   I:F.1    c:cJn   rriacho5   Swi55-F!ockEfeller,    pc:{r-`.'±a      ferric=tral       c:c}ri

ITiicrc}FtipEt.a   de   .`/idrio   En   frieciicI   E(iggEr5   ql`E.   coriteriia   J!.      fflg./rril

de   E(5fi.       Cac]a   rats   I-ecibid   3   inyec:cj.I:iri€.5,       c=c:in       =J:}t.:i      ITif:trulaE.
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U

cads   uns,    En   i`ri   lapso   clE   tres   mESEES.       Die.2   c]Ia5      cleE.pi`Es      c]E>

c:Elda   in`/ec:c:ic5n   lE\5   r-ataE.      fuerori      arieEtE5iadaE.      cc:.n      €..ter      c;

EquitEsian   y   5e..   sangrarcm   `+.Ia   retr.c]-c3c:i`lar   c]     pc]r      la     cola.

El    tltulc:.I   de   clntici.`E-rpaLj      cLie      mic3id      EJn      El       suErc:t      mEc3iarit..fj

inmuriaf lucji'-e5cent=ia    iridirect:a   c3   `=itc.to:}:icidad   c:cjn   rridrulE`!::.   c:1€.

I-r±tdn,

[iE5pl`±`F_:   dE.   I.E!.   tc-rc:era   inri.!i.`riizaciE.ri,       laE`      rata¥      5E      clejar.c}n

repc!E.ar-duran+_E   6    ,.3   9       mEJE.fL]..=..        5E   Slit.I.id       Ftiai'-a       real.iitEtr.       1a

fu=-.i{±n         t~rl          a.`r!iii.!£?`1          qL`t..¥         F.r.g!F:€.Ji-.ii:.i.         C-:.:I          rria ....Jc:i!.~          tf.tii`1c:L              I,L-!riic:i

irirrii.tr.lil::a.=it:in    c]e=..   rE.fi`er.zc}    E;e    le?    i.r.I../ectd    tr.e5   dla5       alit:eE.       cl€?I

c-}!FteritITleiit.cj    3i=}i::.I    nTibri`].a5:.    dE       8       c:51l`1a.E:.       c!cJ       rat.t.rit        cctn       =c:.na

PEl'[l(=ida    F.C!r    `/£a   Elr!dc:tvs:.r.ic:t5a.

i i i.     Ir`iryiur`ilzf}c:ION   DE   F!fiTfis   [Or.i   cELULfi5   DE   TEF!fiTocfiFi.[Ir.uoMfi   DE

F!fiT[!r..}   DE   Lfi   Llr`IEfi   F9    (T[:-F.9}

F:atas   5praguE--Dawle`..,J,    mac:ric35   \./   LIEfTtttraE,       cjE       li::}       5`=-ITlariaE.       dE

E:.diic3'    E.a    ir-ifi.il.`rii=arc}r.I    Ft[.r    `+'±a    Endct.`..a-ricJE:.ci\    I.I:Ir-I    r=Eli`La5    dE.       tE?rEL-

t`=tcarc'iric}ma   dE    la    I ±nea`   F9    {T[:-Ft;':I    c:ci5€:chEidaE.      cc:.n       i`r.ia.       5c:i-

Li.`ci±<nt    E-a]. irla    carl    ar7!c;rt.i€tl`adc=tr    c]E.    fc{Efat[i   c}E.    E.c3c]ic:t   gli`[c{E.adc:{

I:6r:::I.`J}     g1     cual     c:c3ntiEne    Nat:.1     I..:.J,.i.4    t¥l.,     I:::CI     Et.4    i7.ir:i3     I..laHaF`041i=i

frir'i5     r.`1a=HF't]4    Ei    rrir'lt     g].L`cc:tE.a     1=    ri-Ir:i    `;'    F:cijc!    clE.    fEriol     I.::ig.:=tl     a.

5E   Err;FtlEa`rc3n   difEr.enteE.   Firatc]c:cJ1{=.5   de    infi.liHii..3ac=idn       variandc:.

E.I    r![{rriETct      dE      in -..,+eccic:ir{eE.,       EntrE'      uria      ¥      treE„          E:n      c:ada

irimi.`r.ii=ci:ic=it±n    E.t~::    iri`,'e:-I:tt:t    {=},5    rill     dE-:-L`iir±    5LiE.F`EJlii:.itir.I    de     I.     :>{     1i``16

ci±l{..`1f*5.,''fn].     er.I    [i}:"    `,..    en    lE`    in.`,/Ec:ci£...n    C!e    r-E.+u€-:Ir-=t=i        E:,e        in`./ec=t:ii

3   '}i     lJ::i6    ct±1ulaE.+-`r!il     r:r.I    6}:::I...L         EI     fir.cicedi!TiiE¥ntc:t       dt=.-.       LihtEjncid.t:--I
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dEl    s`.Iero    irirriiirlE]   `/   el    c=rlterlo   Pars    cjEc=idir    la    in`/Ec:c-i¢in      de

refL`Erzc]   fi`e   E.imilar   al   descrito   ariteriormEnte.         El      titL`lo

de       aritic:L`erpc]5       5E          midl6          mediarite          irlmi.`ric]+lL`c}rEE.c=eric:ia

indirec=ta   en    c:€`:.]ula!=t       TC-F'?      cr-er.-idaE,       s=.c.i:Ire       place-`c`      de       96

pc,c 1110!=` .

iv.     INMijwlzA[:ION   ItE    F.tf`TAs   c.or..I   cELULf`s   [tE    Elf-`zo    DE    FtATON

F:ataE5    hembr-ae:,    di=    1a    cEpa    :-=Fli'-aque~rlcr"le``/,    c]t31f.t       5EJITicT`rias       dE

a..c]ac3.     e.€.    inyE.c:i..arc-ji-I    I  ntr-a.[)c±iritc.ne.alrii€.Inte.    ccjn    c:€J]  ul  ac=.    de    bar.r..i

dE       r-atd{n            {aFtrcj;.: i rriE`damer.I.l(i-.           ITIE.di c:I           bazc:I)            cibteni dci          eri

c:c]ric]i{:ic3ne?E.    e5tErileE:.,    En       Gh.::N.           A       lc]E.       diez        dlaE.       c]e       la

priITiera    irl../ec:c:ion    5E   hizcl   i.{na   5EgL`nda       irici[L\lacidri,       c:I.n       la.

mi5ITia   c:antic]ad   dc-:-cElulas,    perc)   eE;ta   vez   pc]r   via   erido`+enciE.a.

Apro}:irrladarrierite   lm   meg   despll`€E.   dE   e5t.a   Liltima   iriyecc:i6n,    lag

ratas   Err   arie5tesiarc}n   c:c:.n   EtEr   y   5c-      E.arigrar.c:in      F.c:ir.      pimc=ic5n

c=ar-disc:a    c}   Ficir     la    c:c:{1a.        5e    EeFiar±{   el    5uEr.c:i    y       E:.EI       deterrriir-id

el    titi.`lc:I   pc}r    citc)tci}{].cidacl.

OBTENCI0N   DE   SUEROS   INMUNES

LE\    5angrE.    c3Ltteriida    c)a    IC}E        E`riiri-ialE..E:,        irimi\riizaclc.E.        y       c3e.        lc:15

arlifrlalEi=,   c:on+.I-{]'leE.    gin       inmi`nlzar,        5e       iri[i.`[.C]       F.i-.r       1       h       a

teffiper-at.|`ra    aiTitiier-itE   `.I.    luegcl   a   4    C'   c}urcl:rite    1=`   I.I    para    qLi.a   E.f:J

retra.it?ra    el     ccJd¢ii`1t=L        [}EE..pu€e=.    E.e.       C:Emtri+ug¢i       a        I.C}{:)I=t       rFirii

dltr-iE`n+.c-:J    lt)    ITiiri       .:r'       5e       gel:)ar6       el        5.l`ercL           SE.I       irtacti`/¢.i       el

c{JrrlFdt:.m€Jlltc.   pc]r-c:aler.it`amieritc]   a    56    a   pcir    =`i::t   nr,ir.„
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TITULf}CI0N   DE   LOB   §lJEROS

Lc35   EL`erc:{5   irirrlunEE.   5e   clilL`ye}ron    El`C:e5ivaITiEnte   a   la   ITiitac]      en

plac=aEi   de   lLic:itrR   y   prj5teric3rmentE   SE   transf irierQn   a     plac=a5

dE.    9'Ei    pc}cil].c:iE=.     /`Lirrlt:.rc={       ci       l\Il`nc}         quE.       c:cintEn.tan        rr!dr.ulaE.       de

ratc5rl   Sin   +ijar,      pars      i-.it..ular      Pt]r      c:itc3tc}}{iciclad,      cJ      big.n

mdr.uJ.r*g   c}   c:i-1i`1aE:>   T[-F9   fijE`dE`E:.   cc}n    frilrrrlaldElhlc}ct   al    =`,7   %   er-i

F`E{5         pars         dEtErfrii rlar-         El          ti tul c`            del             SUE-rc=.            Flc].ir

i ri fi.iu,`n af I l`c`r. E5c En{: i a    i nd i ir. I-j{..:: t a .

El     t..±tulci    E..€?.i    d€?+irii£.I    cctITici       .I.a       (I.1tirria       di].uc=idri       E.n        qi`e       sE.

c]L-i5Er`/d   rgac:tj.vidi-id,    tantci   para   EI    Er!5a`,Jc]      de      I.itc:`tc:.}€icic!E.`d

c=cjrr.iJJ   par-.a    e].    dE    inm.ir!{:i+.i.i.`ctreE.i=er.ic:i E`    iridirL=c:ta.

OBTEN[I0N   DE   HIEE'II}OHAS

8e   utili=E.   EliE..i.c=arriEritEi   EI    F}rcJ[edifriiEritc!   ciEEcrit.c}   Flc]r       L.:c]hlgr

y      r'1ilE:.tEiri        {1T75)        [c:<n       lag      frfc3c!if ic:a[ic]neE-.       5Effalada5          a

c: c={ ri i i n Lt a i= i Etr-: =

i.     F',F!E'F'fiFtf:.!t:.I[ir.`j    I.iE    LDE;    I..Ir`jFC}[IT[i5    E5F`LEi``jl[:ciE;

TrEE.    .]±aE..    dE=.pi.idE=.    c3L5    la    iri.I/'Ec:CiE}r.I    ciE    rE+i.LEfr:.:c3,     I.a       r'atE`       €;E-

l[-{=cic!riat-|`a    rjar.a    la`    +L`5ic:tn    L=..E    Eiac=r-i+-1c:`i:I    F`[tr    aE:..fi>!ia    I:c{ri       i-tar.

pa,ra   r!arcc}5iE..       5E   E`±trid    la   cE``/ic!aci   FtEritc=trlEla.i    y      E.i      r-etir.-di

cJl    [iE`=c:`   er!    +-c3rrriL±    a5E.Fitj.ca,    c3eFic:f5itE`ridcjlc]       Er-I       l`riE`       pla[[-`       dE

F'Etri    iEi=.t€ri 1     qLLE   [c:.rftc-n±a    E`Flrc:.i:ifriadarrfEritE    1=   iTIl    dE    E.c:tli.`c:itir..I

L=L.::I..i.        iLa`=.    .=:L51Lilr±E.    EE.Fjldriic:a5    E.a:    cjiE.grEi[jarcjri    i:{c:tr-F}re5ic']n       carl

uria    EEFtit.LL.I.[|    rrlc-:.tffl],ic:a    y    lr±    E.uE.>[:.E-n=.id-`ri    EEJlul£-`r        de:+.       t€?jic3c:`       y

r±!r.-ei]EtciEig    EE    c=e?!itr-ifi`cj[{    Erf    i.iri    tub.c`    cc:{nicc:.    d+?    1:;    rril         a        1.i=}i::}i::i



to

rprrl   c!L`rarite   lJ:)   miri   a   terriperatura   afrlbierite.          El       lavac]c]      c:c3r.i

Gk:N     5E     repitid     dc]5     vece5.         E5te        prc3c:Edimierito        rinc]e

apr.c3}:imac]aiTIEnte   2   >:    lt:)a   linfoc:itD5   par   ba=cj.

i i.    F'F:EF'fiF!f}[.Ic]r..I    DE.   Lfi3   I:ELULfig   MIELolDE5

UnErf   scarrlarla   arltLa5   dLa      la      fl.`=.ic5n      E.e      de5cc]rigeld      i`ri      indculc}

mantenidc]   a    -18i:=l   CJ   c:rjr.I       cEIL`laE.   clE    IEt    llnEE`   flrlielciide   NSD/'E,

clEf i c:i. eriteE,         En         1 a         Eni' i rna           hipc:i;.:arit i ria-guariiiia-fc:.gfcj-

r.ibae:-i. I.-tr.iEmE,ft:.rcir=..i=`         I:HGF'F.(T:I         d{iriE`daE.       pc:tr        €?1            I)r.            (:€i=`+jr-

r'1il±-.teiri   del    Labrlratc3ric]   de   Bic31cigla      I..1c3lec:ular,       Carribriclge,

Ir!glater-ra.       Lag   cElulEi5   5e   c:l`lti..JE`r.[in      ha.5ta      alc:an=ar      L`riEi

dfjnsidiE`d    dE    6    :>{     .tt.=}4    c=Elz'rril     eri    m€.dic]       DulbEccc3       E.i`pl€?rrier-!tac3c:i

cc]n    li=li   -z:   c]e   5uEr-a   fEtal    dE   bc3..I'iric3    {3FB)    de   H../clorie   Labs.,       y

antibititicc!g    {7,5   }{    1{:}-5   M   de   Estreptc]micina   y   £{:)i=)   lJI/ml    de

peni'ci 1 i na} .

E;E   c:c:ilec:t.ar-c}n    11:17   c:±li`1aE   r.J50t'£   fr!Ediar.itE   cEritrifuqaci6rl      Eri

uri    I.ubc]   cdriicc=.   a    1.J=)l.:.Ji::}   rprri   dl`rE`ntE    1{:i   friir„       Lag       c:€lult35       5e

la`+arc3ri   pt3r    I:eritrifL`gac=iEin    [ctri    5c3li`c=idrl    Br:::I.`j   En    uri       t.I.`bct       cE{-

nic=cJ    de    =iti    niil     a    li::}t.:){=)    rprri   paira    Elirr!iriar    E].    5L`Erc]    fe+.al.

i i i.    F.ugl[ir..i   ftlriifiTlc:{a

Lag   c=d,lL`1E`5   EE.F.l±.nit:aE,   cjEl     anirrial     iriiTiL`rii=ac]c]    \,r.       lag       [EILLla5

rriit31oidE5   5E   mEzclaron   y   cEritl.-ifl`garcJn   erj   uri   tL`[ic]   c=c5nicc.      df=

Eii:.i   iTil.        El     5edinT!entci    c=ElulEtr    E.a   Cle.=eITiF.ac(5   [cin    gc.1FteE.       5i`EiveL5E.

al     tub.c3    ++    sE    agrEi]c51€?ntamEnt.a:   i.C3r    gc]t.ec=i    c!lirE`rltt=.    i`r-i    ITiir!       {=)t=.

iT!l     dE    p`31iEtilEnglicctl     4.I.:H.::l!::I     I:F'Et5:I     al     5i::i    3':    Ft.t'../    er.I        El:::r`j.             L.a
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agitac=idn   5e   c:c]ntinud   en   fc}rma   Suave   pc3r   9Ct   s   a      =`7   a.         La

fi`5idn   de   lag,   celL`1a5   5e   detL`vo   diluyendc}   el    PEG   c:on       11-)      ITil

de   GIL.:N   agregados   gota   a   gota   durante     5     min     cc}n      agitaci6n

5i.`a`te.       I.a   si`sperlsidr-I   cle   c:d].L`la5   fl`sic}nada5   5Ei   dejd      repo5ar

durante   5   min   y   se   llevd   el    voll`men   a   4C)     ml      con      G[.:N.         Lass

celi`las   5e   ceritrifL`garc}n   dl`rante    lc}   min      a      1.[){:}J:)      rpm.          EI

sedimiento   celular   se   resLispenclid   en   4C}   ml    d€.   ITiedic]   Dulbeccc}

suplemeritado   cc3r.I       li::)   %       de       §FEl,       hipc].>rantiria       1    xlJ.=)    -4       M,

anTiiriopterina    4    >:     1{:I-.7    M    y    6    }{     1{:i-5   M       tiITiidina        J`medici       de

select:idn   Hfll.)    y   aritibidt.icc]5.      E5ta      siisperiE;idn      E.€.      sembrd

repartierido   {:),i   ml    en   cads   i.`ria   de   lc3s   96   pocillc]s   de     placas

de     mic:rcicultivci      (Limbra     a     NUNC).         Se      u5aron      en        cads

e>:periITiento  eiitrE  4   `/  8  placas  de  96  pocillos.

Lc]5   microci`ltivo5   5e     incl`barc}n      a     =`7   a     en     i`na     atm65fera

hlimeda   al    1{}   ./.   de   COB   en   dire.      Al    c:abe   de      L`na      sEmana      de

inic:iado   el    cL`lti.`/a   se   acliciorlc5   a    lc]s      pc:ic:iHc=.5      C},1       ml       de

ITiec]io   de   cL`ltivo   carl   5uerc3   y   aritibi6t.icos,    5i`FIle¢.iEritado      cc:.n

lliFtc}>{aritina   `/   timidina    {medic3   HT).

iv.       §ELEcclor.d      DE      HIBF:IDOMfis      SECF:ETOF!ES      DE          ANTlcuEF{F'os

ESF'EC I F I COS

L.c35   pc:.cillc:.E.   qi`e      caritenlari      micrc]cilltivo5      c:on      crec.ifriientc`

•`+'iqc]roE;c}.    qi`e   5e   rrianifE5ta   pc:ir    la   ac:idif icaci6n   c!el    mec!io   cle

c:ulti.`+`o,    fuercJri   en5a.`./ado5   i.c}r    inffiunof ll`orescencla      irldirecta

c:on   c:e!lulas;   fijada5   dt5   tc-ratc]carcincJITia   F9      qi`e      habi.ci`n      E.idci

c:t-ecidas   Eri   placaE.   c]E   P6   pc3cillo5.



v.     EXF'fil\J§It]N    DE    HIE{F{IDOMfis
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Lc]s   IT!ic:roculti`/c]5   pr-oduc:tc}re5   de   anticiterpci5   de      iriter65     5e

trarisf irierc3n   a   placa5   dE.   ='4   pc]cillc35,    qiiE   cc]riten±an   1   ml   de

medic.   cc3ridicic3riad{3,    pr+Erjaradc]   cciri    41=}   n.!l    dE   iriEdj.c3   de       cL`lti`;r_`

cc3mplet.t3   y   ='   >{    1117   |irifocitc.E.   e5pl€nico5   prc.venienteE.   de   uri

ratdn    nc]    irimL`nE±    {c:e?lulaE   E`lirrlentE`dc=ir.a5}.        r'1&E,   tarclE,       c:uarldc=I

lag      cEli`la.=-t         alcarizabar!         urta         dc-:.ri5idE`d         tl:ciEci`ac]a         E.r-an

•trariE.fgrida5    a       bi~jtellias       dtg       =':-I       c:nri=       has.`tE`       E`1c.E`ri=E`r       L`ria

cle?r.!5idac]    c}€j    ai:}r.a:>{:irriaclaii.!enttg    6    :ti     1{=.Jes    cell.`l aE./'fr!|.

`..i.     F:ECLor.`jfit=Ior`j

F'ara       a5eigurar       la      fric}ncJcl[}riEdidac!       de       lc:iE.      c:L`1tivc:.5,           1c:.5

hibridc}friaE.   de   iritEr€s.   fuerc}n   E.om€.I.idt]5   a   rEclc:.naci6ri      c}e      la

5igi;`iEnte   manEra:    5e   deterrrlint.   el    nt:`mEr.c}   dE   c5lulaE.     pc]r      ml

c!El    micr-c]c:ulti../c:t   Firimario   y   E.e      hi=c.      uri€,      dill`cid..ri      de      tat

manera   qL`e   quEdaran   c}05   c51l`laE.   Pc]r   c:ada   {},1    rrll.       5E      5embrcl]+

{:i,1    ml    c]E      esta      sLtE.per!5idn      en      plac.aE,      dE      9d      pc}cillaE.      y

c]iluyerldci   Eri   c=ada   fil.a   El    nl'`ri-iErc.   de   c:EIL`1a5   a   la   nit.ac]   de   la

dEri5ic]ad   aritEric3r.       Lag   dilucic}ne5   5E   rEali=aror.      c:c:iri      IT!Edio

clE.    c:L`l tj.vc:.   cc)rr.ipl etc:t    E-.i`r:tl emEntado    I:c:iri    c:E]. ul aE.    cT:1.I i ITIgritE`clciraE..

El       i=,c3brEr!adari.te      c]E       I.c]5      micrc.Cu].tivc35          q{.`+=          PreE.Er-itarc]ri

ct-.ecimient.ci   vigctrc:.5o   5e   `/c;lviE.   a   F;I-ciEtar   ccin   E?i       antlqgr-!c:I      dE

la   ff!ar!era   antg5      dE.E.Cr~ita.          LiJ5      mc}r!C]Elc3rlE5      Secret.cJres      dE

antj.I:i`er-pc}E;   e5pEc£+ic:ciE`   5Ei   E.,`:Paridierc}ri   al    vc.lumc-ri      requerlc!ci

en   p!.-.ESEricia   dE   ct±1i`la5   alirrientadc.raf..



`+ii.    cRIOF'F:E5E.F:ijf}cloN   DE   Lfis   cELULA§   EN   NITF`'06ENO   LlaulDO

Pare     e5t€.     pr.c}p65itrj     se     centrifugarc]ri     EntrE     6  >:   1|-)5
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2   >{     1{:.j6    cElulE\E:`   de   cac]a   hibridc.ITia   dE    iritEr±E.,    a       1.I:}t){:l      rpm

di`f-ants    lJ:}   {iiin.       E1    5edirrierito   s.a      r€.5i`5pEridi6      en       1      nTIl       clE.

5L`era   fetal    5uplementado   cc]n   1[)   ./.   {v/v)    c]e     dimetil5i`lfd>{idc:I

{Dr.lsc]).       La   susi]erisidn   +ue   Enfria[la   a   -B{=J   ®   pcir   I:'4   hc.rag      y

luegc}   5e   sumei'-qic5   €?n   rlitrE.gEr.tc31iquiclct   a   ~196   C'.

I I.HfiTEFtlfiL   BI0L0BIEO

OBTENEI,ON   I]E   EmERIONE§   pREIMPLfiNTA[IONALE§

HErril=traE:   c]E   rat(5n   de   6   a   a   5ErriarlaE:.   clE   Edac3,    dE-       1a      cEFia      [:Fl

aclqui,rida5     eri      el       In5t5.tuto     de     §alud        F'[`blic:a,         fi.I.erc3n

irlclucida5   a   5upEro`/ular   cc}ri   l`rla   ir!yEC:c=idri   intraF}ErittJneal   c]e

4   ul   cle   gt3riadt3trc3firia   de   5uEro     c]e      yegi.`a      prE#ada      (5igrria},

5eiguida,   44   h   de5p`.`Eg.   pc:{r   L`na.   ir.iyecc:iE.ri   intraFiEritc}rieal    cl€.      5

lJI    c}e   grjriadcitrc3firla   c:c}ric5r!ic:a   I-!llFr!ar.iri    {5igrr!a:).           La.5      hemL-jra5

5E¥    c:ru=,ar.-c]ri    cc}n    mac:hc:.5    5t+Ji5E.-F:c:.c:I::I-fEllE.i.-c3    [ctn        ITiac=ric]5       [F1.

LaEi   ariilTialeE.   +uErctri   Sac:rif icadc}E.      pcjr.   di5lc:icac:idr!   cEr.`.zical    .`/

5E   e}{Ftu5cJ   la   vIEt   gerlital    F.Bra   aiE:.1ar   el    c:.vic]l`c:tc.   c:.   EI    L'`tErc:t.

mec]iaritE   e5te   prc]cEdirriieritct   sE   rE|-c3lEctarori   E!Tibric3r!e5     dE     £

cdlula=.      y.      rr!6rulaE.      pc}r      perfl`5i6n      de       lc.E:.      I:.vicluc=tEIE..          c:.

bla5tc3[i5tcis   mec],iante   pErfu5i6ri   dEI   L'`tErc.,   [c=in   media   BiggErE.

si`plEmEr!tadrj   c[in   4   iTig   dE   E{3f'i   pcJr-      IT`l.          F.Bra      determinar      la

eclad    de    lc:i=`    eIT![:iricir-ie5,     E.E.   c:c:.r.!E.idEr.±i   E.I     iriicic:.   del    de5Etr-rc=.llc3

la   hc}ra   t:I   del    cjla      En       qua      E.a      c]bE.[Jr`/t:{      El       tE`pEirl       vac}iriE`1.

Eirit:.rit3riEs       c]e       dc35:.       c:E5lulaE..,       mdrulaE.       y          bli\E+tc3c:iE.tcj5          E.e
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reccJlect.arc}r.i      a      lag      =`6,       6.:I      `,/      8=j      hot'.a5      de         desarrc:illrl

respec t i vamente .

Taint:.len   fie   i`t.ili=..arori   r.atc.ir.ie5   I(alb/c,    del    Vivercj   Centr-al       de

la   F-ac:`..`ltacl   c!e?      ClericiaE,       E(ioldglc.a5      de       la       F'.       IJriiver5idacJ

Cat6lic:a   dla   C`hile.      E5taE.   hembra5   5e   c:rl`zarori   con   flriacho5     de

la   mi5nria   c:erja   5iri   inc]ucir   5uF.erc}...'ulaciJn   y   la   rec=c.let:ci¢.ri   clc-

embric3iies   5E   hl2c:.   {]E   la   mariera   allteric]rmErite   c]Esc:rita.

OBTENCI0N   DE   00CITOS

Se   i`5arori      herribraE.      jdveriee>      de      la      cEpa.      CF-15acrific=adaE,

mEdiarite    di!E,.lclc:acicir-t    ccJr-vjc.a.I..            Ur-ia        \.`EJ?        E:`j{F}l`e-ie±-.ta        la        via

geriital    se   leg      e>:trajerc]ri       log      ci`/aricJ€..          Log.      6r.ganc=iE.      E.e

la\/arc]ri   corl   5oli.`ci6n      sclliria      c:on      aITic}rtigL`ador      dE      foE.fatc]

(F`85),    arltEE   dE   5Er   ccjlc3caclc)s   en   ur-Ia   cE`p5ii.Ia      dE      Petr.i       c:carl

medicJ    I(iqQer€.    5upleITieritac}c}    c:c:.r.I    4    nrig    de    E{5fi/iTil.        Lc]E.       c3.`+.arias

5E.    aplaE.i-.ar.ori    cclri    urli-a       eE.Fldtula.       C!E       acer.Ci        iric:.i:iclE`t:.le.        ICJE`

rc-5..tc)E.    dE    t€.~iidci    a..r.aric:c:t    E.e    ellflriiriarc.ri        y       E.E.       tiuE.c:ar-c:iri        i.c:i€.

oc:tcitcjE.   c?n   el    fc3rtdo      dc-      la      caps.ula      c:c3ri       la      ayuda      de      urt

micrc:.E.c=c.Ftic.(    e¥.terEC.5c.(:!pic.c+.        5e    ccilec.tarciri       c-C}r-:       uns       I:.1F.eta

+ina    lc:o=.       c}o{:.itc35       q`.`g       Fir.€icj:.e.rita±.ari        lf3€:        5iqi`ieriti35.       c:ar-ar_-

t€Jr:iE;t].c.a.€:     ci]tci[:.lE.`E;n-ia       trariE.I:tarer.tE.,        vE5ici.`la       gerffiiriativa

`+isiblc-,    ai`seric.ia   c]E   e5pacic}   pEri.`/ite].Irici      .:/      zclria      pe?1l`c.ida

I cJmp i E t: a .
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OBTENCI0N   DE   LINFOCITOS

§e   c:olectarr.n   4   ml   dE   5angrE     de     ratones     [FI      F}c]r      pi`ncidn

cardlaca.       La   5ar.gre   5e   diluye.   cc}n      4   ml    dE   F.Et5   y   cle5pi`ecLi   de

ac].itar.    a.ua.`/fpmt=.nt.e    Eff    Colc}Cd    1  a    E.uE-..i.eri=-.i.firi    c]E    c€].I.`la€,    5c}t}r.a    -jt

ml    de   Ficcill-F'aqlie    I:51gITia)    eri   l`n    ti`tic:I   de   c:eritt-.Ifi.`gr±   c¢Iriico   y

5e   ceritrifugfj      pc:ir       =`1:)      min      a       l[Jf.){:)      rFirri      y      a       tE.mpEraturei

amE.iiente.        La    c:apa    c]iie    coiiteni'a    lc35    linfc]c:3t.c:`E       y       rrior..ic:icitciE>

5€=         E;eF.art..         aE.i:ilr..E`r.Idci         (..Cir.I         LIT-ia         F`iLIC-t.a.               i.aE:.         c..'¢±].i`lE`5..              r=.€i

r-e`E.uti-F.i€:.ridi  cJrc:iri    tfn     sc]1 t.`t= i `=iri    PE(r5.

F'ara   elinTiinai'..    lc3E.   glc5bl`lclE.   rojos   d€.    LEI   preFiaraci¢ir-I    s.e    agregd

clc:ir.urci    {jc-ai-(ic}!.-iic:.     al      I::J.€3.;`'     :i';     .:/     s.a         iric.itbc:i            i`raritc:         i.;:)         Hiir..I         £±

=`7   a.       Luegci   lag   i-€]ulacj    €.e   lavarc:.ri   dc:IE.   vet:e5   mag.   c:c3n   F`85   `/.

5e   depc:i5itarcjn   gc3ta5   c}E   IE;  +il    Sc3brE   portac][ijEtc]5      e5maltac]os

de   8   Fjoclllc]s:-..     log;   cl`a.leg    5e'    dEjar-cJr-I    E.Ec:ar    al    Eire       F.iara       `=.J..I.

F.OEterior    +.i. jac..ill.r.I.

OBTENC;ION   DE   E§PER.HATOZ0IDE§

5E.    uE..drc`ri    rat.c.rieE    dE    lrR   {:eFia       §wiEe~-F`t.I:}:efEllei..-       del        viver-Ji-i

c`E}ntf.-al     de    la    F.'.     IJr.ii`+'er.5idad    [atE`lica.        Lo5    ariir7i€`1EEL=.       +i`erari

5acrif icat]c`5    FiLlr-dig.1co=a`t::i±in    c€.r`J3.a-.-d]     F.a.ra        ej.:F{cl.iri€;r.        lf±        .`,.'Ia.

g€.r.ii+.al  I    aislar.    lc{€-car.Idi`ctc}S.   c]eferentE5.    .i.r'    FtE.rfL`ridirlco=.       cciri

F'Bf    a    =`7    C..        SE    F'r€.Flararl-.n    pc.rt.ac.bjE.tc:Ig=.       esrriE'`]t.t-*dcis:.       cc..ir!       a

Ft{:i{:.1  I  li-j53.,     dt?Fi{={E=.:i+.aridc:i     1±-(   +.`1     dE     la        SUE+ter-i5lc}ri        c}t:LI        €i5pt?rmici5

PCH-F`ictc:lilcJ.        i_aE.   PreFta,i..-ac=icJr.leg.    fl`erori    5ec:adas.    al     dire       par.a

5u    I:(c.iE:.t.a.,r  ic`ir     +.i  _iac]  t:{r.L
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IMPLf}NTAt=I0N   DE   LOB   ELA§TOCI§T05   ZN   yJ7RO

Se      efr!rjled     el      prc]c:edimientc}      C!E5c:rito     pc3r         FErnandEz         e

lzquiErdc3    {198=`).      L.cJs   blastc}ci5tcJ5   proveriiente5   dE      henTibra5

E.I.`pEr-o`+i`l±-*c3aE.   de   lcl   c:a.pa       r,F1       +uErc]r-i       rec=upErac]c:t5      rriediarite

perfus.idri   c!El    t:`terc}   c:I.n   mE.dic.   Bigger5   E.upleITIEr.tado   con   4      mg

dE.   Bsfi/ml.      Lc}5   blaE.tc]c:i5to5      recc3lEc:tado5      5E      la..taron      ct3ri

¢iE.dici   Ncl..I:-1=`5    i:GIB[Cl)    y   5e   di5tribu`,7.erc:iri   er!      plac:aE.      dg      96

pc:.c:illc:it=.     {Nur..jc)     rl    c::5F.E.ulii=E`    de    I:u:Lti`+.c{     {FE`lc:I.ri)     qi`€J    cc3nt.Er.ila!-.I

c-I    5iguiEntE   ITIEdic}   de    im[Jlar-itaciEtr!:          r..j[T.I:-1=`5       51..`F.1emEntadc}

c:c]n    §FE-{   al     11::}   ./.,    penicilina       (1{:)J.:)      ul/ml}       ../      e5treptcoT}i[iria

I:1i=}.:=}    iig/fr!l).        Lc.E.    Erribr.ic}rit:.5=.    E..e    iric:uba.rc:ir:        a       =`7    a,        en        iir.iEt

at ff.!d5fc-ra   h[`rriEcla   Cc}n   I.0=   al     1[}   }:,    dl`rar.!te   £   E`   4   cl]:a5      E`eg[lr!

el    e5tadc3   dE   implantacic3n.  c]E5Eac}c3.

CELULfi§   DE   TERATOCAREINOHfi   DE   Lfi   LINEfi   FP

Lag   c.E:1ii.lag,   lie-la   ling:a   ni.`].iF}c=.tents   F9   de   tEratc:.c:arci,ric.rna   de

I.-atdn    {T[:-F9j    L`E.ac]a€:.   eri   estE.   traba.ic:t   f Her-c:.n   dc..riEldaE.      pc`r       E.I

Dr.    r'}.    5.    5herman   dEI      F:cic:he:.      Institute,      I..jEw      Jersey,      uEfi.

E-:E:>ta5   c6lula5   +L`Er-.c:irl    c:ulti.`+'acia£   50b.il'..€'   ffiatErial        de       FIli5.tic=o

di=c_:.echable   a   E.c3b,re   .ijidric3   Firc-../iarri€.rit.E   tratadc3      cc3ri      gelatina

al     1    :/;    {p.f.`vL        Lag.   cEi}ulas;+   +L`E.rc:.n    I.i'~ec:ida5   en    friEdic]    l`Ji`1tiec:cc:t

{r}r7lErfl-lJ.=ij     5uFtlefriEiit.ac}c:.    al        1J:I    .Z       cc3ri       §F85        7,5        1I=r5    in       c]e

ei_=,ti'-E.F{tc}mi€:ina    `..r.   =..=}1::)    ul/'ITil     cje    pEnicilir!a.        Lag       bt3.EellaE.       E.c?

i.nc:u±:.arc:tn    a   =!7   a   En    uriciJ.    atiT!E`5fer.a   I.ii'`mEc3a   c:c:.ri    I:[1=    al     li::)    :z:.

uiia       ..+`E¥       quE          lag          c:61u].fiE.          e5t.atil€C:iari          I.tria          friciriLic€iFtET*
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5iibr.c}rif liier-ite,    5E   c:o5ec:haban   lavarido   la   bcit.ella.       CaFi5i`la      a

plac:a   de   96   pocillo5   2'   a   =`   vece5   con   medlo   G+.:.N   y   despiiG5     5e

iriciifjaban      di`rante      4      a      5     min        ccJrl        l`ria         5oli`cidri        de

tri[:.a.iria~E:DTfi       (Signiia}       para       cle5preric]er       lai=,      c¢li`laE...             La

accic5n   de   la   Trip5iria   E.tp   clet..Er.Ia   agregandc]   meclio   cle      ci`lti`7o

5iiplemEritado   ccin   §FB   al    lJ.:t   ./:.      F.ara   cciritinuar.   el    ciiltivo   lag,

c:€.1ulaEs.   5E.   vc.lvi'ari   a   €.embr.ar,    a   l`ria   dE.r.5iciad      aproxlmada      de

:i"       c6]l`l[-3E./'ffil        Eri       fjc.tt-Ell€.i€=.       tratadaE.          F.r€.a/]anl€.ri.le?          c.c"

9 iJ I '.a i i n a .

El    ptrcjc:edinHc-ntc]   utlll=adcJ   pars      Cric:tFjre5ervar       lri6cl`1aE.      dE

e€,t.a5;    c=€3  i`1aE-+iicJ    E:.3  f[.i31ar     €`1     l`E.adc`    pars    nriarit€.ir.it-„-         I-tit:iridc.mLq.€=

eri   nitr£.gEric:i   llqi`ido.

OBTENCI0N   DE   TEJIDO§   DE   RATON   ADULTO

l:c-irl    e]5tE.   Pr.c3F.dEitci    5e   E=,acr].i lc:cl:rc.r)    hEf7ibr-a5    (erl    algi`noE    casci±-

pre`fiada5`i     pc:{r    cliE.1cJcac=ic]ri    cEr.vic:al,        i:e       e>:FtitEo       la       ca\,`idE`d

pc-ri.lciriEal        y       E.a       aiElarc3n       c]1fEr-ei-itE.E       drc}ar-log           (clvaric=tE:.

c:n/idi.ictc35,    placE-rita,    ri#orlEE.    rli9ac!c:(   E.       iritEEtino      cjElgaclcH.

Li]E=.    c:irc]Firic.)E:    Ee    cc.lc.c:arcirl    irmlEcllat.arl-IEritE.    Eri    uri    F.cT{r-tcl       mi.tEEtr.ci

ITIE-tEtlica    Gil,`E    c-(:.nt€Jrila    Ec]]L{r_-i€.rl    TIEE-lie.    Tc-I}       {i'ii]eg    La[J         `,r        E:.a

ctliigelaron    5i`(iierglgridcl3 c=iE    leri+`.ariiE.ntEi   eri       riitr-f.gel-ici       ll qi`idcL

'5t=-pre[-tarai`-c:.n   cc]rtes   de   6-a   n(ri   de      9rc}=c}r      eri      i`ri      crlc}Etatc:.

Etal  lira     `7     ss.€J    rE.(:iL-.l€:ii-.=iH     er;     Ftcir-ta~C:Ibjetc.E     riuE`rci53,         C!E.Egrcl<_=E`cjciE.

c:ciri    alcrjt-ic3l    al    7Ei   :ri.    Li`EgrJ   fl`Erc:.r-I    fljadi=i5   y    pr.-ocEfado5   dc=    1a

I-HE`fit:r  I.-1    hc?`[-.iit.uEtl     par-a     infi!i.`rtc..+lu{=IrEf:c:er-icia     inc3ir€Elct[L         qi`E.        E.€i.

de5c r. i b i r.-I.i    pciE`t E.r i c:ir fi.ten t. e .
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INDucEION   DE   LA   DIFEREN[IACI0N   DE   CELULA§   DE   TERATo[ARclNoriA

DE   LA   LINEA   F9

i.     INDLicr,ION   DE   L.fi   DIFEFIENclf}CIDN   Hfi[.IA   Er`jDODEF"pi   PfiFtlETAL

La   tEciiic=a   u5ac]a      fL`e      dE5c=rit.a      F]t3r      §trickland      y      mahdE`vi

/.1978).      F'ara   inic:iar   lc35   [L`1tivc3s   se   EEmbraron   inbcL`lo5   qL`e

c=c3rltenf an   5   >i    111=   c:Elula5   T[-F9   en   plac:aE.   de   24   pc]c:illof      c]

5oE.rE   [ubrE   c]E{jEto5      de      `Jidric3      pre`/iaITiBritE      c:u[{iErtc]g:.      cc3n

gelat.ina   al     1    "/:.       §E   L`E`d   frlEc]ic}   dE   c=l`lt.ivc3   DulbE[:c:c},    can   alta

cc}nc:Erltracic5ri   dE   glucoEa    (4,=i   g/'1}    EL`plemerltadc3   cc]rl      §FE(      al

ir:i   %,    ar|tibidtic:c]E   `/   E`c:ic]c]   retinc]ic=c]    1[}-a   in.          i_ag      cEli.`1as

5E   clejarorl   crc-cer   dL\rantE   4   dla5   en   E5tE.   meclic3,      renavE`rlcjc]lc]

[L`ando   Ee   ac:idif ic:aba.

ii.     INDut=C;ION   DE   Lfl      DIFEREN[IA[.I0hJ      HfiGlfi      TE17ID0      DE      TIP0

NEE:VI0SO

§e   i`5arc3n   pars   e5tE  i in   cElulas   que   hab±an   crec:ic}c:.   durarite  4

dIE`E.   clE   la   mEtriEra   anteric{rITIEntE   C]EE;c:rita,    rat      lag.      c:i.`aleE.      sE

IE5      agregd        N6~2 '-0-diEtutiriladEric}5ina-=` ' :=i'-rric:.nclfc}5fatc3

c:iclicc3    J`cfiMF'}     1i::t-4   r.1   de   §igma.

lJrla   vez    agregado   El    cfipIF`,       1a      c:cJric=eritracidn      c]e      5i`Erc3      del

frlEcjio      c]e      c:L`1tivcJ      5E      redL`jc}      al       E   .z;.          Lag      c:Elula5         E.E

[ultii/arcjri   t3ajc}   EE,tag   c:ondicic=iriEs   durante      5      c]IaE      {L.:i`f f      y

F.Ewell,1981:=}}.       La   c]b5Er`/ac=idn   c]el    eE.tado   de      difErenc=iac=ic5n

alc:anzac]c3    eie    dEtErrrliric±   c=c3n    un       rriic:rc35Ec:ipici       invertic]c:.       l\ji[::c:{n

eqL`ipac!c]   c=c}n   c:c3ntrastE   dE   +age.
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Ill.   TECNICA§   INrluN0HlsTOBulHlcAs

INMUNOFLUORE§CENCIA   INDIRECTA

El       material          bic31dgic:c]          {embric3ne5         FlreimplantE`c:ic3nale5,

blastc3cistc35     implantado5,      I:c]rte5     de     tEjic]o,        frc3tis        c]e

c:ElulE`g,   y   c61lilaE   TC-F9      adherida5      a     plti=5ticc]     c]     vidric3)

Empleado   Eri   lcJs   en5a../c]E   c!E   inmunof luc}rc-scEnc:ia   fug   prEparadc3

c!e   la   siguiEnt.E   manera=

i.    FIJf!C:Ion.I

F'rocediITiiEnto   1:      El   mate?rial    fi`e   fijaclo   E.n   uns   50lL`c:i6ri      de

fc3rmaldehido   E`l    =,7   .Z    (v/v)      En      F'B§      a      rric-dicj      de      cultivo,

cluraritE   2{=)-=`J.:l   friirl   a      temperatL`ra      cl:ITibiErite.         Pars      prEparar

e5ta   5c}liicidn   5e   i`E6   fc3rfriEtldehldc}   en   sc}1l`ci6n   p.ao    de      merc[{

qL`e   viEne   al    =`7`/..       LLiegc3   Ee   la`Jc5   I:orf   F'85   F}c3r   aprc]>:imadafrlEnte

12'   mir!   cc3n   =`   cambic3s      dE      PHS.         Firialtr!erite      5e      irlcub6      cc]n

6L.::r`l-glic:Jina   I,:i,2   rl   c}L`rantg   1      hc3ra      a      temperatL`ra      anibiente,

F.Bra   ttlc}quEJar   lc3E.   gri`pc.E.   reac:ti`/I.5   de_iadc.E,   pc]r      la      fijacidrl

[c3ri    fc]rrrlal c}Eril c]c:..

F!rcjr:edimiErltEt   =':       El    fria+.Eirial    fL`€.   fj.jado   er.   par.afc]rmaldehlda

al    4%   E.n   F'BS   di`rante   =i.:i   min   a      tEmpEratura      amEiier!tE.         F`ara

disc:il`/Er   El   parafclrmadEhldc.   5E   calEnt£}   a   6[1   -y   5E.     agregtl:-

rt]ri   L`n\aE   gc]taE   dE   r`Ja8H    1{:lrJ.       El    prc3cEdimiErltc:t   de   la`trac!c3       fitE

s:.irriilar       a.I       dE-5critc!      ffiaE:`         arritlao             r`lc:.         5e         c]bE`Er`,Jarc]n

diferencla5   er!tre   arrlE.c3E   procedimientc}   c]E   i ijac:i6n.
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El   mE`tErial   fue   incubadQ  c]i`rante   1-2  h     a     37   a     c]     a     4  a

durarite   tc]c]a   la   nc3che   cc]n   El    5c}brEr!adarltE   de   log     hibric]oma5

E!`.in    clili`ir..        Li.`t:i.gc:i   5e    lavc:.   cc:.ri   F.85,    durar{tE       ar:.iroximadamErit.E.

lil   min   haciEric}o   `/aric3E.   caITiL-.ic]5.

i i i.,     Ir`jcLiEtA[:Ir;N   I.clM   EL.   8Efiui.`jDc]   fiNTlr=uEF..r-'O    t[[iN]uGfiDO}

El     (r[atiE!'-ia].     .i-.I'-c?,tadc.t    ccir!    iL?1     F.r.i!ricJt-        ar.!ticuErpLi       fi.IE       ir.ic:u.bacJc:I

eiii-.ric.   ,::`i,:.i   ir!ifi    ../    1    h    a    =;..T    a    cc:.ri    E.i`er.(-.   clE.    cor!Ejc.       iirit.i-IgE       d€?

r,E`i.:a    cc}rijugac:j\(3       cc=in        IEciticic:iar.iatc3       de       FIL!c]rE€..=glria        {FIT[:}

{SigITiajg    diluj.dc(    1:4i::i    ccJn    F'85-.85fi    al     1.z:.        LUEc_]`'.-I    5E    la../i=!       cle

la   ir!anEra   c]es=.crj.ta   ma5   arr..:iL-.Et.       El    la`/ac!c:t   final    5EJ   hizc}      c:I.ri

F'E{5-TWEen    E.i::I    al    I:},i:=}5    -z;     {`//.i/}  ,    durar.ite   E    a.   =`   min    papa       Eli{rii~

nar   lc.5   antic:i`erpc}5   cldheridc:iE,   eri   fc{rma   ric:i   E5pEjc:if ic:a.

i `,..      TIl.`jc:I[ir.`J    `r'    rt.10r`.ITflJE

Sr±    uE.I.    I:cifric...I    tint:i.I:jr.I    d€.       c:I:irit.rE`E.tE?       F.Bra       irHTiiiriof li.`c3!.-.e5c:enci Ei.

indirei=t.a    a¥i_.il     d£    E.`/i:ir!E    al    {:J,E{    [z:    Ert    F'E{5..        Ld    FtrEi:..arac:ic:.I-I       ge

inc=L`t:.b    Eri    t-fE.ta    cL=.c:tlL`cit.in    C}l`rarltE.    =    ..r-=.       friin.            E..I         E;.{c:E=.c:I       d€?

cc<ltJ}.-antE.   fug   a.limit-iacit={   Flctr    la.`.`adc35   Eri   F'BE   `}`      firialmerite      El

rriai-.erj.E`3.     E=,EJ    iTic:irit±.    cc:.n     E-.c]lucifin    I:ifiE{[:[1     I:SigITia}.

•`,'.     OBSEF:I.Jr'icICJr..I    `y'    FOTJJ[i.F.:fiFl fl

Lfir5   F.reFtarac:iclr-ie5   fug.I...c:.ll    I.i-iE.tr:r.`/ac3arj   c:cin    uri    frli I:rc3sc:ctpi cl   r`ji I::ciri

c3    ZEiEE.,    aITiE.c}`=.   EqlliF.ac]oE   C:C}ri    eF.ifluc:.res.CEr;cia.        Se    I.`5f!    FiEII-

cula    i.::{±de,i:.'--``JF..    d`=    4i=)..:J    fl5i-:`i   pt3r£3    lag       fc]tro±f-a.I ±a€:       en       c[tlclr       y

TF:I.-.`.I:    dt3    4i::.Ji:=}    Fi8fi    Ftara    lag.    fc3tc3i]rE},.i lac_:.    er-I    blE.`r-icc:t    .../    nEgr.I.a
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§E      ITic:ierorl      log      EiguiEntEE=.      C:C]ntroleE`      pars      a5EgL`rar      la

e5pLt+ic=i+it::idEi.d   de    la   rE?aiFcridri:

a)    r'1ater-ial    5c]].arrierite      fijadcJ.;       b)       OnT.i5i6ri      c}el       antici`er..po

E5pec:±f ic:c:i;    I)    F:eefr!Fil[|zcJ   c]el    antic=uerpc3      E5pE.clf ic:c3      Fic:tr       L`n

antic:i`E.rpc3   ric]   E5FiEcif ic:c].       Ccimc}   C:C.rltrcil    pcl5itivci   E.a      u5ti      ur.I

5ut-±!"   dE   rats   ar.iti-IT!dri.`la.      c:(      anti-Etaza      c3e      ri`tdr.I,      diluidc}

ent.r.Li     1:  11::i    .:/     1=.I'i=}    en    friEdici    c]e    culti../c3    c3    F.E(5..

I I TOTOX I I I Df}D

Se   eJr!f:ilcJd   e].    F:.rcicediffiicJn.l~.cj   clef.c:rita       F.c}i~       5cilt.Eir       y       +.::nc:.wlE5

/`iT7±-t}.          Eli      algurlc3E.      E}:periITierltc3S,       1c}s      Embric]rlEE      fuerc3rl

iric:uEIE`dc3s   durante    1    a      =      [i      car-I      El       ar!ti[uErF.c]      mc3nc:iclor-ial

Espec:if ic:c},    E`   =i7   C'   en    un    anTibiEnte   h`:irriedcj..   cc3n   CO=       al        1{:i   };

er.i   Sire.       Luegc{   5E   agreg6   c:ciITiplefrlEr-itc:.   dg   cry   c]iluic3c:.    i:lt}      c:i

1:.E`.::i   en    F`85    y       5E       incubc5       c3'uraritE.       =`i=}       rriir!       er}        I.a5       rriis:`maE.

I:c:{r.ic]icit]nEE..           En       c3trc3E.       E>:PErifrlEritc3E7       El           material           {L{E-

c:c}-irlc:ubadc:t   cc)ri    E?i    aritic:LIEF.,F!c:I   g5Pec:3'fico   y   cctfripleITieritc:"       Lci5

I-e`=ultacic.5       c]Etterlic3c]E       fL`er-c]r!       5imilarEE.      Erf       aITfEtc]=,          c:a5c3E..

F.irialfriEr!tE.t    lcL-<E.   enr!±.Tic.r-!e5   +uerc]n    I.e'n'idc.E.   ccirt   i..i=ul    Tripari       6.1

J.:},2    Z    Eii    F',E('5   `...'   c3bE.grvadciE.   al    mic:rc]scc3pic.   de    lL`=.

§€.   hic:ier-.c]ri    lc:tE.      5iguient€.E:.      Ccintr.a+leg      Pars      c3EtE.r.rriiriEir       lri

I-j5pec:ificic]ac]    c3e    lag.   rEa{=cic.n`35:           a.`j        iro=L`Eiac:idn       5Etlc.I       c=c:.r!

`=c3iTiF.1erri€ntc3    c]E    cu../;     b}     C3f!.ii±-±itJr!    C}el     anticl`erFict    EE-.F!Ec:If ic:ci5     c)

reEfriplazc3   del    antici`ErF.C3   eEPEci'f ic:[I   pc=.I-    uri   5uerc}   pr.e-.ir.HTlur.iE..
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I:c:.mc3   c=ontrol   pc]5itivo   se   utilizd   5L`erc]   dE   rata   anti-bB=o     dE

rat6n   c!iluidci    1:1J:`J   cJ    1:2J:)   en   n.iEdici   de   c:ultivc]   a   FIBS.

IV.    EII0ENSAYOS

EFECT0   DE   LOB   ANTlt=IJERF'0§   HONO[LONALE§   §OBRE   Lfi      f}DHE§IVIDAD

DE  CELULfi§   TC-F9

i.  .     EF.E[:I.ci    s[iEtF:E   c.ELUL.+':is    FtE:i`.IE:w    sEr.iBFtfi[!fi€:`.

Er.    i`rir±   plac=,3.   dE   96      pc=icillc.5       5e       5eIT!br..arcir!       5i::i      L`l       de       i.`na

5u5penEiE.ri   de   c:E}ii.lag   T[-F9   cc.sechiac]cl:g   cc!ri   tr.ipe.iria,''E[)Tfl-,       E\

uns   dens.idad   dE    1{:}4   cEl./nTil.       Pi       lt]s      micr.ci.icii.Itivc]E.       isg>       lEJg

agrggci   al    mc3menta   c!e   E;Embrar   y   6   h   pc]st   siEITibra,1£:„=}+`1       dEI

E,c3b.rEnadar!tE   de   clilti../c3   dE   c:ada   hibridama,    c:.1J.=H:I+`1       de      uns

n.iEzcla   c]e   5c.breriadante5.      La   preparac:it:iri   E.E      incL`bfi     durante

£4   ric3raE,   a   =`7   a   Er!   un    ambiEritE   hi'`ITiEc3c.   cc3ri    [[1=   al    1{:I   y..

LaE.   mE¥cla5   clE    E.Citire?riac]ar!.tE5i    E-E   PrEpararc:iri    tc!marlc]ci    li=)J.=}   ul    cJe

c=ada    Lo-ic}    de    lc:`E=.       cc:iffipc:inErit.a.E,       y       ll`E.gc.I       agita.ridci       la       IT!ezc].a

5uaviemEritE,    pars   e.i/itar   la   fc:.rnT!ac:idn   dtj   Et5r.urria.

El    efcJctc.i   c3E    lcts   aritic:i.`g}.-F{cl5      5c.bre       1€-is      cf=]i`laE..      T[:-F9       E+E.

c]b5er`/ci   er.I    uri    rri.icrc}i=`c:c}r..tic}    in.`/er.tic!cJ       l`iJil::c:irL           SE       E.`tali`fj       e].

e5tadc3   c]E.    adhEs:.i6n    c}e    I.EiE.   cE:ll{1aE.   al    5ilE-*.tr.a.tc.i,        l€j       aclhEtE.iEir!

eritre   c:±].i.`].aL=.   ¥   Ia   rrfcirfc.l{:.g±a   gEnerr*].    c3el    cull.i`/c]       c:c3mpar.E`da

cciri    lag.   a.±lulas=.   c!E.i    culti`Jc!   cc:.I-it-rctl  ,    5iri    aritic.I.`Erpc:.E..
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ii.    EFECTC]   S0BF..E   CuLTIVOS   SIJBCONFLUENTES

Erl      e5tc]E.      E>:pErimEint.c}5      1c3s      antic=uerpa5      5e      agrEgar-c}ri         a

c=L`ltivcjE   E,ubc=c]n{luerltEs   dE   tEratc3Carc:iric3ITia   Eri   plaEaE      c]e      96

ptjc:i:l].Ci€:..             +1        c:adEi        Fic}cillci..        E:.c3            agr.egar.on             1{:}j:}          +`].             clt:.

5c]brerlac]arite   de   c:ada   hit)ridc]rria   cl    1{=H:i/.`l       dr=      L`na      mc?zcla      de

E-.c}E}rgnadante5.       El    e+€tctc.   c]EJ    I.c}E,   E`rit.ici`Erpc}5      £€t      c3b5ervd      a

lag.   :'4   h   dE    iricuL:racit±!n    a   :::7   a    y   a-.ri   url    arr!bieril-.E.      hi:`rr!edL-i      c:c}ri

CC,..- i     .r*1      1`.:,     "z:-

EFECT0   I}E   Log   ANTICUERPO§   MONOCLDNf]LE§   50BRE      EL      DE§ARROLL0

PEE I HPLfiNTfic I 0NAL

E;e.   I.`5airc:.n   embr.ic{nE{_=,   cle   3   a   4   c€lulc?.5   y   fridrL`la5   temprana.5    {na

c:c}mpac:tada5)    c3btenidcJ5   en   fcJrIT!a      e5tEril       F.c3r-      perfu5i6r!      dE

c}..fidLictc}5   I:t]ri   ITIE-dic!   BiggErE.   suFilemgrltac}c3   cc]ri   4   mc]t'ml    dE      85iq

y       cLtlti.v.adc]E.       cc3r!       EJ].        frij.E-.frict       rr!Edi[.5        quE.       adErri5.E..       Cc]ritErila

5c3LjrEi-.iEtdarltE    ciL=   bib,ridc]m,aE.   c]ilLlidc:i    i:1    ci    134.        Lc35       ci.ilti`/c=is:.

e3>:Fie!.-.irriEritalEE:.   y   c:ontr.c:.leg;   5:.E   ITianl-.u`,tiErc.n    dur.aiitE      48      ri       eri

uns   E€.tut a.   a   =`7   a   .`,.J   airi   urt   a!TiE.iEntg:   hliri-ied'ci   de   COB   al        lJ:I   -/:.

Lc35,   EITiEtricJn€E.    5e   c3±{E.c-i"/ar.-cjr-I    a    iriter`/alcJE.   clcJ   6   y    12   h       E?I-I       uri

iTiic:r-c3E.c::ciF!ic:.    iri../ertidc3    r`Iil::c:.ri,     Fiar.a.I    eE.tl`c]iar.    El     efEctci    c!c-       lc)5-:`

ariticuErFic}s;.    =-..=.Ere?    1cl    c:t.3rripac:tacic5n    y    E..[iE.r.e    lEI       fc:{ir.ma[iEiri       c]Eil

t{.1a5tctci5tc<a        Ert    tc3d{LIE.    lcJS=    a:>{Fieriffter-!tcTj€.    5E    USE(    c:I.n-icJ       c:c{ritrc3l

El       rriedic.      dE3      cultivc}      BiggErs.      c:cJri       4       mi]/'rri].       dE      E(§fj      E.iri

aritic:u€€i.-F.C:I5.
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EFECT0   DE   LOB   ANTICUERPOS   HONOCLONALE§   §OERE   LA   IHPLANTACI0N

DE   BLA§TOCI§TOS   Z#   yJ7-flo

Se   obtuvierc3n   blaE.toci5ta5   al   cL`arto   d±a   clE      C]eE.ar.rc!1lc3,      eri

forma   eE.tEril.          Loi5      embric3ne5      5E.      ct]lc3c:arc}ri      Eri      c:apE.L`1a5

Falcc3ri   c3   eri   plac=as   c]E   96   pot:illc3s,    y   EE   in[ubarc3n      erl      mEdic}

NCT[.--1riE.   E.uFilEfrientadc3   cc3n   E.uerc]   fatal    al    1{:i   y„    3{:){]   ul/ml       dE

F.Enici,lina   .:/   Estrer.}tomiciria   7,5   ;`{    1{:.I-."5   rl,    en       la      Firc-5c-nc:i,¥`

dE    5c}t:ir-enadaritE.   dE.   c:ulti.`.'ti..   dc~   hit!ridcJi7.ia5    diluicjc}    1:1../.       1:4.

E-I    ci`].I..ivo   Ee   mariti``+`L|   4   c!±a5   E`   37   a   er.   iirl       ambierit.E      hl`rriedc)

cc:in      Ct].a      al        1€:)   .z;,       clurarite      lc}5      c:I.`a].eE.      5e      c.b€.Er`/6         la

erriErgencia      clel       blaE,tc}c=iE.to      dc-      1a      zc]na      Fiell``c:ida      y         5i`

ifriplaritacidn   5c3[=.r€.   la   5i`pErfic=ie   cle   lEt5   c:aF.5L`la5.      pliE.ti[aE.,

c3bEErvandogE   c:c3n   E5pec:ial    c:L{iclE\dc]   El       prt3c:EEC      clE      E>{pari5idrl

dEl    trc3fot:.185tc:{.

V.    TEt=NICAS   INHUN0BIJIHIEfis

IDENTIFIcf}EI0N   DE   fiNTIC:UERF.BS   MONOCLCINfiLE5   GEUE   §E   fi§OclfiN      f]

FO§FfiTA§A   ALcfiLINfl    {FfiL}

i.     Ft,F:EF',fiF!i-`i[:ION    DE    uN    EXTF{fi[:i-a   DE    I,ELULfiE{    DE:       TEF:ftT[][.EF:I:Ir..j[]!.?.if,

r>E   Lfi   i.INEfi   F5!,    cor`j   f}[TI`+IDf',ri   DE   FO§FpiTfi5fi   fiL[;flLINfi,

3Ei   €jr-!eia`,/arc:.ri       `+.aric}g=.       deter.geritE5       PE`r.r±       E>;trE.`E.F.       lci       Eri=in`r±

{T.w€.a-rf.Ti::i3    r..}{]riidEt    F'-4i:i   .:/   Tritdri    X-1{:}J.=})     +irialiTir=ntE   5E;    adc.pt.Ej

tT±1        5igl!,ir"~ite       Firc]ct3c!irr!iertt.c"        La5}       c51ulEiE;          T[::-.Fr;.          fL{erc3r-I

I.=;E.Ec:hada5       cc.n       tripe.ir!az`EE}Tfi           .:5j.gfria:i           a          cc3r!          [i[:::rnd          y
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pc}5tEric3rmente   fuErc3n   lavadas   2      `/ECEs      m5`5      c=c}n      G*::N      y      sE

res;i`spE?I-]diEr-orl   erl   uria   Ec]1Lici6ri   Brriclrtiguada      cc:in      Eiicarbc3riatc:I

de      5c]c]icl      5   mm         pH         a.1,          Ea[arcJsa         i=>.25   mM,          p-mE3til-

E,L`1fc]riii-fli`c:.ri.`r{:i    (F'M§F)     i    mM       y       tra5ilcjl        i    mr+.I,        1uegc3       5E

agreg{:.   Tr.itdn    X-1{:}{:I   hE`5ta   l`riE`   c:c3ricf=ntracic5ri       +irial       dE.1        1./;

(1.'/v}         dejaric]c:I      ac:tuar      el      dEtErgErite     duraiit.a      5     min        a

tempErE`tura    Etfrit=.ieritE.        EI    E>{tr.actc}   5E.       ceritrj.fi`gEi       a       1=.i=.JJ.=)J.:)

rF.rrf   di`r.arlta*       15       miri       y       EE       c:c:.let:tr_`       El        5ci..br~Eriac]E\rltE..           SE.

d`.-=..i.:Ei..-iTiina+-.{3f-:     i:}i'-c}tt33nE`L:;    E.egl:`n     E?i      rriE..tc{dc:i         c!Et         L.a.irir-y          {j.'j'Eil)          y

acti../idad    dE   FfiL,    5egL'ti.-I   a-1    rr!6t..odc:.   dcJ5cr.itci       E`      cc.ritir`i.`acic:-;r."

E1    5c3ritrEria`-Jarit.e    5E   guar.-dtJJ    a.I    -£{:.J   a   has.tE.`    E.Er    uE;E\dc=..

ii.     rtETEF:MINi4,cloN    DE   Lf3   fir:TI'`JIDfiD   I)E   FfiL    Er.`j   EL       soBF{Er.jfiDfir`]T.E

r}E   cELLiLfls   Tc:-Fg   TF{flTfiDpis   I:[ir.i   TRITciN    x-iJ:-Ii=i.

5E   utilizd   el    mEtc.dc:t   deE-.critci   pc.r   Be55Ey    {1946}    cc]ri      algiinaE.

rric3dif it=acic]ne5.           £E      tcJITiarcJn       2.:)i::i      +`1       dEI        E.c]brEriE`dantE      c]E

cE-1ulE`E.    T[,I--F9    e}.{tr.alc!aE-c=cir-I    T.rit£!r.i    en    3=.i{:i  +il    c3e    an.ic]rtiqLiac]c:.r

g].icir{a    lI::li::i   mm3    pH    li:l{4    qi`E   [c]r!tiE.iiE          r'jg[12       =    ITir.i,        Zn[1=

£   rrir.I,    titriple>:    1    mM.       La   ifr!E=cla   5e   F.rE:.iricuEid   c5urarite   5      rtiin

a   =`7   a   y   la   res.c:c:iE.n    E.E   ir!iciEt   agregaric3cj   i.=t  /.`1    dEI    E.L`5tratc=t

r.t-riitrQ.~fgr!il-fc3±-.fat:c.    I:[iigmr*:i     i::l.4    :J;     I:p .,..'..+)     en        i    iTir.i       c]E       H[:I.

La    f?.!aafc:1a    E.tLj    iric:i`b{::I    c]urante?    1E    mir-I    a    =7    a    .`,.~.1¢?`    r.-€.E|.c:[i6ri        sE

c3E+_i`..+'t-_..    agrE=JQaridc:I    E{.::.I    ul     de    Na.OH    3    I..I.

E].        pir.c:.c3i`c:tt:t        c!6?        I.i3`        rE.e`C{:iE.r.I        E.E           dEt..E~iriTlir-lit           eE:pec:trc:.fc.i-

tc3ff!€J`:r.i. c:arrierit.€ii       a           *q.I::}7          rim ,            ci€..=.C:[ir.it.€mdcJ           I a           hi.dr¢.I i si g

E-€..Fic3r.!t±kr.lea    df=].     E.u:-=~.trci`tc:..        Lc:iE.   rE€;ultadc.o=..    c3e    a.`c:I.ivic],ad    dt=   FfiL
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iii.    §E-LEccloN      DE       ANTICuERF'oS      nor.`I0CLONf{LES       0lJE       DE-TECTAN

f`,I::;I  luirjA[i    [jE     F.f:.,L    E.i``j    ur.`j     lwMiji..`iLiE.r`isfi`f'[i    E.N    Ffi5E     5OLI[>fi     J.EL.Isfi>  .

§E   i`tilizd    la   t€.cr.lit:a   deE.c:rit.a      Par-       C;rowther       y      AbL`-ElzE7j.r.I

{1C?8J.:))    carl    lag   madif icacic3neE.   ql.`e   sE   irldicari.       Se      ac:ti`/arc-jn

i.ioc:i]lc]5   de    i`r.ia    F.1aL`c:a    de?       clciruro       de       rjoiivinilo        (F..VC;)        clE.

[ryriat..c±cr`I    L.atic:ir-at.t:irir=i=     Iric:„     duraritc-.?    h    cciri        ri-_Ii..:l      /`1        cJe=        I.iria

5¥,c)li..`c]  c`ir.I     qi(f:     c.c)rit.{-.`Jr..i:[{E`     i:.i   /.`q         dcJ         9ari.„.I.ia         glc(±ii`11r-"-+         c]e:.         ccirl€iici

anti-garrirria   globulirH3   dE   ra,ta   Ftltrificac]a   pcir   a+inicjad   en      i`na

cc..limina    c]Ei    SeFir.i€Tirc.i{=..t£    4Et    tT:ic.t.i..`.`adcT:1    c.Cin     I(r[.h         qi`E:..         t.enla         i`r.iic!a

c:cJ`,.`aleriterriE-rrl€.19(i   dtE   i`-ate-*.        IJria    ve=    ac.tl..Jada    la       place       lc]5

E.itic}E.   reac:tivo5   r.a/riarielites   E.a   I.lcjqL`Earc}ri   c:c}r.I       una       Ec}li.`c=idii

dE   F`ES      cc]rl   85fl   al    1    -/.   c]i`rarite    i-I`   li   a   tEfi-iFier.atura   aITit:iiEnte,

luL]gc]    la   placa    r=.a.    lav¢!   cc}n    F'BS-Tween-<li=)   ai    I.:).=i   D/;       di`rarite       4

n.iir-I.          fi       lc]E.      pclc:illcicL:.      de          lag         placaE          activadas          cc]n

ariti-antici`erpc.c£.      cj€i      r.Eta       E.€J      agregarcjri      5J.I)      +`1          dE          lc.€`

E.c.tlreriac]an+.eE.    Cle    lc:tE:.    hi[3riiic:.n-ia5    y    lc:`5   Cclritr-CjlEE„     }Eis       F:.lE][aE.

5{...t+    iri{:uba.rc.iri    diirarite    =`    h    a    teffiFIErE`ti.`ra    arribler.it.t?       c:I       t,c=Ic]a        la

ric:.che    a    4    C'.         Lueqc:{    E.f:i        ic-'``+.arc:in        4        -`.JElceE        F)c`r         4        rriirl        I.c.r`

F'.E{.3.-Twc-?err:iL::)    al     I::).=t    ?';    .`r'    €.e     irici..`barc;ri    di`r€+.I.iE     la    ric<c.i-:E    a    4    c3

c:c3ri    el    E.oE.reiiadarite   del    a:>{t.ractci   dc=:I   cEJli`las       T[::-Fr+`       trataclas.

{:c:iri    Tritdri    :#:-1i::}i:='J,     que       pregE.Eritatia       €tcti.`/idac3       dE       FfiL.            Lag:`

i=i3c-`caE-£e.1g.i+'arc:"    cJe    ia    ma`rigrT|    .I/.a    Cie5c:rit_a       .`/       s.e       rEVElarc]rt

•Tigt.-€:~JgE`r-Idc!     a     c-ac]a    Ftc=.c:.1  I  i.(-.`     :.:-.':=}   /.`].          dE         I.+.`!itrc.-f€?I.ii  I-.+I)5+a.it.c.i          1

".H3r.`rril     ei-.I     amL3rtigi`adc:ir.    ttlc.ark:icH-.iat.Ci    FiH    9.`-L`    .`,     r'ig[.i.a    I.1    fri!7i.          L.aE

pli.3`=:g`5    e:.tL]    iricii+_iar..{:!n    Fic.:ir     f    ri        a        1.eITiFi(3ratura        arriL..iErite        .`,'        .1a
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rEa[c=idrl    E.a   dEtuvc3    agr.egBrldc3   EI[}   L`1    dE   NE\OH   =`   N.

El    pr.c}c!ii[tc]   c]E   la   reac=c=idn   erlzimitic:a      E.a      dEtermind      de      la

friarlE-r-.a   aritEE.   c}E5[ri+.a,    dilu`/'er!c]c3   c:ada   pocillc]   I:c3n    =[}€}  +il       dE

agua   I.idE5t.ilada   y   sE.   le../'¢.   en   l`na   I:l`bEta      c!g      I).:.      ITil.         Lc]5

result.adc]£   del   EL15fi   sL»   E>:Ftre5arc3rl   En      unidac]e5      tc3tales     c]e

ac:tividac!   erlzirriitic:a.

F.REpf}Fi'ficI0N   DE   EXTRfiET05   DE   TEJIDO§   DIFER.EN[IfiDO§

HEiiT!bi.-a5   dE   ratdn   de    la      c:E7Fia      [F1       +uE.rc:.n       5a[rifj.I:ac]aE=.      F.c:ir

dislrjcac:i£!r`!    c:Er-vicE.`1    y    5E~.       leg       E}:ti'-Ei~ierc]ri       lci€.       r.ific:tneE.,       c-I

h±iiadt]   y   el    inteE.tinc}.   c]c-lgac]c:I.       F`r.E.vic]   a       lE`      hc:.mag€.rii=acid-{rl

lc]5   dr-.gario5   EE   la`,Jarc3n   carl   F'B§   .`/      E.E      FtL`Eierarl       En       FIBS      qL`E

c=c3ntEn±B   F`r'1SF    1    ITiM    y   traEilc31     1    mM    a   4   a.        El    h±gadc3   y       lc{5

rift.c3rie5   EE      ht3fricigeriizar-c3Ii      eri      un      aparatc]      c]e      I)c3urlce.          El

iriteE.tina   5E   llenEt   cc3r.I   F'85   y   5E.   irici.`bE.   =`J.:}   rriiri   a   =`7   a      y      e|

eFiitelic:.   dE.   rE../E5tifr]ieritc3   C]€-1    ll`rrien   5e   E>{tra_ic.   ra5paridc:i      cc3ri

i`n    c:uEtri3   c:tbjeii-.ci`{.       £}   [adE`   i.ina   c3E.   EE.tag   rjrEFtaracic3riEE.       5e       leg

agrEtjEi,,    di`rar.itE   =t   rr!in,    Tr.itc}r-I    X-l{:}i:.i   has.ta   uria       c:ctnc:a.r.it:rac:iclri

I irial    del    =`   i:   ..//v.       LltEgt3   5E   cer!tri+ugd   a    lE.J:}{:}J.:}   rprri   di.`rante

iEi   {riiri,    E.e   [c.lEi=tf;   el       E.c:.E!lr.ena.c}aritE      y      diali=E.      cc}ntra      F'85

dL`ralite   =`   hA

i)eb.ic3c:.       a       quE       lc:.5       E.}{t.r.ac:t.c}E..       Fir.Eparac!ciE.       clE       eE:.ta       marigr.a

I:trEr=.g3lltarr=.rl       hE/r!ol i.EiiE.,        SE       rEaliziELr-C:{n           e}:pEr-ifTIEntc3E          cc3rl

ar.iiml-il£€:.   F)Er.i:i`r-!didctcLi.        Lt-I.   I-)a-rfl`E.itin       5e      rEali=d       iriyEc:taridc3

F:icJi.-.    la   cctla   Etl:=ll::i   ul    dt?   heFtar.iila,    .:I.       luEgi=i       5tg       perfi`ridib       c:c:In
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F`revic3   a   lag   eri5ayc3s   carl   lc35      antic:uerpc]E.      5c-      dEtE.rminc5      la

ac=ti`/idad   c]E-Ff}L   dE   log,   E>{trac=to5.

PuRIFICACI0N   DE   ANTICLIERPO§   MONOCLONfiLE§   DE   RATA

F'ara   purif ic:ar   lc3s   ariticuerF`c35   mc3nc:{c:1c3rlalEs   de   mayc3r   interg?5

5€?   L`,ti].izti    la       t€c:nica       clel        ac=idc:i       caFnr-Ilic:a        \'St..E?inbuc:r}       .8<

fit.idrari,31¥,ilrT'.`).        5E       tom(::I       .1       tril       de.I        5c]br.Enadarit€E       c]e       c:ada

hibridc}ma       coric:entradc}       aF:<rcJ;`:imi3ddrrieritE       IJ.=l       .`/t3cEs       mEc]iant.E

I ic:.fil.i=aciElrL        Lc:iE.    Et.ntic:u€.rF.cr..5:.       c:c}rlc:Eritradc:i5       s`E       c]ili`y€.r-c}ri

c:ori   f   in}.    dE   arric:.rtigL`ac}or    ace-tatc]   i-},I::}6   H   pH      4,       c:ibtEr.ii€ridc!5e

L`rra   Ec}1uc:ic'}ri   I.c}n   F{H   4.a.       5E   agregarcJri   lerittl=mErltE   74,7   ul    cle

ac.idc3   I:aprllicc3   al    I?9   }:       (E3igrria)       y      5E.      c}E_iE.      En       agitac:idri

•i/igc}rc3scTi      duraritE      =`{:i      miri      a      temperatura         afribieritE.            5e

c.Er.itri+ug[-.(   a   9.i=}{:H:i      rpm      durarite       =`{:}       rriiri       `t.       5E       st¥parc:.      el

Ec3br-ErladailtE.       El    prE[ipitado   5B      rE5u5FtErfcji±t      en      =      ITfl       c!E

aiTic]rtigua.dc]r       ac=Etatc3       I),I::115       rjl       FiH       4t8       .:.+'       5E          vc]l`+id          a

cerit,rifugar      c]llr,antE      3{=i      min      a      la      rrii5iTi€`      ../EIBcic]ad.          5L]

jurita.rcjn    lc35   E,c]brEriadEt.rite.E:..       §E   ajl`E.tEj   el       pH      a      =t,7      y      5E

diali=c3   c:oritra    a.ITic=..rtigucidc.r    Ei[gtati=i   {J,i:115   ri   I:.i+   =.57       `.r       luegci

cc}ntra      F'85.          5E      c3EtErrriirlc:{       la         caritidac3          de         I:.i.-.I:tl-.cJlria5

Fiul.-ificadas.    5egL'`n    E.1    fr!€5tc:.dc]    dE    Lc:.wiry     i.19=ti.`J.
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TIPIFIcfi[I0N   DE   I§OTIPOS   DE   fiNTICUERF'0§   HONOC=LONALE§

La   c]eterrriinac:idn   c}E   cla5eE.   y   5L`bcla5eE.      dE      lc=.a      antic:L`erF}c3E.

ri.ic]ric}c:1c}rlales   dE   iri+.er55,    EE   r[-alizd,   c:c]ri      L`n      t.eE:.I       cc:im€ircial

rifjtenido   dE   Z`/nriEc]   L.cl:bc}rator.ieE,   Inc,    ql.`E   l`tiliza      antic:l.`erFicJ5

flic{nc3c=1c]nal@E;   dirigiclc}E.   cc3ntra    lc}E;   5.igL`ient..E5   iEt`tiF3cjE;:     Ig=a,

Ig='b,    Ig£.I:,    Igfi,    ISM   I-IgE,    frlar.c:adc35   c:ori   biotinfl       (Bazin      ef

aj.„    1986}.          F.are.`      detE.rrr!iriar       lc}E`      iE.c.`tiFic:ic_:      5e      activEiron

plar.-ar3    c]t?    F"`..'[::-cc3n    51::}   +`1    c]El     5t=tbrEn€idar{tE    cle    cada    r.iibir.idorr!a    t3

c:{:.n    a-{ritj  cu€€.rFtc]E.    nr!Cinf.1Clor!al€?E.    Pl.trifj.C:ac]c:.E.,     dL`r-ante    :i:I:i        ri-.ir!        a

=`7    co.        LE`s   plac:aE;   5E.    lE`varc.ri    4    vc-[eE.   c:or}       F.BE}-TWE?Er.I       =:i::)       al

•::i,I:l=j   %   `/   5E   agregEI       a       cl.ifErenteE:.       pc=icillc:i5      5t:i      +`1       de      ur.ia

5c3lucidr.I         quE         I:C}r-ItEnla         lcl5         E\nticuErF{c3s         ariti-i5c}tipc:i

bic]tinilaclc35   en   F.83    {J.:I,I:!1r'1   FiH   7.4),    Etsfi    al     1.zf       y       azida      c]E

5c=<c]ic=.    .:},.:15    %,     dur.ant€.    31=)    rr!in    a    =`7    °n         LiEi5:,    plac:E`E.    E.E-I.[|vEir-c:.ri

cje    la   fr!i5ma   friarfr¥ra    aritE:-E.   deE-.c=rita    y    luEgc]   Ee    iric:L`tiEt   c:c}r..I       L`ria,

E.alucic5rl    qua   c:clritenir±    s;trei=tt:a...Jic!iriE.I    ccir-tjugaclE`   ccjr.I    Fierci>{ida5a

en    F.88     I:i=}t{:11    Pill    pH    7,4},    I(Efi    al        i    'z:,        gl]..c:erc.1        al        4i=)    .z:       .:/

rriertic#1atcj    al    I:),{:}E   :z:,    dL`rarit€.   =`{:i   friin    a   tEfr!p€iratil.rc-a    art.i{:tier!tE.

Fir.Ialrrle3nte    laE.   Ftla{=a51E`'../acjaE.    5E   rg..`fElarc]ri    agreE!andc31i=}i=i     +`1

c]c?       uns       5c]].ucidn       qur=       c:ci..r.!tEn±a       el        E.u5trE`t.a:I       £`iBT3        {acic3c.

=¥=.-aEifrlc3-c]i-I.-c-til-beri¥itia=Cfl irlB    5uLfrirfj c=c:I)     cjL`rE\riitE   =`i::}   frlirl

a   tgmpEi.-atura   arribierite.

i..:c..irri{=i    c=c]r-ttr-c:tl     pciE..iti`/tl.i    E.a    L`E.±i    5utr3r{:t    dE    r.al-.E`    di  lu.i.dc`     1  :  1{:I        I:c}r-I

FIE(E`.,        LCI.=   FnTc:i i lcis:.   Pcj5iti.i+.-C35    E-e=    rEcrjnc(c:iErori    `/i€.I..ialmeri.tE   Ften-

5u       iritenE.c:I       I:c=.:lc:.r       tL`rquE.E.a.       y       tc-±rribiE?n       E5F)E-c:trc-.`fcr.itc3ri-!Etri--

I.arr!Ent.e},    rnidiEridc:.    lei.    aEI!i;c:irE.ant.ia.    a    4.1={    I-ini.
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ELEt=TROFORESI§   EN   BELES   DE   POLIA[RILfiMIDA-§D§

La     Electrc)fc}re5is     se     rEalizd     en     gele5       vertic:ale5       de

poliac:rilamic]a   al    11   %   p/v   en   §DS   al   r.},1./„   5eg[m   el      mEtodo

c}E5c:rito     rjor      Laemli      e±      aJ,       {197=`).         Lag     mi`Estra5        se

prepararc]n   rrlE=c:larlclo   =`t:I  +`1    c]E      E>:tractc3       {cc]n      un      contenidc]

aprc]}:imaclc]   c]e   5{:}   ug   cle   prote±na5)    y   =`£}  +`1       dE      LinE\      50lu[idn

qua   contenla   lE.   };   dE   C3licE.rc:.1,   5   ./.   dE   2-mErcaptc}etaric}l    y   =`   ./:

de   SD§   E3n   arric3rtiguadc]r   Tri5-HC:i    62,5   rriM   pH   6.8.       Esta   rrlEzc=la

5E..   hir.v`i6    E`    1i:)J.=}    a    dL`rarite   4.   rriin    y    5E-E{Filic:E`rcjn    a].    gel.           La

elEc:trc:tfc3resis   5e   r.ealizd   a   41:)   vc.Its   For   1=.   h.       L.c35   gelEF,   5e

fijE`rc3n   y   a:+a   tifferon   c:c3n   azul    dE   [c}c3rrllTlaE;sie   cc3rrici   deEc=ribE   la

tdc:riic:a   c!r.igirial,    y    luegc:t   E=.e   EliITiiri¢i   g1    E>{Ee5c3   de       c:c}lorE.`nte

Eri   uns   5c]1uc:i6n   de   MEtBnc]1    al    5t:I   7:   y   icic!c:I   acEti[ci   al    1[}   ./..

TRfiN§FEREN[IA   A   NITRO[ELLILOsfi   E   INHUNDRREVELfiDO

Lag   prc3telnaE     5Eparac]a5     F.c3r      elEc:trofc:ire5i5     en      gEle5     c]E

pc3liac=rilaITlicja,   se   transf irierc3ri   de5dE  el      gel      a     papel      c}E

nit.r[.[Elulo5a,    c]E   ac:i`erc!c]   a   la   tEc:riic:a     deE.crita      pc3r-      Tc]wt}irl

et      aj,       (1979)       rrlEc]iar!tE      un      aparatt:{      qi`E      ct3rigistE      Eri      iirl

5arta`£..ijt=h   c}e   2   e5pc:.n.iaE.   plE`5tic=a5,    ='   1amiria5   dE      papel       =`   MM.

Ia   l±ITiir!a   dE   r!itrc:icelulc={5a   y   el    gel,    tc]dc}   EE.tc}   pr.En5adc3      pc]r

f lEjes   plasticc35,   eritrE.   a   5c3pBrteE.     clE     pla5tj.c:a     F{Erfc3rac}c„

E].    tr-a5pa50   5e   hi=c3   a      4   a      y      =`{:}   `J      en      i`ria      soluciEir!      qi`e

conterlia   tri5   75   rriM   y   rriEt.EtncJ1    ={:}   }:5    pH   a.4.

Tc3da51aE,   etaF.a5   5igu,ieriteE.     5e     rEalizarc3ri      a     4   °G     y     en
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agitacidn      sL`E\vE.          El       papc-1       C!E.         nitrc:icEIL`1BE.a         cc]ri          lag

protE!ria5     transferida5,      5EJ     tratd     durarltE     =`     ri     ct3n        una

501Licidn   c]e   EIsf-\   al       =`   ./.      en      F'El§,       pars      cu[irir       lc]E:`      sitic.iE}

react.ivc)s   librEs  dE   la  nitrr.celulcJsa.      DE-sF"Jig  El      papal      5e

crjrt..d    en    I.iraE:.    c]E.   .::i,=j    £`    1        c=rri       de       al-.ic.hc3       qua       €.E.       inc:ut:.arc}rl

di`rari+.e     24     h     con     el         primer      ,aiitic:uErpc3        Sin        dili`ir

(sc3brEncldarit€.   dr=      hibric]c?niiLi).           LL`E.gc:I      5e       lavar.c}n       4       vecE?E:.

di.`rant.E   4    in.in    cc]n       F.E§~TWEtiT.T.3'=)       al        {:},1.r.:       -./       5i=       inci`b.iarc3r.i

c!ii.i .... arit.E.1=.:    h    c:t]n    un    5=,f:€juricjci    Ei.I..it.j.I.L`Er-r_ic.-;        a.riti -.r.at.a        I:ririji`t-!iiL:lei

c:c}ri    Fier{=i:*.ic:lag..a     {5igrr".a:i     dill.`ic]cJ     i:  1I=l[:}J.I    cc3n        F'E`'5/Bsfi        al         1     y..

r}E-E.Fii`GE,   E.e   F7r.I(I:a.dic3   a   lE\vai'-lie   la   friEir.iEra       ar!t.E-=`      cle5rrita      y

+inaln.;a,iite,   5t=-       agl.~egd      Lil       E.;I`.`¥.Era.i-.ci      prec:iF:it.E`rlte      4~i~=ierc..I-1

r!a.ft`31,    i::l,6   frig./J?il     erl    tri5-H[1        5i::l    friH7        r`ja[l        ='1:1{:I       rr!F1,        pH       7.4,

H2C}2   {J,{:)3   :z:.       La   rEacciE.ri   5EI   cletu\Jc]   F.c}r   cliluc:idn   c:I.r!       agua

deEiE i I, ad a .

I NNIJNOF.FtEC I P I Tfi[ I 0N

i.     mfiF:cficlow    `-,.I    F'F:EF'fiF:firjlor..I    EEL    EXTF:f3L`T-[i

St¥   uti].iEc:I       la       t€criic:a       c3elE.crita       Ftcir       l`.::EE.E.1Er        I:198=.)        cc:{r-I

alguriaE,       r!-fc:{c3if ic:aEic]rfEE..            L.c3E.       Ci{1tj..t/t]5           cjE           c:±li`1ae±~.           cjE

I.:eratc3carc:irlc}ITia   5e   rrlarcaiL-{3n       dE       la`      E-igl`ie;itf=      flrlariEraE           5E

ci`1+.i..+arc..n    ct±1ulaE.   er.I    Ftlacasr:.    c!e    3,E    cn.I   dc-:.   c3iarr!€.tr.c.        I:Ftl:1cc:.n)

•./.   uria    ...'€.=    a3.carl¥ada    la    ccJrif lL`Ericig`    =.g      rt?t3r-c:i       el        iT!E?c3ici       de

ci.`lti`/ic3    y    E:.e       la-./arc3i-.I       =.       .+eL-¥E.       Ecw       6r:::r`j.           +r3       lag       c:±|L`|ag

ac]h€3ri\c]a5:.    al     E,ut3tratL-i       E.g    agregti        1,=.:       Ii}l        de       (r!E.dic=i       Ill.{riiITI.I.

eE.Erii=.ial     {t¥!Er'1)     c3g   Gibcc}   freE.Co    E.in    mt=-tic3nina,        qL{E       c.c3ritErij:.a.
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silerc]   fetal    de      bovino      al       ='   ./.      dializadc.      flrl&E      5C)     /.`[i       de

nTietionina~S=.5     (Arrier.cL}r-iarl!    Labs..  ).        LEiE.    cElulaE.    s.€..       ci.`ltivarc}ri

grl   preserlcia   del    amiric}dc=ldc:i   ITlarcadc=I   dL`rar!tE    1=i   h.       Li`ego      5E.

Elirriirid   el    sobrerladarlt.e   y   se   la.v.a   c:c]ri       Gh..`r.`J.           Firialn-ierite      E.e

a{~]regt`   {.t,E.I   ml    de   E.rJluL-ifiri       [iL...N       y       €,e       5acarc`ri       lag       c:€lula5

sua`/emEnte   carl      L`ria      eE.Fldtl`la      de      gc:irria.          La      sue:.periE:.i6ri      de

c€1ula!=.    ccllEc-.tada    €?I-I    l`n    tut.ic.i    d€;    FildE:.tlcci    E.Ei    cer.itrifugdi    1    min

a    12.{=1{.-.)I::.)   rFirri,    al    5c]brenadallte    5e    le    agreg6    L`ria    5cili`|=ifjri       quE.

ct]r`iteriia     I.`.i,.:\[`.3        ]9i::J     tTil.-I,      t.r]€;.     Hr_:i      l=.....~J     mr'1.      FIH     -.4.      E:T/l./Li          6     ITir+i         I:iH

6.E!,      l-r.ittln     }:~1i..J[J    =',=.i     ''/:I      i     mr'i    dc-:.    +.rag.i]cil          .`,+         I      rrim        clg        F.f`-iE`F

i:3cJliic-ic=ir-I    fi).        La    mE.=c-lI:\    51=    agit.a..    5uavenierit.a       eri       |`ri       vorte}t

Flat.-a    €.rjltar    c-1    pellet,        s.,I==       agreg£.I       =.   .i..       c3e       SI)5       en       tamFic:iri

t.rig-HEl    .`/    5e   calEritL4i    di.\rarlt¢:.    :I   rriiri       a       ?=!    a.           E.i        L}T.`jfi       E¢:.

rcJrrlpi6   pc3r    5c:inicac:i€iri   c]i`rantE   2C)   s.

I 1.     F'F`'EINCuEtficlor.,I   Cc}N    F'FtL]TEINfi-fi-SEFfiF:osfj.

F'arai.    elimiriar     lcjE.    c.cm-IFic(nErite`E,    del    E.:{tractc.    quc]       g=.E.       ur.ier-I       en

+orrl.ia        ir-ie€.Fiec:ifica       a.`        la       pr.c:it.e±rta-fi-5E.i a.rcisa         I:E.`igri.iil)        g=.€?

prEinci.`ti¢!    c.ada`    €~J}.:t.rac-tc)       nriE`rcaclri       c:ciri        =`1.:/      +`1        dE       F'rcitEIria-

fi-E,c.i arc!5a,    F!re.`+`.i.arner-itE    la.`/add   cc]ri    solucii=!r;       f.I,        cji.I.rarit..E       15

frir:r!     ..,      i=i...`oi     a.2it_at::l±tr.I     .=.ua.`+'c:..          S€-'     Centrlfu€!i±.1      rriir.I     a      ]='.I::)i:){:J    rF.irri

`,,..     `=-:.e     i33   i  (I.ii  ric.3     €.i      €:.c:.br€?I..!adE`r.I+.€..

i  i  3..      Ir,j[:uE{ri{=IOw    I:rjN    Lti€Li    fir.`jTI[:uEFipoE`.

t.`€..    cTirjrEi=tEi    a    c£*cla    €i>`tr  a.c.tc-{    adEc`rt:Ildci    cc:iri    Firc:.te3na        ft,         =5i:i   +`g

c]c-:f        inmilr..ic:.globi.`].ir.ia±-.        Fil..`rif lcacjas,       cje        lcts        hit-.r.idc`irr,€t5           cc:iii

c..c-iFiri  i  at.c:..                 5Er            :i  nc:l`bct            Ccjr-I            el             arit.  i c.-Ll.Erpci                cliir ar.it..c-i
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aprtj>:ifriadamente   15   h   a   4   °C,   en   agitac:idn   suave.      Debic}o     a

qi`e   log  anticuErpc3s  monc]c:1onale5  gran   de  rats,   fug  neEe5aria

incubar     previamEnte     a     la     ProtelnE`-A-5Efarc3Ea,        c=c]n        url

antisuerc]   clE   c:c3riEjo   c:ontra   irimunc3glc3buliri&5   de      rats      pc3rquE

lag   Ig   c]e   rats   no   E.a   l.`nen   a   prc}tElna   fi   (I(E`zin   e+   aJ„    19a6).

§e   agregd   15    ;.il      de     suerc:I     anti-rats     c}E}tenic!c:.     en     c:onejc3

{Sigma)    y   sE   incubd   clL`rante   1   h   a   terripEr.atura   ambientE   y   cc3n

agitac:idn   siiE``/a.

i v.    INcuBfir,I[iw   cow   F'Fi'[}TEI.r`jfi-fi~5EFfiF!05fi   y   Lfivfi[)D.

5e   agrEg6   5t:I  +il   c]e   pratElna-fi-5Efarc35a   y   EiE.   inci`bd   dL`rE`nt.e   4

h   a   4   -C,   c:c}n   agitac=i¢.n   rc}tatoria   5L`ave.      Se     c:entrifugt.     y

se   elimirid   el    5c3brenadE`ntE.      Lag   F}cl:rtJ.cL`la5   c]e      5Eifar.c35a      5e

rE5uspendiErc3n   en      1      ml      de     5oll`ci6n      fl,      C},a   -/.     SD§.         La

5usperi5ic5n   5e   agit6   durante   Et   min,   5E     cEntrifugE.      a      lz:.i-}J:}t:i

rpm   di`ra!itE   1      min      y     se     EliITlind     el      5c}brenadE`nte.         E5te

procEc!imiEntc3   de   lavadcJ   se   rEpitic5   5   vECE5.         FinalmeritE     5E

la.i/6   dE   la   rrii5rria   rr!ariera   perc3   E[!ri   I.r.iE.   E[)Tfi    11-i   mM   drjE,   vece5.

v.    ELEC:TF`'OFORE§IS.

Lag   5E.dirr!Erltci=-rjbteriidc35      5E     re5l`5F.Endierc.ri      en      ri{:!    /`1      clE

mEIcla   denatur.ants.      Lag   mL`E5tras     5E   caleritarciri      dL`ran.te     ='

nTiin      en      i`n      E{aBc:i      de      agL`a.      erl         ebullic:it:.rL             Luego         lc]E.

pc{lipeptidas   mar-c=adc35   5e   sEpararc}n      F:(c3r      elEctr-c3forEsis,      eri

gelE5   dt±      pcdiE`c:rj.IBmida-SD5      al       11   -/.,       c:c`mo      se      cle5c:r.ibid

ariteric3rmeritE..      La   Elec:trcJfc3reE.iE.   5e   rEaliz6   a     8i::i      V      ha5ta

que   lag.   F.rc3te}riE`5   5alierc}n   del   gel   Cc:.ricentraclor   y      luegci      E`E.

5ubi6   E1    +.rjlt.aje   a    lE}{:}   V.
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Arlte5   dE   la   e>{posicidn,   el   gel   se   deshidrat6   tocla      la     nc:iche

En    Dmso,    con    agitac:itjn    si`a`/a.    y   reric:I.v.cir.idc:I       ='       vec.€.E>       el        Dr'15C]

dilrante    la    i'.iltirrita   hc}ra   d€.    la`/adc:L        Li`c]gci    s=.e       lnc.i`[it..       =`       h       a

temper-atura   ambicJnt.e   y   er.I   {JL-.scllridac]      cori      i`ria      sc]li``=idri      cl€.

[tl+.l§O   y   2,=i-diferlilci>:azc]le    {F'F'0)    al     li=j   ./.   p/v.       El    gel    se   la`td

1    +I    cc]rl    agi(a    de    la    lla.`/L»    erl    C3l=t5CL`ric]ac]    .:r'       p{JsterlcJrrrlEritE.       5e

e:.tT.c.ci    en     un     I.I[-iFiE.I.      fi  lt`.r.a(    WhcTit.mE.`n     de    :?`    rrim    ci€-E?s[ie?!=..rir.

El      gEJ15ec.c:..      5E     Lc:ilc.t.-{=I     c-..n          I..u..I          cr.iE.`E=.ir=..         eri          c3{:.ride          E.6L-.         6:+„Fli.`E.I.

durante   4   diaE„    a   -8I:.J   C',    a   i`na   pellcula   +.::c.dak-X-Llr..lAT-AF:.



RESULTADO§

INHUNIZACI0N   DE   ANIHALES

Cc.n5iclerandc3      la   diver5idad   de   mEtc3dc:.5   cle      inrriurlizac:idri      qi`e

5e   hah   u5adc3  pars   la   c}bterlc:i6ri   de   anticuerpc]5  pc3liclrjnale5   y

mc]nc<clonalE5   dirigidc39      c:cJr!tra      antlgeno5      qua      5E      e>:preE5cl:ri

c]itraritE      el      c}E5arrollcJ     F.reirriFilantacic3rial,      fug        riece5ario

iriiciEir   riue5tra   trat.ajc}   dEtermiriarido   lE`5   [c}rldicic3nc=.£;   6[:itinrici:s

clL5   irifriuriizaci6ri   cc3rric3:    el    ariimal    de   e>{Fter.irriErltacifin    (ratcl:5      c3

ratoriE5)  ,    el    arit±gEnci    I:Erribrione5   prc-irripIE`ntac:ic3riE`le5      c:.      c6-

lulas     TC-F9),      la     `/ia     dE        inmL`nizac:iE.ri         {peritc]riEal         a

Eridc]../gnc35a)    .i,+   el    u5c3   de   cc)adyu..tante5,   Pars   c}btEnEr      un      bi`erl

r|ivEl   de   irimuriizclci6n,   Sin   lo   cual   la     prt3diic:I:ic5n      de     anti-

cL`erpc35   ITic}ric3c:1cJr!alE5   nc3   habr±a   tenic}ci   bueri    E>{itc3.

65

§E   iriiciaron   er!   fc]r-rna   Paralela      C!C3E.      Prc3tc3c=c]lc3E,      de      inmurii-

zEi[i6rl   difereriteE.:    uric]   5irlg±rij.cc:.   y   ot.ro   >!eric]gErlic=o.         Eri      el

prirr.Erc]7   5e   ir!muriizarc3ri   ratc3ne5   jc5vene5   dE      la     cEpa      Balb/'c

I:uri   mE{chr;   ..,+   uria   hEiITibra)    y   de   la   cepa      §l.Ii55-F:c3cl::EfEller       {ur!

rr!E`chc3   `/   dos   hembraE.),       pc.r      via      er!do`/erlc35a      c:orl      riidrLtla¥      c3e

ratdn   dE   8   cGlulaE.   c=t3r!   zc:ina   Figl[`c.icla.       EE.te   protc=.cc31c:i   na   did

re5ultadc35   5atiE-fat=toric3s   `/   nc}   5E~   iriteritd   rEpetirlc].

E1    5eguncla,    cc3n5i5tid   €jri   ir!ft-iunizar   rataE:-.   jt5.+jenE5    (2   rrlacho5   y

=`   hEmbra5}    de   la   c:eF.a   3pragl`e-DawIE`/.,    pc3r   `/Ia   enc]c]`+E!ric3E.a   I:ori
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m6rultl=5  de  ratdn   dE  a  c:Ell`lE`5,   de   la  cepa   Swiss-Rot:kefeller.

Cc}n   e5te  protocolc3  cle5pue5     de     la     terc:era     inyecc:i6n,     lag

rata5   pre5entarc}n   tftulo5   c!E   alredec]or   de   1.{}C}C}     dilltcic]nE5,

mEdiclcl   pc]r   citc3to>:icic]ad   a   irlITIL`nof luorEsc:Erlcia   inc]irEc:ta   c=ori

fridrula5     de     ratdri      dE        a   c:±1L`1a5.            Estc35        ariimalE5        se

considErarc}rl   bierl   iriflrlunizados   y   5e   clejaron   repo5ar   pars     qi.ie

clesc=Erlc]iEra   el   tlti`lci   de   antic=l`erpo5,   previo   a   la     iriyEc:cidn

de  rEfuerzr.   y   la   fu5idrl   scimcitic:a.

Mag   tar.dE   5e   er.i5ayd     un      terc:er      prc3tc!cc}lcl     de      inff!unizaci6r}

taITILjie}rl   >{Enc3gE?nic:ct.       En   e5te   C:a5c}   5E      inyec:tarc3rl      rata5      via

erida../Er!rj5a   cc3r-I   cElulaE.   c!e   teratc{c=arc:iriQrria   clE.   la   llnEa   F9      dE

ratdn.      Despii\5E`   clE   la     primers      inyEct=idrl      lc35      animale5      {4

heITlbraE  y   un   machc3),   prE5Entaron   un   tltulo   ciE     alrEdEdor     dE

5{:)[}   dilL`c:ic3ne5,    mec]idc}   pc3r    irlmunc3f luc3rescencia    inc]irEc:ta   c=c3n

[Elulas   T[-F9.      DEspuE5   dE     la      irlrriL`nizac=i6rl      E.ecundaria     5e

alc:anz6   Lm   titulc]   dE   1.Cloo   diluciorle5,    meclidc}      c!E      la      nTii5nT!a

mariEra.          La      inmuiii=ac:i6n      tErciariE`      de      lc:iE;      Etnifr!ale5      ric3

aL`merit6   5igrlif ic:ati\+arrlentE   el   tltulQ.

PRODUEEI0N   I}E   HIBFtlDOHfi§

§e      reali=arori      5      fuEic:inE5      5c:{rridtica5,       c:c3n      lc35      linfc3c:itc]5

espl6nic:c3E.   cle   lc}E;   ariimale5      qL`E      ITlt:{5tr-arc3ri      re5pi`e5ta      irimL`-

nc3ldgic:a   c=c]ntra      mdri`1aE`      y      c:ElulaE.      c}E      tEratoc=ar.cirlc!ma      clE

rat6ri.      Sin   efribargc:.,   5dlo  en     dos     de     Ella5     5E     c}btuviercir.I

hibridc3rria5   qi`e   c=rec:ierc]n      En      fc3rma     eatable      y     pgrmitierc3n
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c:ongelar   in[.c..ulos.      En   aITiba5   fu5ione5      se     L`tilizarc}n      rata5

hembra5.      Uns   dE   ellas   inmunizada   con   mdri`1as   de   rat6n   y     la

otra   inmuni=ac]a   con   celi`1aE,      cle      teratocac=inoma.         En      ambc]5

cae;cjE,   se   L`tilizaron   celulas   dE   ratdn   de     la     lines     mieloidE

parental   N50/2  pars   producir   log  hibridc}mas.      A   lo514     d±a5

dE5pii6E.   dE   c:ada   fi`5i6rl   5e   irlic=i6   la   Selec:cidn   de      hibriclc3mas

5ec:retore5     de     antici`erpos       mediante        inmunof li`ore5cencia

iridirf*cta      cc3ri      c6lulae5.      de      ter.atc:.carcincinria      ci`1tivadclg,      en

plac:as   dE   96   pc)cillc3g   y   fijac]as   cc}n   formaldehido      al       =`,7   -/..

E5ta   {ijac:ion   nc:i   perflrie>abiliza   lag.   C:6li`laE.,    pc3r    lc]   tanto,       la

reaccidri      pc:I5it.iva      pc]r      inmi`nof li`oreE>c:encia      c=orre5pc]nclE        a

epltc3pc]5      qL`e      5e      enci`eritran      e>:Pl`est.o5      eri      la      sL`p€?r.+icie

cel ul ar ,

LQ5   hibridc]ma5   5Elec=cic}nac]o5   sE   e>{pariclierc]n      verif ic.aridci      en

c:add   etapa   5u   reaccidn   po5itiva.   cc.n   I:6lula=-.     TC-F9     mEdiante

irlmi`nc3f luoresc:er}cia      indirEcta.       DE         log         hibridoma5         qi`E

c:umplier-arl   e5tE   rEqi.lie..itci   y   pre5entarcln   crecimieritcj   vigorc]5ci

5e   Firepararc.n   =`   iri6culc.E.   c]E   aproximadaITi@nte    I.    >{    1C)6   ce|i`|a5

pc3r.   +rasc:c3   y   sE   gi`ardaron   c:cjngeladcJE.   En   rlitrdgenc:I   li'quiclc:i.

Lc]e:.   hiEiridarrias      Sec:rEtc]rEs      dE      arlticl.`erpcJE      CiE      interEE.      sE

clesignaron   c]e   la     siguiEntE     mariera:         Erl      pri(rier-1ugar      se

iridlct:{   el    antigenc:{   en   for.fria      abre`/i.ada:          Mc:ir        (marl.`la)  ,       T[:

I:teratocarc:iriotna).      Luega,   5i   era      rlec:e5ar.io,      se      indic6     E.I

riltm€€rc3   de   I.a   place      en      qi`E      i=recid      El       micracult.iva      y      la

pc]£ic:idr.I   d€:   6£.tEi   en   i.`r.I   ejE.   de   c:ocirder.Itl=das=.       cartEg;.iana=-;.           En

el   caE.c3   de   lag   reclonaciorieE.,   5e   anteF.usa      la     Flosicibn     del
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mc]rioc:lan   a   la   degigria{:idn   original    del    hibricloma.

En   la   Table   1   se  mi`e5tra  el   rendimiento  de  cads   uns     de     las

fi.`5iones      somatic:as.         De      L`n      tc}tal      de      6=`2      poc.illc]E.      con

c:i'-ec:irriientci      sE>      c}bti``/ieron       176         hibridc}ITia5          qi.`e         {ileror.i

pa5itivc35     par.      inmimc]f li`c]resc:Encia      inclirect.a     cc}n      c:6lulas

TC-F9.      En   la   primers   fu5idn,   sE.   sembrarc}n   I84   pc)cillo5   y   en

tcidos   hubo  crec:imientt].      El   sobrenaclante     de     £2     hibridomas

fi.`e   po5it..ivc:.   c:all    c€:.ll`laE.   T[;~F.9       y       de       ellc.5,        1r;'`       mciE:.trE.irori

r€.ac:cic±n    c..r.i`zacla   C.or.I   €.friE`ric.ne5   Preinripl aritacic:.nale5.           CL`anclci

5e      e>:pandiercin,      Edlci      7     crec=iErc}ri      en      +c.r"`ii      e5table        y

per/nitierori   ct3rtgelar   indc:u].oE..       Finalflrierit.e.,    d€.      eE.I,a      fi`5idn

5e      logrd      rec:1{3nar      =`      hibridc3nria5:       Mcir-F2f}6,       Mc:.r-H6E{2         y

Mc}r -G6D= .

En      la      segi.`nda      fl`5idr.I,      de      684      pc:{c:illcJE.         5embradc3s         5e

t]bti.``+ierc3n   248   pocillc}s      c:c3n      crec:imiErltc3.          DeE.pL`E5      de       la

primers   5elEc:c:idn,       con      c:€1L`laE      TC-F9,       5e      e>{F:.andiErQn      a.

F.lac:as   de   24   F.ocillos      i54     micraculti.`/c}s,      y     58     de     ellos

creciEron    lc!   5i`f ic:iEnte   Fiara   c:cJngelar    iridcLtlc{es..          De      gE;tc3s,

4=`   pre5erltarc]n   reacci6n      C:ruzada      cc3ri      embr.lc)neE..         En      E5ta

fusidri      5e      iritEnt¢i      r.e{:lc}nar.      5£ila      aqi`el].CiE`      ql`cJ      Fic:ir         €w

lc}c:alizac:.idri   c:I   efec=ta   sc]ri   de   inter€5.
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TABLA    1

RENDIMIENTC}   DE   Lag   FU§I0NE§   §OMATICA§   PARA   0BTENER
HIBRIDOMAB   CONTRA   ANTIBENO§   DE   §UPEFtFICIE   EMBRI0NARIO§

Animal    Inmi`ridgeno      Hibrj.dc3ma5:
E>:per.                                     Tot.-+TC-F9b   +Embr,C=   Gong.a   F{ecl.-

F{ata      Mc]r.    8   GEL.          =`84               ==             1=`                     7               I

Fzata           TC-F9                   248           154           43                54              7;` 12*

a:    F'c]cillc]s      cc]n      c:recimiEntc],      generalrrlEritE         m55        de        i`ri
h i b r-i d c]m a .

b:    5elec:c:idn   dE   hi[.ridt3maE;   pQEitivc3E   par   inmur]c]{1uc]r€5c:Erlc:ia
indirecta  c:c}n   ctslulas  TC-F9.

I:   Hibridc]mas  pc35itivc]s     par      inmlmc3f luc3re5cenc:ia      indi.rec:ta
cc}n   ovc3[itc]5  a   errlbric}nE5   en   cl;`alquier     etapa     inic:ial      de
desarral 10 .

d=    Hibridc}ITia5   en   qi.`e   5e   friar!tuvc31a     reac:tividac!      deEpu€5     de
e>: p art d i d c}5 .

a:   Hibric!amag   en      lc:t5     c:uale5     5e     rEEuperd     la     rEac:tiviclad
inicial    desput±s   clE   5ErriE)rar   pc3r   dilL`ciElri   llrriitE.

ii=    De   i.`n   tc}tal    c]E    1=   hibr-iclc}ITia5   qL`E   sE   hari   re[lonadc},    7      harl
dadc]   buEn   6}:itc}.
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LOCALIZACI0N        HI§TOL06ICA        HEDIANTE           INl"OFLuORESCENCIA

INl)IRECTA      DE      LOB      ANTIGENO§         BUE         REACCI0NAN        CON         LO§

ANT I CUERF'0§   HONOCLONALE§.

De   ac:I.`erdo   al   metcido  de   5elecci6n     primario     i`5ado     en     e5te

trabajc3,      todc35     log     aritic:iierFios     react:ionan     par        inmuno-

fli`c]reE,cencia   irldirec-ta   ccin   c-6lL`la5   de   teratc]cE\rc.inc3ma.       Sin

emt]argo   5e   ot.5er`+arc}n   c]ifErErlt_E5   Fiatrc)riEE   dg   lc]calizaci6n   de

lc35   ant.fgenc]i=      E.ri      dic+lag      cdli`laE,,       prec]omiriE`ndo      i`na      di£-

tribitci6n   qi`e  marc:a   el   contorno   poligc)nal      de     lag     c6li`la5,

con   `/ariaciones  de   lnterisldad   entre     log,     ariticuerpos.        Lc]s

patrc}rleE      mericj5      fr.ecL`erit€.5,      fl`eron      el      de        mancha5,         qi`e

corre5ponden   a  ci`erpc]5  cc}n   intense   f luore5cenc:ia   qi`e  parec:en

5c3bre5alir   de   la   si`perf icie  dE     lag     c:eliLlaE,      y     el      patrdri

difu5o   eri   qi`e   todas     lag     cellllaE.     5e     ob5ervarc3n      leverriEnte

+li`ore5c:entes.      Lc]s  di+ererites   Patraries.  dE     localizac:i6n     en

celi`la5   de   t.eratcicarc:incifria   E.e   friiiestrari   en   la   Figi`ra   4   y      log

res,ultadc]5   se   re5iimen   En   lag   Tat.lag   3,   5,   6.   7,   8,   9   y   11.

La       lc..cali=.ac:i¢iri      cjE.      lc.E      aritlgenoE      recc.nclc:idc35      pc}r          log

arlticL`erpof         tambiEn         fi`E.         e5ti.tdlada         ITiEcjiant€-         inmL`nct~

i li.`c}rEscericla   iridirecta   l`E,arido   3   a   5      embrioriEs      tc]friac]os      c3e

variE`E.   heITibras   indi.`cida€   a   5i`FiE-rc3vi`lar.       Eri   e5te   E5ti`dio      E.a

iric:lil../er-c3rt    lc]s   sigL{ierites   E5tado5      dE      c]esar-rc)llc];          oc3citc]5

e}:traldc3E    dEI    Qvaric{,    lc]5   c:ua]ES      en       algL`nc.E      caE.Eis      t€Llrii'arl

E`dheric3aE-       c:€li{laE       +c.lici`lareE.:       @mibric3rlE.5         de          ='~cEliila5

recc3[Iradc]E   defc}E      el       c}vidllc:to      al       5Egl.`rldct      df a      de      prEfic-I;



FIBURA   4

F'ATF{oNEs   DE   L[)I:ALIZAr=rmr.I   DE   Log       ANT16ENo§       REc:oNoc.IDos

F'OF:   LC}5       ANTICUERF'0§      MONOCLONf}LE§      EN       CELULA§       TC-F9,

OBSEF!vADA§   MEDIAr`jTE    INMUNOFLuORE§r,ENclA    INDIF:E[;Tfi.

a)    I.c3ntrcil        pc:{r.       omi.=.idrl       clgl        anticl`e.!'.Ftc:I          ecjpec]'f ic:c3.

Inci`bac:it`r..I    ccin    5`.`t:.ro   di¥       cc:}r`E_ic}       cl:nti-gafria-c]lc.tbi`]. ir`Li

de   rata   marc=adc:I   cc3ri   FIT[.

b)    Patrdn      c]e      lc]calizac:itin      ql.`e      E,igL`e         el          cc]rit.c]rnc]

poligorial       dE      lag.      cEli`laE„       a-\nt`icuerFicl      TC;-lG1=`D4.

Ailmeritc}    =`5{:)    X.

c)   y  d)   Modific:acic]ne5           de           int.ensidad           en              la

fluoresc.encia      del      patrdn      pc=Iligc.Hal ,         ariticL`erFiciE,

TC-EiF4   y   Tt=-5E(7   re5pectivaITlentE.       fiumento    18.:)   X.

e)    y   f }    Flat:rc£:!n   de   mancha€.,   caractEr±€.ticc.      dEl       antlgE.nc3

rEcfjnocido   per   el    ant.ic:uerpc}      (rioric]clc3rial       T[--Ei[.7      en

qi`e   i lL`[irEe=.c=en    interlE.amente   5dlc]   E`lgi`riaE.   reqic}neE;.   c]e

la   merribrana    plaE,matic:a    dE.    lE`E.   c:Ei]i`laE..

Eri   e,    f[itc]graf la   tc=iITiada   c!irec=tameritE   c!e`.    la   p.Iaca      clg]

96   pc}cillo5   irit.`e5t.ra    el     aE.Fiec:tc}   de       lag       call.`1ae:..       {:c)r-I

bajcJ   aumeritrl.       fii`merito    18.I)   X.

F.n    f  ,    F.reFta.r.=`c:i.c5n       de       c:6]l`la€:.       deE.arrc3llada€`       E.c]br.f.a

c:i`breobjeto5   ob5er.`.'ada5   cc}n   miayor   ai`mer;tcl   =`Eili=)   X,
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flridri``1a5   de   a   cElula5   rec=uperada5   de5c}E   El   c]viduc:tc)   al   terc:er.

did   c}e   preffEz,    y   bla5tc3ci5tc}5   implantac]c]5   I.ri    y].tr{..t   c]i.`rante   4

c]IaE..      Lc]5   iITlplante5   +.ienEn   e>{pue5ta   la   ma5ti      c=elL`lar      y      el

trc3fc]bla5tc],   pc3r   lc3  tanto,   log   antic:uErpt]s     alc:anzan      libre-

fl.IEnte   afribc]E,   tejic]c3E,7    a   diferErlc:ia      dEl       bla5tc;c:i5tc]      alin      nc3

implantado,      en     qu€     lag     cEll`la5     del      tr.c3fabla5tc3       Estdn

5ellada5   pc3r   complEjos   de   unidn   qua   iITlpiden   el   paso     clE     lc:i5

antici`erpaE,   dejarld{J   la  ma5a  celular   aislada  En   su   intericlr.

fic]em&5,    5E   e5ti.`c]idt    la    lc}c:cl:1izac:iE{n       dE      e5tc:{E.       arlt±gE-ncjE;      Eri

E5permatc3zc]idE5   de      ratdn,      c!Ebidt]      a      qi`e      lag      c&lL`1as     c]E

tEratc}cai-c=inoma   cle   la   l±r-tea   F9   5orl      c]rigint=|riaE      c!E      c:Elulas

gErmiriale5   ITla5ci`lirla5    (GrahaITi71977};    tambiEri   E.E.   e5tL`diE)      5u

prE5Enc:ia   en   lir!{c]c:itoE   c}e   ratc5rl,      pars      cle5c=artar      aciL`ellc35

anticuErpos     qua     pudiEran     recc3noc:er     aritlgEnc3E     dE     histo~

compatibilic]ac],   preparacidn   qL`e   permitid   aderrla5   c]b5Er`/ar     Eu

rEac:tividad      c:c]ri      {arlta5ma5     de     gldbi`1c]5     rojc3E..         Pars      lrjE.

arltlgErlc3E,   clE   mt-:*yc3r    ir]tErEE..   5e   e5tL`did      E.u      lc]calizac=idn         erl

c3troE   tE.jic]c]5:    Eric}oderma   parietal   y   tejic3c3   r]erviosc]   obteriic]c3

de   c:ElulE`E;   clE   tEratc:I[ar-c:iric:.rria   inc]uEida5   a   difErEnc:ia,rsE      c=c)rl

cfir'1F'   `/   Eic:idc]      rEtiric3ic:c}      mE`5      cfiHF'      rE5pEc:tivarriErltE;       utter-a,

c3vic]uc:tc],   placerlta   c]e   rat6n   dE   14   c]IaE;   dE   FtrE#Ez,      fEtc3£      de

ratdn   dE!   eE-.ta   mi5rrla   Eclad;    .:/   plac=Erita   hL`rrian[l   de   tEr.friirlc].

Log      rE5ultac}c]g      dE-      la      locali=a[idn      en         c3c}ci+.a.{E.        y        en

blastc]c:istc35   implaritadc3s   I.r;    i+I.±r<..t,    ric3E   perr7Iitierc3n      Elaborar

i`ria   c=lcl:|E.ii:ic:ac=idn    er!    a   grL`pc}E.,    la       c:L`Ii=1        I-;a       ITiue5tr,E`       t=trt       la

Tabla   I.      E5   ifTfpLlrtaritE   dE5ta[ar   erl   e5ta   tabla      qi:LE     E.g     rlari
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TABLA   2

CLA§IFICACI0N   SEGUN   LA   LOCALIZACI0N   DE   Log   ANTIGENO§
RECONOCID06   POB   LOB   ANTICUERPO§   MONOCLONALE§,    EN   EMBRI0NE§   Y

CELULAS   DE   TERATOCARCINOMA,    MEDIANTE    INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA

Gri`po     NLmerc]   de      Tt:-F9              0c}c.itt3
H i [j r i d a in a a
(Tc)tal    61)

I                              i I:7

I  I  I+                              i::'

1119

1\,4

V4

VI14

VI  lit.                  ¢'

VIII              1?,

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Blast.    Implantadcj
MC

+

+

+

+

+

+

+    :    GruF.c35    que   cc}rreE.pC]rideri    a   L`nc:l   C:ategor±a   F{osi[ilE.;    F.ErcJ   eri
eE.te   trabajc]   rlc`   se   hari     obteriido     antic=i.`erpos     dirigidos
contra   aritigerios   ql.`e   f!)L`e5tren   esta   lc.calizac:i6r.h

MC:    Mass   cEliilar.
T    :     Tr.ofob.ilaE.tc:+.
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in[luido   c}os   grL`pc)s,   el    11   y   VII,      que     correspc]nc}en      a     i`na

categc}rla   tedric:a,   pL`e5to   quE  no  enc=t]ntrarric]s   anticuerpos   qL`e

se   L`nan   a   ant±gEnos   quE   5e   enc=L`entren     C]escle     El      e5taclo     dE

oc]citc3   y   que   c]L`rante   la   implantac=ic5n   5E   E>:prESEn   5Eilc:.   En      la

maEa   c:Eli`lar    (Gr-upo   11)    ni   tarripc}co   anticuErpos   que   5e   L`riarl   a

ant±gEno5   que   aF}E`rez[an   durante   la   5egmentac:idri   y   que     li`ego

se   localic:en   en   el   trofc}bla5to   {Gri`po  VII).

i..E\   ai.`tc:If lL`oreE.ceric:ia   qL`E   riormalrr!ente      prE5Erlta      el       mat.erial

bic3ldgic:c3   fijadc]   y   c]bsErvadrj   c=c]n      filtro      para      fluore5c=E±na

fug   eliminac]a   tifiendo   lag   preparac:iorles   ccJn   a=ul      dE     E`+arls.

Lag   Fireptl=racic}neE.     cc3rltrc{1e5      tratada5     Ec]n      EstE      cc]lc}rarite

muestrari      c:c31or      rojc3,.         En      lag     zonas     dE     urlidn     de        lc3s

anti c:uErpc]E           EspEc± { i cc3E           5e           ob5erva             un              col c]r.

amarillo-verdosc3]   1/er   pc3r   EjEmplo   la   Figura   5.

GRLIP0   I

[omF}r.Enc]E          17         anti[uerpc]5         mc]nc}clc:trialEE.         qua         rEc:c:inc][eri

ant±genc35   quE   5e   E>:Fil-esari   Primerc3   eri   el    OCJC:itc:I   y   qL`E       IL`Egc},

c3urante   la   imFIlantaEic5n   Ee   Enc=uEntran   Eri   lE`   fria5a      cElular      y

Erf   el    trc}fc3t}la5tc]5    C:c]mcJ   5E   ml`E5tra   eri   la   Tabla   =`.

fi      E5te      gruF{c}      C]E      ar!tlgencJE.      c:c3rrE5PcJnden       lag         fric316c:I_ila5

rEc:c3nc3c:ic3as   pc]r   lc:i5   7   arltic:Her-F{c35   abtenidc]s   de   la   fLi5idrl      en

qL`E   se   L`tilizd   el    bcl=c]   de   uns   rata   iriITiuriizacja   cc}r!   rridrula5   de

a   I.€1ulaE..          La      inmuric:{fluc3re5cerfciEi      iric]irecta      rE`+eld      qi`Lb

nirlgL`nc=t   c}g   EstG5   arltzgE.rlc:ts   Se   Eric:Lterltra   er!      E5F.erITiatc:{zc]ide5,
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TABLA   3

LocALlzAclow  DE  Lo§  "Ti6E#o§  REc"oC!10s  pop  LO§  AWTlcuERpos  #"ociomLE§  DEi  8flupo  I ,
HEDi"TE   Im"OFLuoRE§CEwCIA   "D]BECTA

HIBR]DBHA        TC-F9/PATRON        8D[IT8                 §EBHENTA[]ON                     IXPLANTE§                                     8"8§

2-cfl.   8-cEl.       #CI     T/patr6n       E5perl       Lint          6R     I.Fol

OBS.

#or -F2A6                +/I

Xor -H682                  +/c

#or-66D2                 +/I

#or -85                    +/I

Nor-C2                       +/I

nor -C3                     +/I

#or -83                    +/I

TC-2Ei                      +/I

Tci87                  +/c

TC-SDI                        +/c

TC-386                      +/(

TC-283                      +/I

TC-4Blo                     +/c

TciDl                   +/I

TC-6Bl i                     +/I

TC-l£3                      +/I

TC-48!Q                 +-/I

+                     +              +                      +     +-/a

+                      +               +                       +     +-/d

+                       +               +                       +     +-/d

+                         -              +,' -                            NI)

+                         +                 +                         +        +/'dE

+                             +                   +                                   ND

+                            +                   +                                   ND

+                     +              +-                   +-+-/do

+                     +              +-                   +     +-''do

+-                      HD              HD                       +        +/tc

+-                  +-           -                    +       +/de

+-          `      +-            +-                   +       +/d

+                         HD              +                          +        +/do

+                                                             +     +-/d

+                      +               +                       +       +/tc

+                      +               +                       +     +-/de

+                                                               +       +/I

NB

Ilo                   NB

ND

+            -          ReElon   +

+            -          Reclon   +

-            -         Reclon   +

-            -         REclar,   -

-            -          F]eElon   -

-           -         Reclon   -

-            -         REElorl   -

-             ND     No   reclBn

-           -       NBrE[lon

HD           ND      No   reclon

-             ND     No   re[lBrf

-             NI)     Ho  reclon

ND            ND      ND   re[lori

-             ND        REclon-

-            +       NBre[lon

-             +          RECIon   -

ND           +        Nore[1on

+     :   in"nofluorE5[erl[ia  po5itiya  interi5a
+-i   infunafluBrescencia  tenue
-     :   inBuriaf luarE5cencia  nEgatiya

I     :   ii}Bur}of luorescEn[ia  en   contorrio  celular

I     :   inlunof luoreEcen[ia   En   BBr}[ha5

I     ;   iniunBf lore5cen[ia  difu5a

do   i      infunof lurescencia  difu5a  hoEogEnEa

de   :   iniunofluorescen[ia  difu58  hetErogEnea

tc   ;   inlunofluor85[en[ia  contomB  celular  trofobl35ticas
t[p:   inBur!of luorEscencia  en  contorr!o  c¢lula5

peri fEri[a5  tr8fobl±5ti[a5
ND   :   n8   dEtErBinado



77

En   c:elulaE   folic:ularE5,   ni   en   linfoc=itc}E.,    Sin   embE\rgo,   2      clE

ellos   {Mclr-F2A6  y  Mc]r-H682} ,   fi`eron     interlsamEnte     pB5itivos

erl   fant.aErria5   de   glc5bL`lc35   rc)jc35   de   ratbri.       LEI   1oc:E`1izaci6n   de

lc!E.   ant±genc35     en      c]iferent€.E     E5tcl:dc}5      dE     deEarrc}llo     prE-

implantac:ional,   muE5tra   qi`E     lc]s     epitt3pes     rec:c3nocidc]s     pc]r

EEtc3s   ciritic:uerpc}5,   estE\n   prEEente5  en   la   5uperficie     cle     lc35

bla5t6rrleroE   clL`rantE   tac]t]   e5tE   Perlrjdc3    {Figura      5)  ,      1c)     I:Hal

e5trct   cle      E`c:uerdc}      cctri       log.      reEii.`1tadc:IEf      c!El       test.       de      c:it.c3-

tc3;`{icicjad,   qua   5e   muestra   En   la   TaLjla   4.

Eri   la   Tabla   4,    5E   c3bEer.`/E\   qL`e   c:c3n   ninguno   de   lc35   E`ntic:uerpc35

5e   alc:anzd   i`rl    1{=}i=}   %   de   efEc:tc:{   c:itotEi>:ic:c]   L`sE`ndc:I   mdrula5   dE   a

c±lulas.      El   efec:tc]  pc3drla   atribuir5E~   a   pEque#aE   diferenc:ia5

Erl   El   tiEmpo  de  desarr-c31lo  de   lc3s   embric}riE5,lag     cuale5     5E

traclL`cen   En      variac=ic3ric-E.   tE`r!tc:{   clE   la      c:aritidad      c:c]mc]      cle      la

c]istribuc:idri   de   lc35   antlgenciE.     ExpuE5tt35     eri      la     sL`perficie

durarltE     el      proce5o     dE     cc3mpE`cta[i6r."         Est€.     fendmerlc}     EE

aprEc:ia   c:lararrlErltE   mec}iantE      inmurlc3fluor-escEricia      irlclirecta,

c=Ibserv&ridc]5e   qLtE   lc]5   Errlbric]nes      Erl       Lm       E5tE`dc3       E`vBnzadc3      c]E

c=c3mpac:tat:idri,   rriuE5trari   I lL`c3reECEncia   can   dig.tints   intEri5idad

(FigL,ra   6,.

fil    EE.tuc}iar    la   loc:ali=aEi6r.I   c]e   lQ.i5   arlt±gerlc3E,   rEL-c=jrlcic:iclc35   pc3r-.

Mar-F=A6,   Mc]r-H682   y  r}c3r-G6D2   en   blastc3c:isto5   implantados   jri

I/I.±r{..},    E.a   c3b=.Ervd      qL`e      tc]c]ctE.      pre5entan      ur-IE`      I luc3reE.c:Ericia

iritEnsa   en   la   rna.Ea   I:elular,   eri   caITlbicJ   d±bil   erl      lag     c:Elula5

dEl    trcifc}blastc]    {Figurt=|   7}.



F16UF=A   5

Loc`.fiL  I zficI.[:ir..I    DE    L.os    f`r.lT16ENCIE;    F`'E[`.(~iNLi[..IDt]5    F'oF`'    I.o5    Ar\ji..I-

cuEF:F'05    r.lot..jocL[iNf}LE5    DEL    GFtuF.'(:I    I    E..N    DIFEF:EWTEs       E{5Tt'tDos

DE.    PEE;t^iF:FtciLL[i       F'REIMF'LfiNTACI[ir..14`iL       DE.        F:fiT0N       OBSE.FtvADci5

ME[i I fir`lTE    I NriluNOFLuoF`'ESCENC.I f}.

a}    I:cir.I.t.rc.I        [!or       c].irriiE>idlr.I       Clel        ant.icuerpc.          eE.peclf ico.

Incubac:i6n   cc]n   5L`ero   de   c:c:inE!jcj   ar`ti-gafriaglclbulirla   de

rate   marc:adc.`      cc]n      FITC.          LCJs      Embric]riE5       (cle      I,       4

c:4li`laE.   `,`   m[iri`laE.)    hall   5jdc:.      contrastE`dc35      cc3ri       Azi`l

E`/ari5.     AurriEritc]    18i::}    X.

b)     Lc}€.    mi5rric]E.       e5taclc}E.       quE       erl       a.        iri[i`tiaclc]E.       c..c=`rt       el

anticuErpcJ      rric.noclc}rial       T[-G6[)I      q`JE      sE      L`riE.      a         un

aritlqEnc:i    lclc=alizac}c:t   en    tc:Icla       la       E.uF}er+ic:ie       c!e       lctE..

t{1 astdflrier-c`E..     Ai`rrientc:i    lB.::.I    X.
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TABLA   4

EFECT0   CITOTOXIC0   DE   ANTICUERF'0§   MONOCLONALE§   DEL   6RUP0    I    EN
DIFERENTE§   E§TAD06   DE   DE§ARROL0   PREIMPLANTACI0NAL

Hi br i dc]ma

Mar--F=A6

r'.lot.--+H6B:?

Mc}r -G6D£

Mar-BEi

Mc}r-C='

P.Ior-C=`

Mor-D=`

EE,tac]ci      de      dee;arrc311ci         preirriplclntac=ictnal
2-cel.          4-cel

1/i                      =`/=`

1  /`  1                              =`.,,=`

1  /  1                                 :=`.,`=`

r)11                      21=:`

1./  1                             =`/'T`

1 /`1                         I./=`

1/1                     I/=`

MorL`la   8-cel.      Ella5tc)cisto

1 ,:, / 1 =`

1 I /, 1 E.:,

i = /' 1 4

i / =1 I,

1 ,::I / 1 4

8 / 1 =5

11/15

8/8

C'  / C'

4/4

1 (:, / 1 I,

6/6

tJ/6

5/5

Nota:    Lag   re5i`ltados   5E   e}:preEari   Par   El   nlimerc}   de     embricines
citoli2adoE.   5c3bre   el   total   de   embriorleE.   ob5er`+adc]5.

I;orrla   coritrol    negativc]   Ee      i`5d.I      meclio      de      cultivc:I      rriaE.
cc]mpleinerito      dE      cuy      dili`iclo      1:1t:I.    ,        Comcj         control
po5itivo   5E   L`sd     5i`ercl     c]e     rats     ariti-bazc]     de     ratE`n
diluidc}    i:2t=)   en   ITledic]   de   ci`ltivc].



FIBURfi   6

Lc}cp,L I z fir. I ON         DE         Log         fii`.jT I t3Ei.`]o+i         F!Ec:flNt][ I Drjg         Flop:

f}r`jTlcijEF:F'Df   mc]I\!OcL.ONfiLEs   EEL   6F`'uF'[-I    I    Er\j       MOFi'uLpls       DE       8

I:EL.uLfi5   DE       F{fiTc]N      c]BSEF{'./f3DfiE;      ME[ilfiNTE       Ir\]HUNDFLuoF:Es-

cEr`jc:Ifi    INrilFi'ECTfi=    F{E.ol5TF!IBIJGIoi\j   I}E       LD§       fil.`].T.IBEr..Jog       DE

§upEF:FIG.IE   I)uF:fir`jTE   Lfi   L`.OMF.fie.Tfic:Ic}r`L

Ei}    l¥lc':tri`1 tl= E=   Semi.-c:c}rrlpclc:tada¥.    incubE`clF.\5   c:[{rl    el    E`ntic=uerpc]

m`]ricJc:lc}ilal    T[.-EiGD=.     fiufrigr!tc3    18J.=}    y..

b}    F-ldrul EiE.         cc3rrlpac:tac]a5          i rlc:u[tad85         c:[in          el          frii 5mc3

a:|riti[i`t=rrjc3.      ObEEr`/e5@   lag   di{erEr!c:itl=|Ei   en      c:uaritc3      a

interi5idad   dE      iB      fll`c3rggc:Erlc:ia     all      lc}£     di5tirltc}5

gmbric:{rlt?a.       Eri    E`rr![{aEf   f{].tc3graf fas   E.a      ha      uEac!c}      I:#mc:I

tiric:idn   dE   c:L-jntr&\Et.g   fizl`1    Evan5.       fit.`mEntQ   18{:}   ¥`.
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F16URA   7

L  tjLfiL  I   2..fi[-.'. I tii`j     LIE:      I.  cis;          £`i!`ji-I [i[:  w[:!E.`          F:i.. i.`c:iw[.tt=  I  i.joE;          [.'[tF:          Ai``ji   I  -„

I.|lEF`F.'(..i5:;     I.J'l[)I.`.IrjLL0l``lril. E.S     DE-i..     6F`'lJl:'[1          I          Er.`j         Eti  i'it=`T{:i[:  I r=`.T[}5         rtt:..

[ifi.I(.ir..I      .I  " `i..tfti.I.Tf.irj[js      .I  /t'      Lz  ,I.7-/;`'{7     LiHE.:i-F:vtil:>f_)5     I.i[:.i.I :i  f.+i``jT E.           I  r`ir..iiii.`j[i~.

FLU(]F:E=5CENC`If]     INL`ilF:ECTfi.

a)     Lciril-rcil         pc`r         cim:l€>]dri        de:.I         antic-i`er.F.{:.i            eE=,pEclf icc:..

Irlci`bai=idn    cc3r.I    E.i`er.a    de       cc:.rlf:j{:i       a.r.it]  -qamE`--glc)Li`..`l  ir.ic-I

de   rats   iTiarcado   c.on    FITC.        Tlnc:idn    de   c.c:Int.ri:`5te.       c:c:+I-.i

A=ul     E.`,lane.            Ma5a        Celular.         I:M[.J         Trcifc]Eila5.lc.i         {..I  :./.

fll.\rr'€.r'tc:'     1 ,..-, 1-,     }:  ,

b)      .,`    c}      Lc-..I(:a]i=€icic}r.I     dE     IC.iE,     Bnt]'qE.rir."=,         rE-.c.C:inc.(Liclcil.:          Flcir

1  c:iE      ar-!t i  {=uerpc.s:     I.`it=ii'L.-F=fi`i_`     `y     r'.l{]t--lit.`.[|:..     r-€.€:.[iec  i...  I.`tatiic-tite.

Int.er-IE,a         +lii.c:iret:-;c.er-ic].a        €Ir.I         la         E.i`p€?rt'].ci€.            (3f:i             i,=i.5=.

cg]ii.]aE.    dcr     ]a     rrii?..5a     I.€Jlu].ar.      lr.I.L€Jr.I.ti-1         y         tar-tL`€i         €-i-i,         lf?.

s:1..`i_.a_.I-.-f  it=i  E     t]t:      i  a.t=,     c¢:I  ul  a€:.     dE.I       tt.  c:I+c.ii:i.i  fate:tcj.               +'}t.`mtiJr.tic.`

1,:i,:.'.,        :,:.
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La     localizacidn     de     log        arltlgErlc]5       blancQ5       de       estos

antic:uerpc]E   tambi€n   se     e5tudid     en     tJtr.a5     tipc35     c:elulares

{Tabla   5).      Eri   cortes  de   tejidc}   de  c3vario,      lc35     ariticuerpos

morioclc3nale5  5c-i`nEn   a     la     5i`perf icie     de     log     oocito5     eri

di+erentEs   eEtcl:dc35   de   rnac]L`racidn,    gierldo     riEgativc]E     en      lc}E

c}trt3s   tipos   c:elulares   qi`e  cc}mpc)Hen      el      e5troma     del      c}`/Etric]

{Figura  8}.      En   corte5  de   oviduc:tc]   se  ob5erv6   qL`e     lc]5     tre5

5e      locali.£arc3rl      er!      algunaE.     regic}rie5        del         Epitelici        de

r.e`..eE;I.irriien.tc:i   dgl    luff!en    {Figur.tl   a).       Eri   plil=c:E.tnta   d€.   fetc]5   dE

ratdri   c}e   14   dlcl:E   dE   gE5tac:idri,   El      rmtlgerlo     rec:oncjcido     pcjr.

Mcir-66D2,   5e  e>iprE5a   Eri   la   super+icie  de     lag     cElula5     trci-

+c]bla5tica5     gigEiriteE,      que     e5tarl     5o±.re        el        trc3fobla5ta

e5parijo5t3      {FigLira      9).         En      vellcJ5idac]Es        cc}ri6nic:aE        clE

placentas   hurrlEma5   clE   tErminc3,    rlc:.      sE     obE.ervt3      reac=c=iEln      pc]r

inmuriof luc3rescencia.      En   lcJ5  c:c3rtes  sagitales  de   feto5  de   14

dla5   dE   gestaci6n,    Mc.r-H6B=   y   Mc3r-66D2      rEE`cc:ic3nan      t=c:in      lc35

I:eritro5  de   formacidrl   cle   lag     v6rtebraE;.         Aderrifi5,      lc}5     tres.

anticuerpos     +-ec:c3rlt3cEn     antlgerlos     pre5entE5     eri      lc35     tipc]5

celular-Es   obtEnidc]s   dE   la   iric]uc:cidn   de   la   c}i{erEliciac:idri     de

c:t5lL`la,5   dEi      tEratc:.carcinc:trria:       cJncic]d€.rITia      parietal       y      te_iido

nEr`/ic]5c3    {Figura   lJ.:i}.       AI    Estuc]iar   su   lc]c:alifac:idri   eri   Ec]rtE5

de   ri#rfen,      Plc3r-F2fi6      y     mar-H6Et±      fL`Eron      reacti`+c3E.      cc.ri      la

flrietribr-aria   ba5al   y   el    1umen   de   alguric35   ti'`bulc}5   de      la      cc]rte=a

rerial,   no   a5i   Mc]r-66D£.      La   5irr!ilitud   En   la   locali2acidri     cle

lc3s   arit±genc]5   rec:aric]cid{=.5   F.or   rv!c3r-F¥fi6   y   Mar-H6EE'   y      5L`giere

q`.iE   pc3dr-±a   tratarE.e     dE     epltc3pa5      diferEntE5     de      i`na      misrr{E`

ITic]l±c:ula,       c3      Epltc3pc3s      qL`e      se      encuEntrEirl         erl         ITic]1Ec:ul.as



TABLA   5
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LocAi]zAcloN   DE  ANT]8ENos  RECoNOCIDO§  POB  Log  ANTICuERPO§  HONDELomLE§  DEi  8Rupo   I   y   Ill

Ew  AL8"O§   TEilDO§  EHBRIOwARio§  y  ADULTo§  ill:OiAWTE   imutioFLunRE§cE#[iA   "DIRECTA

TEJIBBS   EHBRI0NAR[OS                                                                                       TEJIDBS   ADl!LTO§

8rL!po         Hibridoea          Endop.      T.   Nery,     Elbr.!4     Plc.raton     PIS.hu]     Oyario     Oviducto         Ri:on          Hiqado

dia5           14  di3s       terlirio

XBr-F2A6                      +

#or -H682                    +

nor -86D2                    +

TC-5D I                              ND

TC-1C3                              WB

Ill               TC-A34F5                    +

+                          ND                       ND

+                   +/fv                ND

+                 +/fy            +/dec

ND              +/`[,fv     +/If

ND              +/l[,fv     +/If

+               +I.cllv    +Ill

in         +/Doc          +/epit        +/ib,epit          WD

-            +/oo[          +/epit        +/4b,epit          ND

-           +/abc         +/epit

NI)                    ND                            N0                        ND

W0                             ND                         ND

NDND

Enda  P;   el]doderio  pariEtal

T  nEry:   tejido  neryio5o

P13        :   Pla[Ent3

OBC         :   00Eito

epit     :   [elL!la5  epite]i3le5

dec       ;   [£lulas  de[iduale5

lb     :  ]eibrana  ba5al
ff    :  [aterial  fibrilar
lc     ;  .p5enquiia  [ara
i y     :   cer!tros  farlacibn  yErtEbra5

ND     :   r!o  dEterlinado



FIGUFIf}   a

LHc=fiLlzp,[IDhi   DE   flMTlcuEFi.F't]8   lyiDrut][Ltlr`ifiLE8   DEL.   E}F:LiF'D    I    EI`.i

cc}F`'TE§   DE   TEj.[Do§   cor`.iGELf}Do3   DE   civfiF:Io   y   DE   ni+IDucTo   DE

F,'fiTON   OBSE:F`.`/fiDof   ti.iEnlfih]TE    I!\}mui.`jDF.LuOF!E5[Ei``]r,Ifi       IN{}IFi'E[.~

Tfi.

a}    Cc3rl-.La      d€.      c]varic3      ir.icubadc}      5dlc}      cc:.n      cll          g;Lagl{r.dc`

aritic:ugr.PCH    5uera   c}E   cc3riEjc3      aiiti~gama-glc3bulir-!a      clg

r.ata   rriarc:Eicl[I   cc}n   FITC.    fqiimE.ntci   ={:ill   y..

b}    El    miE.mc}   tejj.dc3   qua   c~n   a,    inEubadc!   ±c}n   all    ariticuerpc3

Mc3r-G6Dli,    c3b56r..`/e5E.1a   irit€-nfa   i:luc}resc:Encia      Er-I      la

5uFierf iciE   celular   c]El   c}ocitc3    {0}    y   lrst      au5enc:ia     dg

reacti`/id£|d     dgl      re.Etci     de     lc35     tgj-idc3E`.         I:±lula5

fc31icularE5    {t:F).       fiuiTIEritc3   Z{:}[}    X.

[}    I:c.rtc-I   de   c3`/idL`ctc}   incL`badct   cJn   lE15   rrii5ma5   ccirldicic3nes

qLiE   en    a.        flunTientt3   £t:}l-I    X.

d}    EI    ITii5frlc}   I.€Jjidci   qua*   Eln   [T    iri[uhEidc]   [c}n   el    arit.ic:uErpc}

l¥ic3r-F..£fi6.       Ndet.eE:.EJ   la      iritE.nsa      fluQre5c:enc:ill      eri      la

5uFier-.ficie   del    eFiitElic3   que   I-E`/i`=tE   el    1umen    {L}    del

I:tviductci.        fiumenl-.c3   r:.{:li=l    X.
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FIBUFtA   9

Lcml±Llzfi[ION   DE   fiNTIBENDs   REt:DNo[ILi[is      F'DF`.      fiNTI[:UEF:F'Hs

EEL   BF:uF'C]    I    EN   COF!TE3   DE   CR'I0gTAT0   DE   F'Lfi[ENTfi   DE   F.ETOS

DE    F:+iT[iN   rjE    14   Dlfis    [tE.   GE§Tfi[:.1:ON,        HBgE:F:vfiDrjs       mE:Dlf:`,!`.ji..E

INMUNOFLIJOF:ESCEr`JclA    INLIIF{ECTA.

a}    [c]ntr.c}l,       c=imiE.idn       clEl        anticu€:.r-Flc}          €.5pec=Zfi[c:I          er-I

iric:L`bacidn   cc3ri    5uEr.ci   c}E      c:c)nejc:i      anti-gaITia-glDbi`liria

friarc:ac]c}    c=c]ri    FITC.         f}Ltmer!tcJ    =`{:){:i    y`.

b}    Lc]c:alizac:idn      c]El         ant±gEr!o        reconocidc]        pc3r         el

anticiiErpc3   TC-SDI.       Nc5tEE.E   la   ir!tEri5a      {li`orE5c:ericia

en   laregi6n     de      la     dEc:idL`a      (D)      y     la     falta     dE

reactividacl   eri   lag   c:Elula5   del   trc3fobla5tEt   e5Fior.jc.E,c}

{TE}.          Aumen+.c:i     =`1.=){=}     X.

[}    Lc}c=alizE.`c:i±.ri       dEl           aritfgE:-rlc:I          rectJnc3c=idc3          pcir.          el

aritici`erpc!   mc3r-66D=3,    en    la   5upErf ic:iE   c]e   lag   c:€.lulE`E.

trc:.fc]bla5tj.c:a5   gigari.t:EE.     I:l-.G}.           I:.iurrientc]       =`l:}t}    X.           Eri

tcidc35   lc}s.   c:aso5   5e   usd   fizu].    Evan5      I.clmD      tiricitiri      dg

c c] I-I t r a s t e .
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F16lJRA   10

LOCALIzficI0N          DE          LOB          ANT16ENOS          RECONOCID0g          F.[}Fi'

flNTlcuEF!F'Os   Hor.jot:LONfii..Es   DEi_       GRiJF'[J       I       EN       cE:LLiLAE;`       DE

TE..F:ATo[.fiF;`[:IMOI`.Ir-i    INDLJ[:Irif]5   fi       DIFE:F!EN[.IfiF:sE:,        nBSE-Fwfirtf}5

MEDlfir`iTE    I I..jr.iur`ioF.L.i.ioF:E5[:Er`jcl fi    Ir..jDIF:E[T.fi.

a)    Localizacidlr!      de.1          arit_±gE.ncJ         rec:onc3cidc:i         I)or          El

antici`Erpc:I       rrioncJclc3rial       MC}r.-H6B='          En          c€li`lE`E;.          clE

ter.atc3carcinc3ina    ir}difEr-Enciacla5.       AL`meritc31.5i::)I:}    X.

b)    I,c}ritrc}l    pc}r    c]mitfi6ri   clEl       ar-!tic=itErpc:I      e5peclf ic:a,       E.e

incubd   sd].c=i      c:c}rl      el       I:t]njL`gadc]=          5uEro      de      I:c:.nE.jc]

anti-gama-globulina   de   rats   marc:acjc]   c:c3n   FITC:.

c)    I:elulaE.   induc=idaE.   a      diferenciar5e      hac:iEi      cJndciderITia

parietal    c:c3r.i    acidc:.      rEtiric}icc:t.           Iric:i`bac:idr;       c=c3ri       el

arl+.icuerF}c3   monc:.[=lc]nal    Mar-F2'fi6.        f}L`rriEntc`   35i:i    X.

d}   y   E}   c:€1ulaE.   iridi.`cida5   a   diferEr.ciar5e   hat:ia      tejido

.riEr`+ia5cjT.  cc.n    ac:icici   retir.ic]ic:c]   y   cfir'lF`.        IricL`bac=idri    c:on

El    aritici`erFic:.   tlc3r-F=f}6   y     r'1cir~66[}I     re5pecti.vamEnte.

fiuffientr!   35J.:i    }`'.
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diferente5   que   t:ienen   una   loc=alizaci6ri   5emEjantE.

93

Lc}5   c}trt35   1C)   antic:uerpos   de   E5te   gruptJ   fL`erc}n      t}btenido5     de

la   fL`5i6n   en   que   5e   Litilizd   el   bE`zcJ   dE   L`na      rat.a      inITiunizada

con   celi`la5     de     teratc}carc:inonria,      rEcanc:.Gen      E`ntlgenc]5     qLie

po5een   lag  5iguiEnte5  c=ara[terlstica5.      NingL`nc3  de  Ellc]5     5e

lc3calizc5   pc}r   inITiuncJf ll`OrE5c:enciB   indirecta   erl      e5perITiatozc}i-

dE5,   en   lin+c}cito5,    ni    En   g16buloE.   rc3jo5,    Sin   EITibE`rgc],    3      ciE

ellc]s    (TC-6[311,    TC-.1G=`   y   TC~4D1{)},          5e      lcJcalizarc3n      En       la

5uperficie     c!e     la.5     f:a-lula5     folic.ulare5.           Erl        embric3nE5

prEimplarita{:icJnBle5,   tc3do5   5e   localizar-cJn   en      la     5uperficie

dE   lciE.   bla5.td^-iero5,    ccin   e>{c:Epc:i6r!      c}el       a.rit.Icj€.r!cj      recc3rloc:idc]

pc3r.   el    arltic:Lier-pc3   TC-5IJl    y   TC-4Dli::).

En   blaEtc3c:istc3E   implantac]c}5   I.n    I+I.+r{..i,    lc351[!   Britic:L`Er.pc]5   5c-

urier-i   a   la   ma5a   c:Elular,   sin   embargo,   Eri     e5te     tipo     [elular-

fug   diflc:il    r€[c}ric3[er   patrc3nE5,    pL`e5   lag   c=EIL\1aE      fc}rfllan      L`ri

grL`pc3   peqL`Efic3   y   I.c3mpa[tc].       En   cambic39    En   E1.trc].Fc3blasto,       Eri

qua   lag.   cElulE`5     eE.tE`n      E>:tErldidas      5c3bre      el      €.i`5tratc]q      5E

distinguiErori     varic35     patrc3ne5     dE     localizacidn,      1c`     cual

si.`gierE   la   i;.iisterfcia   dE   di`/Er-5c]s   antigErlc:.5   r-Econc]cidc:{5     par

e5tc]5   arltic:LtErpc3s.       Eri   el    trc}fc3bla5tc3,    algurio5   ITlc3strar-on   i.ina

I liic]rescer!cia   irltenga   erl   €.I    cc3ritarno   dE   lag   cdlulE`5,   c.c]ITio   eE.

el   ca5o   dE   lc35   antlgE-rirjE.     recc}ric}cidc35     pc]r      lc35      ariticuerpa5

TC-=`84   y   TC-6G11   c:.   erl   fc3r(na   tEnuE-,    co!Tio   E5   el       c:a5c3      de      lc]5

aritlger-ic.5   rec=c3r.ic}cj.dos   pcHr    I.c}5   anticL`erpoE,   T[-£E4,       T[,-SDI      y

TC:~4Dli::i       {F.igi.`ra       11).          Otrc35,       Pre5Eritarc:trl      Lir.      patr-dri      cle

lo[aliza[idn   c3ifi`Ec}   y   heter.agEneo,   eg   dEcir   5dlc:i     +lL{c3reclan



FIBUFtA   11

L.OcflLIzficILJl.`j       DE       LOB       ANTIGEN(]§       REF.L1!`.jot:IDLIS       F'OF:       Log

ANTIC;UERPOS   M0hiocLONALES   EEL   GF`'LIF.0    I    EN   BLf}STOCI§TO§   DE

[i'flTON    ImF.L.fiwTfiDo5   Jj./    VJ7.f}o,    c}85ER.vfiDo5   MErilANTE    INMijNo-

FLuOF{Es[.ENclf}    Ir`jDIF:E[TA.

a}     eoritr-c:tl    pcir    inci.`t=.ac:ifji--I    cc=ir.I       E.tl        5egi.`ndcJ       antici.terFic..

Llc:tE.   blaE;tc3cisl-.05    implEtntadc:i5.        Tiricic5ri    dE.       c:[}ritrEiE.tE

ccin    f}:.:ul     E..+'ari5.         ALmTientc3    i.::H:)    X.

b}     LLic:a].iz..Eic:ir_'-.tr!       cj€~:1            arltlgEnD           r-e[[}ricJc:icjL-.           pcJr           El

aritic:uerpo   TC-6Bll   eri     =.     bla5tociftc]s      implantac]c35.

Interisa      f luc]reEcerlc:ia      en      la      51.`F}Er.fic=iE        c!E         lag

I:dlulBE   c}e   la   rria5a   intErria   y   En   la   Ei`per-f icie   de   lag

c:€1l`l aE:,   trc=tfc]blJ35ti caE.   c3E    aITi[toE`   erribr'ic3riEE..           Piumeritc3

1(:,,.:,     X.

[}    Loc:E`1i=acidrl      de`l          antlgenc3         recor-!c3ciclc.         F.c]r         el

arlticuerpo     TC-£E4.        F}uore5cencia     tEriL`e       en        la

Super-fit:iL]   de   lag.   c€-lulaE.   de   lci   rriaE.tl   iriterria   y   a..n   e].

I.rofc3bl aE,tc}.        fiurriEritt]    1J.:}J.=)    X.

d}    l~c:{c:alizac:iEm      dEl          aritlgEr!o         r-Ecc3r.icicicic.         pc:.r          el

arlti[Lter-pc3      T[:-1C=h          lriterlsa      i lL`c3r-.e5c:Erlc=ia      Erl      la

5L`F.erf iciE   de   lag   c:Elu].aE.   de   la   mafia   interns.      En   el

trofoblae.tci   la   fluc.re5cErlcia   E5   ir.tens.a   5c5lc3     en      lil

¥.uF.erf iciE   dE   algi`na5   celulaE..       Tirici£!ri   c3e   ccintraE..tE.

c:c3r-I    fi=ul     E`+ari5.         rli.mTiErit`3    1L-lJ.:i    i;.
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algL`rias   c6lL`las   del    tr-c}+obla5to,       c:c)mc:t      es      el       ca5c`      de      lc}5

antlgeno5   recc}ncJcidc}5   par   log   anticuerpc}E   T[.-5E{7,      TC-1C3     y

TC-3G6    (Figi`ra    11).

La   e}(press.iciri   dE   e5tc]E:>   antlgerioE   en   c]trct[-;   t`ejidc:.a,    5e      resi`me

eri   la     Tabla     5,      donde     s6lo     figuran     aqL`ellcis     qL`e     tienen

intereE,   par   algLma5   c:ar-acterlstica5   qi`e   se     describirdn     md5

adElarite.       Cc}mo   e5   El    caso   dE   log   antigeric}s   rec:c}rlc}cidc3e:.      pc}r

log   aritici.`Erpt3c=   Trj~5rJl   y   Tr,~1[.=`.      En   corte5   de      placerita     de

fetrjE:.   dE    14    dJ.aE`,    arTiboE;..    E=,E.    lot:a]izarori    erl    16    rEgic:)ri       de       lag:.

celi`las   decidi`alE?s,   regi6r.I   qi`e   cQritierie      abiiiiciantE.     material

fibrilar       {Fic]itra       1£1):       TC:-1C=`      rio      5e       lc:.`=aliz6         eri          las

vello5idadEs   c:c]ric5nic..a5   clE.   plac:enta   hi`ITiana   dE      tErfriincj.          Eri

cc}rtes  5agitaleE.   de   feto5  c]e  rat6n   de   14  dlaE.  de     ge5tacidn,

ambos   sE   lc}c:alizaron   en   +c]rma   interlsa   en   el   me56riqi`ima   dE   la

card   y     en     log     c:entroF.     de     formac:idn     dE.     v6rtebra5.        La

similitud   en   log   Fiatrone5   de   locali=ac:i6n   c]e      log.        epltopeE.

rec:c3ric]cidc:Is   pc]r   eE,trj5   dos.   ar.Iticuerpo5,    eri      todc:Is      lcjs      tiFios

celulare5   arializadoE:.,    5LLgierE   ql`E     pc}drla      tratar.5E        de     i`ri

mismo   anti.geria   c3   bieri   ql`e   sE   erlcL`Entran   a5c:.ciadc]£   entre   51.

GRUP011

I:c3mc]   ya    se   ha   sE#a].ac!c=I,    rict   riemciE,      c3btEriic]cl       antic:uerpc.cL:.       qL`e

recoriQIc:t=i:ri    antlgEric3E;      eri       EI       C]C{Citc{      y       qL`e      mfaE.       tardE      se

e>:preser.I      Erl       la      rrla5a      c:elular       intErr.ia      F]ercj      no         Eri         E?1

t r a + a b I a E t ct .
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6FtlJF'O   Ill

Compreride   9   arltic:uerpc3E;   mc}nc)CIC}rlalEE   quE   se   i`nEn   a   ant.Igenc]s

que   5E   E>:prE5arl   en   el      C}C3C=itc3      y      luEgc3      En      El       blastocisto

implaritac]c]   5E.1c}c:E`lizan   5dlc}      en      el       trc3fc]blaE,tc3,       [c]mo      se

mue5tra  en   la  Tabla  6.

En   ElftE.   grupc3,    tc:{dc]E.105   E`ntlgEncJ5   rEc:orltj[idc]E.   pc]r       lD5      ari-

tic:uerpc35     ITicjrioclariales      5E      enc=l:`Erltr-an      eri      log      difErerite5

EE.tadcr..Ei       dE       gEgri-tE.n.tE`Eiciri7        P€'rc{       ITiL.`estrEtrl       difEirE.nc:i[i5`          eri

intenEidad   dE   la   +luc3rEEC:erlcia    (FigLtr-a   12),      Su   distribucidn

En   blagtc3c:istc}s   implarltados   I.r/    lJI.±r{:t   rE.`/Ela   algL`nc]5   F{atr-c]nes

de    1[}[:alizE`cidr.I   ric]   c3bsErvadc:.E;   erl       el       grupc={      c}[-sc=r.itc:I       ant.e~

ric}r-merits.      Lt35   antlgEnc]E.   rEC0nc3Cidc]E     pc3r      log      anticuerpo5

TC-2Dlr:I,   TC-=`F4   y   TE-4E5,   5e   lc3calizarori   solo   En   El   c:c3ntc]rrlc]

de   lE`E.   cElulaE      pErif4r--ic:a5      C!El       trc:ifc3bla5tc]       {FigL`ra       13).

Ningurio      dE      lc]5      antlgenc:{E      arializadc]E:.i      se         lcjc:cl:|1izd        En

E5pErmatozc3idEE,    eri   linfc3c:itc3S,    ni       En      gldbL`1oE      rB_ic{5.          En

c:€1ula5   fc}lic:i.`1ares   ric}      E.e      deLltec:td      5u      pre5enc:iE\,       cc]rl      1&

E>:c:epcidn   dEl    ant±gErlc]   r-ecc3ric:tc:ic!o   F)c3r   el    anticuerpcl   T[-4[3.

Tierie   especial       ir!+.Er-E57      Fic]r      EilgunaE.      carat:terlE.tica€.      qL{e

dEEc:ribirErTic35   ITidE   adElante,    EI    Etr!tlgEr.Ic}      rec:Dnctcic!c:{      pc]r      El

anticuei.-pc3   TC~fi=i4F5,   par   18   cual    5e   e5tl`dic5   5Li.   e>{pre5iEin      er!

di`/Er-Ec3E   tEjic]c35    {Tabla   5).       F_r!   pla`=Enta   clE   ratdrl   de   14   dla5

c3e   gEst..aciE.n7    5e   lc:Ic:aliz€t   En   la   regiEir.{   dE   la   decidL`E\,       5c]bre

lag   c:ElulaE.   gigaritEE   c]e   tr.c:IfablaEtc3,      pErc:I      ric}      dEi      rc-ac:I:idn

POE.i.ti`/a   erl   vEllc3sic]acle5   ccJridrlic=aE.      dE      placerita      hi.`frianri      dE



TAELA   6

LOcALlzAcl"  D[  ios  AWTiesm§  REcorociDO§  pin  io§  AWTiouERpO§  ioiiocL"Ai[8

HEDiAmE   iinunoFLrmE8cEwCIA  IromECTA  Ew  EL  eeupo   Ill

11 I BR ) DOHA            T[+q/PATRON              €AXETOS                       Cl I VAJE                              INPLANTES                                   0TROS                                08§.

Ova.           2-cel.   8-cel.             MC]     T/patron       Eper.     lint.      6R,      [..FBI.

TC-2010                        +/c

TC-3Fl                           +/c

TC-4E5                           +/c

TC-A3lF5                     +/c

T£-486                        +/c

TC-6F2                          + /c

TC-7D8                           +/I

TC-589                       +-/pc

TC-4C3                         +/I

+                       +              +                     -+/t[p                                                           -Nore[lon

+                          +                +                        -+/tcp                                                                  ND     Noreclon

+                                        +-                   -       +/tcp

+-                      +               +-                    -     +-/d

+                           ND              +-                      -        +/d

+                          +                +                        -        +/a

+                          +                +                        -        +/d

+                             W0               WD                         -         +/d

+-                        WD             +                        -        +/tc

ND     No   re[lon

ND      Reclon   +

-Noreclorl

-Woreclon

ND        NO              -Noreclon

HD               W0         ND            W0         Woreclon

WD             H0        in             +-Woreclan

+     :   in.urlo{luorescencia  positive   interisa         do   :      in.unoflure5cen[iB  di{usa  ho.ogchea

+-:   inlunofluorescericia  tenue                                  dp   i   ifl.uno{luorp5[encia  difusa  heterngenea
-}   iflluno{luore5cencia  neg3tiva                            tc   :   inlunofluorescel}cia  contorno  celtllar   trofobl65tica5

c     ;   in.uno{luorescencii  en  contoma  [e]ular  tcp:   in.unofluore5cencia  en  contomo  c.lula5
I     :   in.unofluorescencia  en.an[ha5                                 periferica5  tro{oblisticas
I     :   inltlno{lorescencia  difu5a.
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FIGURA   12

LO[£`,Llzfi[.ION   DE.   AWT16E-.w[is   RE-[.Or`IOclDc}s       F'OR       ANTlcijEF!Fi05

M0hlocLONALES   DEL   GRUF`O    Ill    EN   00CITOS   Y   EME{F:I0NES      PFZE-

IMF'LfihjTfi[Ic]NfiLE§   DE    Fi'fiTor`l,    oEiEiEF:vfiD(]5   MEDIANTE.       INMUNn-

FLUOF:E§CENclfi    INDIF!ECTfi.

a)    (:lc.+I:itc}   c::c.n       algi.`nE`5       c±li`lcT*5      fc.licular.eE.       ac]hEridag=.

I+lEcl-.lag).          C:c}r.trol  ,       iric:ut:Iacidn       col-i       el           E.egi`rldc3

ariticuErFic3,    sl`ErcJ   dE   c:c]rle_ic}   r±n.ti-gamma-glc3bulir!a      c]e

rat.a.       film.iEritc.   2=.I:}   X.

b}    El    nrii5irlc]   EEtac!c=t   quE   Erl   a,       muE5tra      la      lc]calizacidn

c]El    ant±ggnc]   reconcJc=icic.   pc3r.   el    arltic:L`ErFict   mc]noc:lori[il

T[-6E=.       fii`mEntc3   25f.:)   X.

c}    mdrL`laE;   df~J   a   c:eilulclE..       [:cJntrrjl,       iric=L`bac:idri      cc]r!      el

5Egundc]      anticuer-F.a,      5i`erc:.      dE      c:c]rlEjc:{      ariti-gamrr!a-

91c:}bii.1ina   de   rata..        fiuITieritc31iii::i    X.

cl}    Erri[.r-idri      dE      2      cE].ulEt5      y     .ME.r.ulE`      dE         8         cElula5

c:c]mrjactac]a57    irlc=ubac]aE      c:c3rl      El       ariti[uErpc]      T[.-6FI'.

C}bc=.€rvgE=.a    lclE.   difErenc:ic?`E.   F..ii    c:uar-!tc:.    a.       ir!+.€in5idac3       y

dic=`tr-ibucidn      c!E       la         flL`c:.re5c:Eric=i a         er-it.r.€.          ambc3E.

EE.I.adc3s.       iEn    la   rric5rula   [c:.rriF.a:ic:tac]a       la.       +1uc:treEcenc:iE`

E{=    nTidE.    tEr.iue    y    nrL-(    EE.    FIC:.5ibl€?    dig.tj.ngLl.ir    El        c:c:.r.I+.ciir.nci

c}E    ios    blaE.tdfi.iE.rc}E`u         fiL`r{.iEritc:{    15i::)    X.
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:I I.`Ji...ii.Jl`.j(]F';...I...i[:ii=.:I:.: g{::::I..:i..`j{=  i'  i.i       I i...ID  I F:E-(i..r fL

a}     (.:c:iritr.c}1,     i"=:ubac:i¢..in    cc:irl    a--.il     E.€?gl.`ridc:.    antic=`.`r:~:rT:`c3,     E.uerc}

cj€?   ci-jnEjc3   ar-it.i--.gaiTifrH.i-glcibl`1ina   dL=   r-ata.        Tirici6r.i       de

c{]ritra!5+.E    {=rjn     i-ih-L'ul     E...i'fj!i`::.„          fiurr{tLgritc:i     .1J:}I::)     }{.

b}      i_c:ic::e`]'  i.rL:.`c:i  I:..ri         c]e:i              tlntlt]e:.in:.i             r.ec:I.I-.ic:ic-I.cjc:t            Fic!r             E?i.

ar,ti  `=:i.iEr  pt=t     Tl:::-=:llli::i     gf.I         ?i         !=t].  a.!=.,.t.{=i.=j.  cj.i.{=.{r=..          i  riir..jl  aiitcT`\-.3i::.;:,,

5;.`E.     c}[.Its:.8iL..`t.=-t.     iiriLi.     i-:I  i..`c:ti'-c-:..=..=L€:.nc: i.  ia.     t€..I-.il`e     t=-~.rj      I,  a          E..I.`|::ie.!'   +.1  c:.i  t?

i:]€=     1  a?.5::.         {=.:±~.I.ul  aE:         tr.'cHfci[:.!]  £1g..i  i  c:.aE         giqar)1.I.i?g.:.n               i..iui7ier.ita

1,::,I::,       ..:I:.
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terminc3.       En      fetc]s      de      rat6ri      eE:.te      anticL`er-pc3      sE      i`rie      al

mesenqL`ima   de   la  cars     y     erl     log     centrc.s     de     formaci6n     de

vertebras.      Tambi6n   5e     lacalizd     en     c6lulaE     de     erldoderma

parietal    y   c:GIL.`las   de   tipc:I   ner.viaE.c:I,    c]btenidaE   par    iriclL`[t:i6rl

de   la   diferenc:iac:idn      de     c:6li`las     dE     teratc)carc:irioma.         En

corte5  de  tejic]os  de  animale5  adultos,   no  se  detectd     en     el

ri#dn   ni   en   el    hlgac]c3.

BRUP0   IV

[`.ofrlprer.Ide   4   anticuerpr.E   flric3ric)C:lc]na.leg   qL`e   se   i`riEn   a   aritlgenc)s

qi`e   se   e>{presan   eri   el    c3c:icitc:.      F]ero      qi`e      eri      el      I:ilastocisto

iflrtplantadci   ric:I   se   recc}riocen   en      la     rrlaEa      cEli`lar      ni      en      el

trofoblastc},   cc]mo   5e  miiE5tra   erl   la   Tabla   7.

DL`rante   la      sEgfrientacidn,      c:c]rl      la     e>:c:epcidn      del      antlgeno

rec:orlc3c:ida   pc]r   el    anticL`er-po   TC-1[4   qLie   fL`e      posit.i`+a      ha5ta

el      e5tado     de     mdrula,      lc]5     defriis     na     se     det.E-I.tan,        pc]r

inmi.`nc]f luorescencia   iridirecta   Eri   esta  etapa   dEl      desarrc}llci.

Ningi`nc}   rEac:ciontj   ccin   E5F`erfriatc)Zoic}e5,    lirifc}c:itcis,       g16bulos

rajc}5,    rii    En    cEli\laE.   fc3lic-L\1ar.EE:..

GFiup0   V

[.c3ITIF`r.encle   4   ar.tic=uc-rpo5   ITiciric}clorialeE.   qL\e   E.e   i`nen    a   antlc]Erio5

c:Li.`/a       e:>:FlrEsi+.ri       gcJ       inic=ia       di`rarltE       la       E;EgmgntE`cidri.           Nc=i

aparec:er-I   Erl   el    acJcitc3   y   eri   El    bla5tcJcisto      imp].ant.adcj      eE.tart

tarito   Er-I    la   rria5a   cEli`1ar-c:oiTic}   en   el       trc3fc}blast-.a       (Tabla      a.

Fig|,ra   14).



104

TABLA   7

LOcALizAc"  DE  log  ENT16ENO§.  REcom[IDO§  "  LOB  AHTlcuERpo§  mocLOwALE§

#EDIAWTE   ]""OFLunREBHwciA   "DiRECTA  EII  EL  6RupO   ]v

I]IBRimm           Tc-F9/pATR0N             6AHETO§                     CLlvAJE                           "PLANTE5                                0TRO§                             oBs.

Ova.               2-Eel,   8-Eel.             XCI     T/p3tr6n       E5p.      Lirif.      6R.      I.Fol.

TC-1 E4                         +/I

TC-164                         +/I

TC-4Al i                       +/(

TC-H32H 12                   +/I

+                            +                 +                                                                                                                           ND      XB   re[1Bn

+                           ND              -                                                                 N8              NO           NO              -        Nore[lon

+-     NB  reclon

ND      Reclon   +

+     :   iniuna{luorescen[ia  po5itiva   intEri53         do ir!Iunof lures[encia  difu5a  holagfnEa
+-:   inlunofluore5cen[ia   tenue                                   dE   :   iniurlof}uBrE5[en[ia  difu5a  hEtErogerlBa
-:   irlltlnofluore5[en[ia  negatiya                           tc   :   inlunofluorE5cencia  contorno  [elul3r  trofobla5tica£

c     :   inlunBfluore5[en[ia  en  contomo  [elular  tcp:   inlunofluorescencia  en  [ontorrlo  cElula5
I     ;   in.unofh]ore5cEncia  en  lancha5                                periferi[a5  trofobli5tica5
d     :   inlunoflorE5cencia  difu5a.
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TABIA   B

LOcALizAc!"  D[  Lo§  AWT16Ewo§  REc"oc!"§  pow  Lo§  AWTlcuERpOs  miiocL"AL[§

REoiNTE   iVAveFiLmEseEvelA  INoiRECTA  EN  Ei  cRilpo  v

wlBRIDo#A          Tc-Fp;pA""            6mETo§                    CLIVAJE                         "piAWTEs                             oTm§                           oBs,

Ova.               2i4}.   B-[.l.            H[l     T/patron       E5p     lint.     6R.     I.Fol.

TC-3F12                       +/(

TC-284                          +/c

TC-|C8                      +-/(

TC-5C7                            +/I

ND            +-                    +     -+/I                                                      -          Ilo     No  reclon

ND               NO                        +         +/do                       WD            ND               -            WD      #oreclon

+-+/de                                                      -           ND     IIo   reclon

+             +                       +        +/.                                                       -             -Noreclan

+     :   iniunofluore5cencia  po5itiva   intensa          do   :      in«no{lure5cen[ia  difu5a  hoiog6nea

+-:   iniuno{luore5cen[ia   tenue                                    de   :   in.unofluore5cencia  difu5a  heterog¢r.ea
-     :   iTiiuno{lu8rE5cencia  negativa                             t[   :   inlunofluore5[ericia   [ontorno  [elular   trofobla5tica5

c     :   in«no{lL!orescencia   en  contorm  [elular   tcp:   in.unof luore5cen[ia  eri  [ontomo  celula5
I     :   in.uflofluorescencia  en.anchas                                 periflricas  trofoblisti[a5
d     :   inlunof lorescencia  difusa.



FIGURA   14

[}lFER'ENTES       F'4}TRONES       LIE       LO[:ALIZACI0N          I)E          ANTIGENOS

F:ECc}r,jtl(=I[)Cis    F'l-)H    rlr`iTIcilEF:F'05    rTIcir`JoCL[`r.jf3L.Eg    I)r;L    GF`'uF'c!    I,/    Ef.`j

Eti..i;'T=,.T[;I(.15Trj5     Ii`iF.I..fii`,iTf][)(15     J;7     L.'Jr^o.     (.1.E{SEftvfi[`tt=iE,        M[.I.;I  fiwTE

}NMUNtJFLuOF.'E£[:E::Nclf}    IN[-)IF!Et=Tfi.

a)     L{:icali=acic:..ri       de.1            ar;+_Iqer-ict           ref:ciric-.cldc.           F.c`r            €.il

al.-iticuErFirj   TC--4Ccq   el-.I   cjcis.      blflstc]c:lstc.g       implaritadoE..

Fli`cjre5c-ericia   teni`e   erl   la   e=-.i`perf icie   d€;   la[~.      cEli`lacj

cle   la   ma5a   interna   y   eri   la   5`.`perf ic:ie   de   lag.   c€lulas

dE.1    trofoblasto.       fiL`mErito    lI:::u::)    }:

b}    L.ocali:&ci[Iri      dEl          aritlgeric{         r-ecclri(:ti-idci         par          el

antici`ErF<o      TC-=`84.          Iritensa      I luores`.=erH-.ia      en      la

s.u[.jerficj.e    de    lc-`€:.    c€.}ii}aE.    cle3    la    nTiaE.a    irttErria       y       del

tr-c}+.otil  aE:.t`-=L          ALiITierl+_C:.1{:}1:=}     I:.

c)    Lc}c:a.Ii=aclfin       cjel          aritigEr!c:.          recctricic:idc}          pcir          el

ariticilErF.c:.   ITiorioclc:irial    T[.-E.[7.        Ndtec=:`e-i   E.I        F.atrdr.I       d€.

Ic]c:alilac:idirt   de   ITlarichaE    eri    la   5iiFtc-:rfi{:iE   d€.      algi`naE

c€1i`]a5   tr-ci+otildE.t.ic.aE.,        Tiricifil-.I       de       coritr.{EtE.I.EJ       carl

f}zL`l     E.`/ar-is.          fiLifr.ieiltct     li::Ji::i     I:..
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El      e5tudic]     de     la     lc}caliza[idri     dE     e5tc]5     ant±genc}s        en

espErmatozoide5,   c=eli`la5   fc31ic:ulares,   linfocitc]5   y     g16bLilos

rc3jc3s7   mc]strd   ql;`e   ningunc}   de   ellc]5   E.e   e>{presa   en   E5tc3g   tipc35

Gel ul ai-es.

En  e5te  gri`po  tierie  especial   inter€5  €.I   antlgerio     rec:onc}ciclc3

F.or   El   aritic:uerpo   TC-5C:7,   que  en   cElula5   de     teratc}c:arcirioma

mc]5trd   loc:alizacidn   de   man[ha5,   lo  cual   tarllt}i±r{     Ee     obsEr-vd

en   el      trclfoblasto     dE     blastoci5tc]5      i!TlplantaclcI5      I.ri      H.±rt..i

{Figi`ra   14).      Eri   e5tE   tejidci,   el      antlgerio      E.a      lc)calizEI     eri      _

algunas   c:ElulaE.   Eri   urla   rEgic5n   dE   la   E.I.`F}er+ic=iE      c:elular      que

e5ta   5c]bre   VCJE.Ic:i`1aE.      E5t.a   lc.I.aliz:aciE.n   tambit±r.   5e      cibE.Ervfj

en      endc}derma     parietal      y     tEjidc3     rlervic3So     c3bterlic}c]     dE5de

I:EIL`1aE   clE   t€ratc)c:arc:inc3ma   diferericiac]a5    {Figura      15}.         Sin

embargc3,   er}   lc}5   Embrit3ne5   preimplantaciorialEE,I   Este   ant±ger-|o

se   distribu`,+6   hc]ITlc]g6rlEamEntE   Ec]brE   toda   la   5L`pErf ic:iE   de   lc]E.

b1a5tdmer-I)Ei.

EF{lJP0   VI

I:omprenc]e      14      anticL`Erpc3E      flTIoric}clcJnale5,       cuyc}5         antigEric]s

aparecEn   en   El   c:1i../aje  y   que   luEgcJ   durante   la      imFilantac:i6rL

5E   E>!pre5ari,eri   la   ma5a   celular   y   flo   er!   el   trc:.{c]bla5tc3   {Tabla

9).

r`jinguric!   de    lt]E±-.   antigEr!c35   r.ecc.ric3cic3c}5   Flc3r    lc35   aritic:uErF;cI5      dE

E5te   Gri.`pc:{,    5e  ,c3b5Ef-`/6      rriediani:E      inrr!ur.ofli`c3rE5cencia      indi-

rec:ta   en   linfocito5,   gldbulc=.E.   roja5   y      c6lLilaE:.      fc:.lici.`lE`r€.s5



.`:..`'.

FIBURfl   15

Lc}[rlLlzfic;:[oI.`j   DEL   ril\JTIGEI\in   F{Ec:t]No[.IDD   F:'DF{   EL      4,i`uTI[ijEF:F'o

Tc:-5c?      EN      CE.L.uLfis      DE      TEF{f}Toc,qr,:CINOMfi       lr`]Dij[IDfis         fi

DIFEF:i-i`,j[IfiF{'=E ,    [iE{ggF:I+fil}f3§   I¥lEDI,qr,.!TE.       IN!`.'lu!``"FLijoR.Eg[E.!`.i[IF,

I w rj I F: E I. T fi .

a}    I:oritrc.1       p{3r.      c}FTii5ic:{n      dtl=1       Eintic:uerpc.         e5pec:i+ico.

Incubac:i6n   cc3n   g5uErct   dcJ   cc{nejc!      £ir-!t.i-gamffiE`~cjllibul ir.Ill

de   rats.       fit.`fr!E-ntc3   35t=}   X.

b}   Ct5lulag      dif€.r.Ericind[|=.      hat:ia        @ndc3dEirma        pariEt.al.

Ndte5E.     manc:liaE.      flLiare5ctgntes      can         la        5Ltpc-rfj.c:ie

celular.       flufrieritc3   =`5.:}   X.

c}    .:/   cl}    C€:.1ulE`E.   difL5rEnciaclag      hacicq      i-.ejic!o      rigrvic3E.c].

§e   c]b¥.E.r`/a   El    miss/!}t3   patr+lil.       fiL`IT!E.iitLi   35i=}    }{.
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TABLA   9

LOcAL]zAc"  OE  LOB  AWT16ENO§  REc"OciDO§  pop  LO§  A#TiouERpO§  mwo[LmALEs

#EDI"TE   "muwDFLunREscEwclA  ]WoiRECTA  Ew  EL  8Rupo  vl

HI8RI00FIA            TC-F9/PATRDX               EAMETO§                         CLIVAJE                               IMPLANTES                                     OTRBS                                  88§.

Ova.               2-[el.   8-[€l.             H[I     T/patr6n       E5p     Lint.      ER.      C.Fol.

TC-SHE                          +/c

TC-5Hlo                      +/I

TC-H86FJl                   +-;'[

TC-18!384                   +/I

TC-E7487                    +/I

TC-D78Bi                     +/c

T£-7H7                         +/c

TC-1D4                            +/c

TC-lap                       +/I

TcrdF5                       +;I

TC-4Fi                     +-/I

1    TC-lE3                      +-,I

\     TC-3D11                       +-j.I
)'

TC-3C1                        +-,'c

+-

+-

+

+

HO+-

ND#D

+-+-

+-

+-

+-

+-

+-

+-

+-

+-

+         -                                -              HD            HD

+-

+               +-                    +-     -                                            #D          tin

ND               -                          +--                                                    ND            ND

+-+--

ND        Norec}on

ND        Nore[lon

-            FteF]On   +

-          Reclon   +

-          RE(lop   +

-            REEIOR   +

N0        N8rE[lon

ND        NorEclon

ND        NorE[lon

ND           No   rE[lor}

-          NB  rE[lon

W0        Reclon-

ND        Fie(lorl   -

+     :   in.unofluore5ceri[ia  pa5itiy3   intEnsa         dB  :     inlunoflure5cencia  difusa  hoio¢!nea

:-:  :::::::i::::::::::: :::::i¥a                   :: :  ::i:::::;::::::::I::: :;::::r,:e::::i::e:ro{obia5tica5
I     i   inlunof luorg5[er}cia  en  ct}ntorrlo  celular  tcp;   inmnofluore5Cencia  en  [or}torl}o  [Elula5

a     :   imuflofluorE5[En[ia  er!  £anch35                       pErifEri[as  trBfobli5ticas

d     :   inaun8f l8rE5[encia  difu5a.
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en   espErITiatc)zoides,   cc3n   e>{c:epc:i6n      del      aritlgenc3     reconociclc)

par     el      anticL`erpo     TC-=`C1,      tocios     fuerc3n     riegativo5.        f}l

E5tudicir   su   di5tribuc:iEirl   En   diferentE5   E5tac}c.a  clE   dg5E\rrc31lt]

F}reimplantac:ic3nal  ,    se   c3b5ervd   qua   56lc:I   c}c]E   dE   ellc]5,      TC-4F4

y   T[-1E=`,   ge   E>:pre5an   en   el   estadc}   de   c]c]s   cElula5;      ot.rc!5   5E

c3b5ervan   c]e5c}E   el    e5taclc}   dE   a   c:51l`la5,    c:omc3   e5      el      c:ago      c!E

lt3s   aritlgent35   c:c3rrespc}ridierlte5   a   lc]5   aritiEliErpt]5     TC-1G14=`[`J4

y   TC-E7487    /`Figura   16).

AlgurioE.   de   lc35   aritlgenc)15   rEc=c3nc]c:idoE   F}c]r    lc35   E`riti,c=L`Erpc]s      c3e

e5te   grLtF{c}   ric3   5e   dEtEctan   eri   Estcl:c3Lis   dE   desarrollci   prEi/io5   a

la   irriF)].ar!taciEin,    E,in   errit.argc3,   e5tc:.   pc}c!rla   5er      i`n      artEfE`ctc:.

porqi`c~   erl   El    c:ago   del    aritlgerlc}   recc}ric:tc:ic}c}   pc}r-El       antic:L`Erpc]

TC-1G1:D4,      a      pEsar      qi.`E     hemc}s        c]b5er`/ac]c]        uns         iritensa

fluc]re5c:Erlcia,   en   tc3da   la   super+i[ie   dE   lc35     blEt=.tbrrleros     eri

mar-ulas   na   cc}rrlF}actE`da5     presic]riadas      Eritre     F}c3rta      `/.      c=ubrE.-

t]b_iEtc33    lag   mdrula5   c:anrlpac:tada5   pre5ic3riada5   en      igual       fc.r-.ffiE`

5c51c3   FirESEntan   fluarE5c:Ericia   er-I    lag.   E`reaE.   c5E   c=c3ntacta      ant.re

log   bla5t6ITIErc3E.    (Figiira.16).      Estc:{5   re5ultacic.5   5L`gieren      que

lt35   aritlgEric}5   ric:.      c]Etec:tadc35      erl      a.I       e5tadc3      c}E      8      cEILilE`E.,

pt3drlan   e5tar   €.egregE`dc35   al       iriteric.r      c3El      err.br]..6n3      en      lag,

areas     dE     c:clntactci     intcJrbla5tc0TiEricaE=.,         1o        c:i`al         5erla

corlE.i5terlte   c=c3n   su   lacali=ac:i±n   eri   la   mE`5a      c=Elular      c!E      lc]5

E{lastoc:iE.tc]E    irrlFIlantadc}s    I.ri    [7I.i+-`..t.

En    blaE.tc3c=ie±-.I.c35   irriplaritfjdoE.    I.r.    L'I.±r{..i,    c=orrict   e5   carEtctEr±sticc3

de   e5te  grupo,   E,6].a  r.eiacciorian   cElulaE   clE   la     frlaEa     celular.

SE      c3tt5Er../a      quE.      algunc35      antlgerlc35      flric}5trBrc3n      uns         5eHal



FIBLJRfi   16

LOCAL17.fit:.ION   DE   ANTIBENL15   P.EEONO[IDt]§       F.OF:       ANTICUEF{F't]S

riioHoc:LONflLEs   DEi_    6RUF'o   I./I       Ehl       E.MEtF`.I0NE`a'       DE       F:f}Tc]N       EN

DIFEF!Ei\iTE    E§TADo       DE.       DE5f`iF!F:[iLLLi,        OBE;EF{'./pi}:)05       MEDlfir`ITE

I r`JP.lur..jrjF.L.UHF:E5CEr..jc I f3    I I.`jD I F:E[.Tfi.

a}     Lc:ic:E`1 i a:acicjc.I.I       dti?I            a.nti g6:.rict           r-E.c:t:.ric.c:i clc}           pcir.           LIZ

anticut3rpc:.      TC-E-j'4E{7      Eri      e5tac5c}5      dE.      r±      cElulaE.,       4

cE].i.`1E`E.    y    en    rrlE.rii.lag.,        5€:.    c}t:.cLiErvLl    uriE`       flucirt=.E+c:curici a

tErli`E   eri      la      superfic:ie      c]E      la      mdr.ula       i:flEEhaE.).

fiufriEritc3    171.:1,X.       r`Jc3   5E   usd   tirlc:idri   dE   c:clntra5tE.

b}    ../   I)    Fldrula   dE   8   c6lulEtE.   nE`   cc:.mFiEictada   y   c=DmF.ac=tadE`,

rEspec:ti`tarrlEntE.      En   lEi   priIT!Era,      EE     di5tiriguE      uria

tErii.`E   f lureET=c:ericia   L=ri       tc3CIE\       1a       Super+ic=ie      dE       lc:tE.

blaEtc5ITIE.rc}E.,    En    c:arribic3   En    la   E;Egur.ic}a,1a   r.ET*cti`/idaci

E5t.A   rest.rirfgicla   a   algL`rlaE.   =E{naE:.   c3E      I:c3r-itE\CtcJ      Er.itrE

i ciE:.        bl atE.rrlerc]E.         {flEc:r!aE.}.            £IUITiei-.itc]        =.I::}i::I    }:.                Lc}E.

E-fTibric3riEE:.   5E   Coritra5t.arc:.ri   E[jr)   fi=tll    E../arlga
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i luoresc:ente   teriL`e,   comcJ      la     de     log     rec:c)nocidc)s     par      log

antic.i`erpo€,   TC-=`H5,   T[;-1E=.   y   T[.-=`Dl1;      e      inten5a     el      re5to

(Figura    17).

LciE.       r€!c=.i`lt.adflE.      de}.       e5titcljc`      cle       la      e>:pre5i6ri          dE          eeT>t.,c]s

antlgenc3E,   er.I   otros   tipoei  celulares,   e5tari   re5umidcis  en   TaEIla

lt).       Toclc]5   lc3s   mc)rioc:loriale5   ensa../adc]s      reac:cionar-orl      c:ori      el

endc.der-fti,:`      par.ietal      cle      lag     cell`1as        de        teratc3c:arcinoma

iridu{=ic}a€:.   a   difereric:iarE:.e,    5iri       enri[:iargcl,       rlirigi`rio      reaccior.I(i`

cori   c€li`la5   clcH   tip.c:.   r.iervici5cJ   derivada5   de   c€lula`5   T[-F9.       Er.

tejido5   fetales   cle   ratdn     de      14     dla5     de     gEE:`tac:idri,      tree:.

ar.itici`Er.pt3s   reacc:ic]riarc]rl   con   el    mE5€riquin.ia   cc}nc!eri5;ado   i acial

(T[.-~=`H5,      TC;-H86F4      y      TC-4F4)       y      en      la      Filacenta.         5iete

aritic:uerpcj5    {TC:~5Hlt),    TC-1G1=`D4,    TC-D7BE14,       TC:-1D4,       TC.-4F4,

TC-1E=`   y   TC-=`C1)      mostraron     mayor     a     merier-      intensidad     de

f li`or.E5c:er.Icia   en   la   regidri   cle   la   decic!ua,    E,c]tirE   IE`5     celula5

de   tro+obla.E.tc]   gigante.      NinguriG   5E   unid   a   lag.      vE.1loE.idade5

c:ciridrii{:a.5T>      de      placentas      hurriaria5      clE      t6r.niiric]      y         tarripoc:ci

reaccior-Iar.c]n   c:ori   tejiclc:I   renal    y   hepg\tic=o.

GRLIP0   VII

{::c:.nfc.rme   a    lc!   yd   ]ric]]c:adcL    rlc.   Cil5Pc}riemos   de   antici`errjc3E:       qL`F.

reaccic3nen      c`-_in      antlgenc}5     que     aparecen      durante      la     5.Eg-

nTiEn+.acidri    `.,..    li`egci   s`EJ   e}{F.r€.5eri    Ert   el    i:rrj+I.blaE.to   perc3      rio       E,f±

e.tif)r-ass.an   en    la   mag.a   celiilar.



FIE;URA   17

LH[£.ii_.I:zfi[:..I[Ir`j    [tE    fir..jTIBENo5    F:Ecol.`j[if:IDOE;       F.oF:       I-`,r`]TI[.UEF:Fi[t'3

r7.ic]r..i{]c=Lor.ifiLE3    DE:I_    6F:uF'o       '.,jl        Er..I        EtLfisTo{:..1:E;TO`3        DE        F:fiT[ir.`j

Ir.iF.LfiwT£.i[.jos    I./y'    IffTr,:'i-,.,     DBSEF:'.+rLil`t[ts       MEr)If}l.`ITE-        Ir`jr-J!uNOFL.ij[.i-

F:E§cEr`ic=Ifi    INI)IF:ECTfl.

a)    [:c.ntrc3l       F.c]r       c3rrii5i6ri      c!EI       Eiriticl`erF.oE,       eE.FiEc:]:f iic=o.

Iricubacidn   cc}n   E.uErct   ciE   cc}rle_ic.      E`rit.i-gamma-glc]bulir!a

cle   rats.         TirlciSri      clE      cc:intraE.Ill      c=c3ri      fi=ul      Evari5.

1E.I:,     X-

b}    y   [}    Lc]calizac:idn   dE   lc3s   arltigerlc{s      rEc=onc][id[{E`      pc„-

lc]5   antic:i\er-pos   T[-5Hli::I   y      T[~6F5,      rE-spEEti.`,'aITiE-rlte.

r`j£{tE5E   intEni=.E`   flucireE.cEricia   en   la   5uFiEr+ic:ie   c}e   lE`E,

cE!1L`laE.   E}{terr!aE.   c3E   la   rria5a   interria   y      la      +alta      dE

rEacti.I/ic]ad    Eri    la       EL`pErf ic:iE       c]E       IEtE.       c=Eli.`laE.       c3E:.i

tallc3    I:I lEc:ha:.I    y   en   el    trofobla5tc3.       fiurriEntc31EJ.:i   I:.
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'ABLA   10

LOcAilzAcl"  DE  LO§  AWTlcEm§  REcoiioci"§  pin  Lus  AWTIOuEBpO8  iioiiocL"AiE8

DEi  "ipo  vl  [w  AL6iiiio8  T[ilDO8  E"io"ius  y  "LTus,  HDiAWTE  "iiimFLmE8cEwciA  iroiRECTA

TEJ]00§   EHBRI0WARlo§ TEII00S   ADULTOS

llibridoia          Endop,        I.Werv.        E.br.II       Pla.ratan       Pla.hul       Riion          Higado

dia5             ll  dia5        ter.ino

T€-5H5                         +                                          +/.[ ,fv                 N8

TC-5Hlo                          +                                                       ND                          +/i{

TC-H86F4                       +                            NB                 + /Ic

N0                  in                     ND

TC-16l ]Dl                   +                                                                                  +/.{                                            NO                      N0

TC-E7487                        +                                                         ND                                                                                                                     N8

TC-D78Bl                      +                                                    ND                         +/.{

TC-"7                         +                                                                             NO

Tc-I D4                         +                         in                 wD                       +;.{

TC-lF4                          ND                        ND             +/1[                     +-/.{

TC-lE3                              WD                           WD                                                   +-/.{

T[|Dl I                        N[i                        ND                   N8

TC-3Cl                           +                                                   N8                     +-/i{

WDND

ND                           l'D

ND

ND

N[,

Endo  P:   endoderlo  parieta]               Ib     :   ielbrana  ba5al

T  eery:   tejido  nervio5ci                     .{     :   iateriBl   {ibrilar

Pia       :   plac.iita                                     .c     i   IEsenqui.a  cars

ooc       :   oocito                                         {v     :   [entros  tor.icich  vertebras
epit     :   celula5  ppiteliales            WD     :   no  deteriinado

det        :   celula5  deciduale5
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GRUP0   VIII

Coflriprende   1=`   AMC.5,       qi`e      c:orreE.ponc]eri      a      aritlgenc.a      qi`E      se

e>:pre5ari   s6lo   eri   c€li`la5   de   TC-F9,   y   eri   lci5   embr.ione5   rici     E,|i

c]t:.5ervan      pot-      irimiinci+li`or-e5ceric:ia      en      lag     et.apas      de      de-

5E`rrollc}   embr.ionario   analizadas,   Comc]   se   flriue5tra   en   la   Tabla

11.       Adetria5,    eEitos   antlgeric3E`   nil   5e      e>{preE,arl      en      linfrjcitc]E.

perifer.icc!E;,   en   gldbi`lo5   rcijc.5,   ni   eri      c€1i`la5      fcilici`lares.

En   e5pE.rrfiato=c}1dpE,   sdlo   dciE   dE   eHc:iE.    T[-][ic?   y       T[.~7f}=`.       c]ari

reaccidri   pc:ie=.jti`/a   pc]r    irirr.u.ricJ+lutJr-eE-ceric:la;    €?I    F)rimer-a   eri       ].a

piEza   media   .:/   la   c:old,   y   el    segi`rldc}   sdlo   erl   la   cc}lcl.

EFECT0   110RF06ENETIC0   DE   Log   ANTICUERPOS

EFEC.T0   DE   L05   ANTICUERF'OS   MONO[.LONALES   §OBRE      EL      DE5ARROLL0

INIclfiL   I)EL   RATON

L.a      participaci6ri      d€      lc.5      aritlgerioE.      reconcjcidc}E.      Fiar      lag

anticuerpos   frioric]c:lorialeE.   en   el   desarrollo   inicial   del   rat6n,

5e     in`/e5tig6     nriediante     El      efecto        inhibitorio        de        lc:.5

antici`E~rF.os   ert   lag   etapas   de      Compactac:16rh      blaE.tLi.Iacl6ri      e

implaritacidn.       C`c.I-I   eE.te   prclp65ltc..,    entre   =`   y   5   emt:.ric5rie5      eri

estado   de      2      6      4      c:€lu].a5      .}.      tri6ri`la5      nc=i      corrlpactE`das      E.€.

ciiltivarori   di`raiite  48  hora€,   eri     preserlcia     de     cads     sc)bre~

rirstdantei   dE   hlbric]c{mr±.       EI       Ec]breriadclntE      fi`e      diluidc=i      a      la

ITi]tad   cc3ri   medic.   BiqgErs   Fiorque   eri      mEclic.      Di`lbEccci      -eri      qi`e

crecE:Jn    lcjc_:.   hibridoma5~   ric!   hrfiy       CiE.a.arrcilla      €.nlbric]riarir.`.          Eri

estaE.   condicic3rie5.   riirigl`ricj   de   lc3s   aritlcl`erpc}s   mc}strd     efecto
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TABLA    11

LocALIZAclm  iE  Lo§  AWTI8Ewo§  EEComcloo§  POB  los  AtlTlouEBpo5  "oELomLE§

ill:DiAHTE   I"unoFLuoRE§cEw[iA   liiolRECTA  Ew  EL  BRupo  v]il

HI BR I Dam           Tc-Fg/pA"DN             6AXETos                     cL I VAJE                           I XPLA»TE§                               8TRos                             o85.

Oyo.               2-cEl.   a-[¢1.             H[l     T/patr6n       Esp    Lint.     8R.     I.Fol.

TC-lE16Cl 1                +/I

TC-2C! 0                      +/(

TC-408                        +/I

TC-7C9                          +/I

TE-2HI                        +/I

TC-169                          +/I

TC-4C1                           +/(

TC-4C9                      +-/c

TC-7A3                     +-/I

T£-265                    +-/I

T£-5A4                      +-/'c

TC-2Fl i                    +-/I

Tci6B                  +-,'(

-Reclon+

+-

+-

-Nore[1on

ND     No  re[lon

-NorEclorl

-NoreclBn

-NoreElcn

HD      Hcl   reclori

ND      NB   rE[lorl

-»oreclon

-             ND           NI)              H0     No   re[lon

XB     «8   rE[1Bn

-             #D           ND             ND     No   re[lon

H0     Ho  re[lor!

+     :   inlunofluBre5[en[ia  positive  inten5a         do in[uriBf }ure5[Eri[ia  difusa  hQrug€nEa
+-:   inBuriofluore5cen[ia   ter}ue                                    dE   :   inaunofluore5cencia  dift!5a  hEtErogEnEa
-:   ir!EunBfluore5cen[ia  rleg3ti¥a                            tc   :   ir}eunBf}uorE5cen[ia  contorrio  [Biular   trofobli5ti[as

c     :   ir!Iunofluorg5[Encia  en  contomo  celular  t[p:   inlunofluore5cen[ia  eri  contorii8  cElula5
I     :   inat]nofluBre5cfn[ia  en  larlcha5                                 perifErica5  trtifablistica5
d     :   inaunoflorE5cenciB  difusa.
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sc]bre   la   cc]mpac=tac:i6n   ni      5obre     la     bla5tulac:i6n.         TampoEo

hL`bo  efec:to  de  Estos  mismo5  anticuerpos,   diluidos  a  la  mitad

[c3n   mEdic3   NCTC/135,   5c)brE   la   implE\ntac:idn   dE   bla5tc}ci5tc35   I.r'

v i t r {} .

EFECTC}   DE   Lt]§   ANTICuERPO§   MONOCLONALE§   §OBF{E   LA      ADHE§IVIDfiD

DE   cELULA§   DE   TERfiTc}cfiRclNorlfi

E3e   e5tuc3id   El    efEctc]   clE      toclc!5      lc:.E:.      ariticuerpc]E.      obtEnic]c35,

individualITlente   c3   Eri   ITiezcla5   quE   coriterif an   igual    vc]1L`meri,   cle

[ada     sc3brenadantE     sc3bre     la     adhe5ivic!ad     de     cE].ula5       de

teratc3carciricJma.      El   efectc3     5e     e`/aluc5     Er!     c:Elula5     reci5n

5Embrac]a5   despuE5   de   c=cj5ec:harla5   c:on   TripEina/EDTf}   y   tambiEn

5c3bre  cultivo5  5iibcc3nf luentes.      En   ambos  ca505  el   efec:to     c]e

lc)5   anti[uErpo5   5E   Evalub   a   lag  24   hc]ra5  c]E   iricubac=idr„

Nirlguno  cle   log   anticl`erpo5  par   51   5c3la   tL`vo  efeEtc}   5c}brE     la

ac}he5ividaci   al      sLi5trato     c3     Entre      lag     c:f5lula5     cL`andc3     5E

agrEgarc3n   al   momgntc]   c}E   sEmbrar   c]   seis   hc3raE.   despuEs     cia      la

5iefribra.       Sir.I   embargo,    5E   ericc3ritrd   I.`n   efectc:{   qi`E   E`E      rriuEE.tra

Eri   la   Figura   18     c3E     alguria5     me=cla5     cle     arltic:i`Erpt3s.         §e

c:{b5E.rvc={   quE   lag.   c€1ulEi5   5E   adhiereri   al   5u5tratc]   pera     farmarl

ma5a5   rEdc3ric]eada5,   eri   que   nc]   5e   manif iesta   la     e>:terlE.i6n     de

lag     c:GIL.`la5     eri      el      5u5tratcJ,      E>!ten5idri      qua     5e     t3E.5Er`ra

claramEntE   en   lag   c€1ula5   c:arit.rc3les,    Sin   a.riticL`ErF.c],      c]      t=c3n

antic:uerpa5   c}E-1    rrli5mc3   i5otiFtc.   quE   nc3      tieneri      efEc.tc!      I:v€afe

Tabla   15).

En    la   Ta[i].a    lE   fr=.   prE.E.entan   er!   unEt      rriatriz       lE`5      mEfzc=1aE.      dE



FIBIJRA   18

EFEr,Tc:I   DE   Ar.JTICLIERF'[i§   moNO[Lor`Jf]LE:a   50BF:E   Lfi   firjHE5IvlDfiD

DE   GEL.ULfi5   I}E   TEF:fiT(]cfiF,'CINoivifi    I+]'    I.'.I-rro.

a}     EEL ul E`E,   E.r.I    `.`ri       I:ul I.i.vc]       c=c`rli-.rol        5ubc:cJri+ll`En.te,            E.:E3

c]bsEr-../a   la   fc}r-rna      pc31igc}rlal       dE      lag      cE|L`1a5      y      el

amF.lic3   E{5pac=io   iriterc:elular   entre   Ellas.      Optics     dE

r.Jc]rriE`rE.I::i.         fii.`frfE.ntc3    ati.=7    x.

b}    [Eli`].a5   inc:uE.adas   c!urante   1]4   hc3ras,   dEE.de   el   rrlc}mentc]

dE   5EITibrar,    c:cJri   la   rrlezcla   de   aritic:uerF}c}s   TC~E74E17      y

Tr.-1[il=`D4.        Hcl   c]eE.aF!ar€-c:idc)   EI    EE;p€-`c:ic:t       iTitEr.c:a.li{lar.

y    lag   [±1L`1a5   ft3rmE!.n   uria      mcl:15a      c:c]nt±nL`a,       5ErriEjarlclct

uns    aL]1,utir!ac=idrl.       fiuITierltcj   B{=.i[}    }:.
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ariticuErpos.      SE  observc5   que     lag     c:Ell`la5     5e     adhierEn     al

sustrato     pero     forman     ma5as     rec]c}Iic]Eac]as,      en      qi.`e     no     se

fr!anif ieE.i..[|   1a   E>:tEnE.idrl   cle   lag   c:61ulaE   En   el    5u5trato   y      qL`e

sE      c}bserva      clararriErite      erl      lag      C:€1ulaE.,        c:t3rltrc:.I,eE.,         Sin

Etnticuerpo,    c]   c:c3n      arlticuErpc}S      dEl      mi5mct      isc]tipc3      qi.`e      no

t.ienEn   ef€c:tc3    /.vEa5e   TaE}lc;\    15).

Eri   la   Tabla   12   sE   prEEEritari   erl   irma      rrlj3triz      lag,      mE¥c=la5      de

E`ntic:uerpctE,   quEu   rrio5+.rcl:|rc]n   el    feri6ITiEnc:I   deE.{:ril-.{3.       5e      c3tiEEr`/a

quE   lag   melr.lag,   del    aritic:uerpc}   TC-4.[=`   c:c3rl   TC-486   c}   TC=-884      c3

TE-4E17   prc3duc=eri    L`ria       irihibic=idri       c}E*       1a       c=c]nfluericiEi      cle       lE`E;

c=ElulaE.,    yE`   Sea   agr-r=gada5   E\l    ITiomc:-ritcT;   c]e   EE?rribrar   ct   5gi=   riclraE,

dEspuE'5   de   la   E=.iEmbrEi.          I:.ualldc}      E5tE`5      mismE`Ei      mEzc:lag      5E

agregan   a  c:Liltivc]5   5ubcorif luentEs   se  ob5erva   quE     la     mez[1a

dE   TC-4[=`   mag   T[.-486   ric3     tiEne     efec:tc]E      T[-4G=`     friE`5     TC-884

tiErie   un   Efec:tc3   part:ial,   EE   c!Ecir,    Ee   observari   5dlc:t     E`lgunc]E

grL`pc3s     I:ElularEs     en      qL`E      rla        desapar-ec=idt3        El         espacio

intErc:elular,   En   c:arribic],   en   preE.Encia   de   la   mEzc:1a   de   T[:-4C=`

mag   TC:-487,    tc}c]aE.   lag.   c€].ulaE.   han   ac]c.ptadrj      e5ta      frlc}r.fc3lc]g±a

i:Figura    18}.       Llama   la   ai:Er!c:i6ri   qua      let      melc.IEi      TG-884      r!-ici:E.

TC-487   qL`e   nc3   tEnla   efec:I.c}   agrEgadE`   al    rric:.rI.Ientc3   clE   E.Em[.rar       c3

5ei5   hc!r.a5   dEJ£FtuEIE.   c3E.   la   sierribra   en   [it.1ti`/c39      5ut}cc:influenteE

afEc:ta   parc:ialITier!te   la   mc3rfc31c.g,I a   Celulcl:r.       Eri   e5t€t.E.      mis.rria.5

cc3ndicic]nE5   alguric.E,   ar.iticuErF.C35      5c31c}5      prc]duc:en      iir.I      efEc:tc]

pa.r.cial    c:amc.   eE.   el    c:E`E.c}   de   TC:-8Et4,    T[:-487   y   i`ri   efEctc}      tcital

cc]mc3   EE.   a.I.    c=a5c]   dE   T[-3rJ4.
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TABLA    12

INHIEICI0N   DE   LA   CONFLUENCIA   DE   CELULAS   DE
TERATOCABCINOMA    JW    yJ7.flo   FOR   AMC   0   MEZCLAS   DE   AMC

Gr.I,pc'
1.    AM[..   agregadc:i5    al

flric:imerlt..a   dE   sembrar

2.       f}r'1[   agregadc.5   6   rior.aE,
CIE5pu6E;    dE    ]a    E:.1e>ITibr.a

Hi br i dorria
----.----.-----...------.- `-`--' --.-----. _-_'_

4[:=`      486      BE4      4E17      =`D4

Ill         4C3                         +

1'  11             4E16

VI              8E(4

=`.       f}MC   aeregaclo±   I4   hc]ra5
dEspuEE   c!E   la   E,iErri[tra
/,c:ultivrj   5utic.c}nf li`erlte)

++ND

Nr,

ND
-.-___ -----..---.------..-.-.-.--.-.---.------.--..--......--.--...- __-  .
487                                                                         ND
_`--`_._ --...---.-------..--...-----.---..- _.._. .
='D4
__ _                                                                       __        _

_rT====_.I._-TT:_~Lr==LL-_f-__T=_=====:
+             +             +             ND

ND

E)B4                                                                                    ND

ND

N£`,

ND

+/-__i_                  `'_WD

+./-        +/-
_i-J---Jr=JL---L_i_===_

+

t..j[)Tfi=    En       la      tatila,       lc]€.      re5l`ltadc}E`      cc=.rre€.poric]en
c{t.sErvado5   despi.`E5   clE   inc-ut..ar-I.'4   h   cc]ri    log.   fiH[.

+:    Signi+ica   efectcj   5cjbre   la   friorfologia   c:Elular,
e>{terl5i6n   de   laE`   c€.1i`laE   eri   el    si.`5tratc:I.

N[)=     Nc3   detErrriiriadc3.

aloE

r,c,     rlay
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CARA[TEFtlzACI0N   INMUNOGILIIMICA   DE   LOB      ANTIGENO§      RECONO[IDO§

POF=   Log   ANTICLJERPB§   MONOELONALE§

fiNTlcuERF'Os   MONO[L.ONAL.E§   t2lJE   sE   uNEr`I   fi   FO§FATfi5fi   fiL[`.fiLINf}

Nc}  se   intEntd   proc!uc:ir   E`ntic:uerpc]5  cc}ntra   fo5fattl:15a   alc:alina

porqL`e   la   enzima     disFionible     Comer[ialmente     e5     de     c3rigerl

bc3virlc3   y   5u   pL`rific:acidn   degc]e   errlbrioneE.     cl     c]e      c:Elula5      de

tEr-atacarcinc]ma     prE5entaEta     C]if ic=ultadE5     tEcnic:a5.            F`ara

c}b../iar      eEto5     prc3blema5,      EE      invE5tigd      la     pr.e5enc::ia        de

EtnticuErpo5  anti-fc3sfatasa     alcalina     En     El      repertc={ric3     de

antic=uc-rF:Ic}5   ITic3nc3c:1onalEE;   C:c3ntra   I:Elula5      c}E      tEratc3car-c:inama

F9.      Cc}ri   e5te   propd5ito   E.e   de5E`rrc3lld   un   Eli5ayc}   ELIsf}   en   c|L`e

lc35   antici`erpc35   mc}noclc]nalE5   Se   emplEarc3n   [c3mt]      elemEntc3      cle

[aFttL`rE`,   para  rEtener   la   ac=tividad   c]E     FfiL     pregentE     En     url

E>!trac:to   dE   c:flu,lag   de   teratc][arc=iric]rria,   c=t]rric]   5e     mue5trtl:|     eri

el      Esquema     dE     la     Figura        19.           El        enEayo          cc3rlsisti6

bE`E.ic:amEritE   Eri:    ac:tivar   LmEt   plac=a   de   PVC   c=c3n   5uErc)   dE   c:c3nejc=I

anti-inITlunc3glc3bulir-Ia   c]e      rata      y      luEgt]      irlc:ubarla      c=on      lc)5

ariticuErFic3E   rrlctrictc=lc}nale5   dE   rats    {sc3breriadarlte   c]e      rriEdic3      clE

[ulti`.'c]   c]      aritici`Er.Flo      purific=ac!Q).          LUEgo      se      iricubE3      c=c]r!

e>:trac:to   de      c=Elula5      T[-F9      tratE`daE      c:c3rl      Tritdn      X-1t:}{:i      y

i inalITiente   se  re`/eld   la   actividac3   de   Ff}L     reteriida     pc]r      lc35

aiiticuerpt3s  u5andc3  coITlc3   5uEtratcJ   especf I ict3     E1      +c35f ato     de

paranitrc3fEriilt3,    a   pH    IJ.:i,4.       Lc]5      PC3c=illc].5      c=c3ri       antic=i`Erpc)s

qua      retL`vier.an      en      fc3rITia      directs      c=t      irlcjir.Ec=ta      FfiL,         5E

rEcc3nc}c=ierc]n   pc]r   1&   hidr-dli5iE   clEl    5uEtratc:{,       qua      d&      c=c]lar
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amarillc3.         Hay      qua     c:an5ic]erEtr      eri      E5te     eri5ayci      quE      lc35

pc}[illc]5   [oli   antic:uerpc3s   qi`E   5E   uneri   a   FAL   pEro   quE     inhiben

i..c}talmeritE   la   ac=tividacl   dE   la   enzirriE`   no   deE.arrc311arian   cc}lc3r

y   pc3r   lc3   tantc3   aF.arecEn   cc}mc3   negati`/BS.       F'ara   c]EtErIT!ir!ar   e5e

tipc]   de   ti=rit.icL`L5rpc}   pc3r   ELISpi   cc]nverlcic:Inal    5E     requerirla      de

enEE`yc3E,      c=c}n      enzima      purif icac]a      c}      invEEtigar      EI         Efe[to

inhibitc]ric3  c!irect.a  de   log   an.ticuerpE.5     Sabre     pr-eparacic:irle5

dE   la   Erlzi/rla.

I.c.nTic:.   PAL   eE.   uria   erizinria   irit..egr.cl:I    dE   la      frlembrar.ia      pla5mdtic:a,

1c35  tratamieri.tc]s  pars   c}bter!erla,   de5crito5   en   publicacion@s,

€iEnEralnTlent.E       L`E.ari          5c=.lvEnt.E-..5          Brgg{r!icc:tE..          c3          dEtE.:rgerit..E.E..

(Fish{nan,1P74}.      Pars   obter.iEr   i`ri      e}{tractc}     dg     cElula5     de

teratc3carc:iric3ITia     cc3ri        acti../idad        dE        +c]5fatasa        alcalina

eE.tudiElrrlc3E.   El    efeEt.c:.   El   cliE.tiritc}5   tiEff!PG5   CIE   trEE.   dcJtergentE5

nc3    ic5r.iic:c3gg     Tr.itEtn    X-1{:)I:l,    Wc.riiclE.t    F.-4{}   y   TWEeri-={:I,    5c.br.E   i`nci

5Li5perl5ic5r!       de       aprc}>{ifirladarrieritE       1    >{    1{:}7       c:Elitla5      pop.       ml,

crj=ec:hciida5   c:c}n   TriFt5iria/EDTfi.       Log   rE5ultac)c]E   5E   mL`E5trarl   en

la   FigL`r.a   ={:}3    que   rEIBcic:ina   el    rEric}imiEnto   dE   la   e}!tra.c:c:i£Iri,

E>{pi'-esadc3   Er.I   uriic}a.dE5   totalE5   de      acti.`/idac]      Er.zimat.ira      c:c]ri

lc35   difEreritE5   tiEfrlpc:IE   dE   accic5n   c]E   lc3E.   dEt.ErgerltE:g    I:Erit.rE   =

`/    1i::I   miii}3    marit:e?rliErida   c:an5tantE      la      cctric:entracidri      dE      lc:iE`

deterger!te5   al    i./..      Eel   ariali5i5   dE   E5te  gr-ific:c:.     5E.     pi{ede

c=c3rlcluir    quip   EI    Tw[-Eri-=i:=i,    Es   EI    ITiEr!c3s   EfEcti`+c3   par.a      e}!traEr

la   En=im,Et,    y   qL`c3   En    tierripc}ri   c3e   e>:i..racc:ic5ri    c:c3rt.I.E.,    el       Tritc3ri

X-1J.:)£:},    e5   el    iTia5   ef icientcLi.       F.c:(r       eE.ta      ra:.:drh       fu€J      elegiclc:i

F`ara    la   F.reFtar-acii±.ri    dE.   E>{t.ra[tc?E.   I:c:{r.    ac=ti\fic3ad   c}E   FfiL.
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FIE;LJRfi   20

2                       ,                         8                         8                       10

T   (mid)

EF.E[.T[.`   DE   DIFEF:Ei.`jTEs   DETEF{GEr\Jl..ES      Nrj-IDNlco5      5tiBF{E      Lfi

ficTli.+IDfili   DE      FOsFfiTfi5fl      fiLcfiLINfi      DE      Lir`j      E>:TF!ficTO      DE

I.ELijLA5   DE   TEfi`fiTo[.fiF:clr`ic}rifi.

Uria    urlidad    dE    a[tividac]    eriziITi&tic:a.`     (Ll}     =-.I.       clEf iriE.       c:c3ITicL-i

la      c:antic]ac]      dE      Eri¥ima      que      hidrc31iza       1      /.i      ITlc3l       dE

Ft-riitrc:{fE=.nil    fc:.5fat.a   pc3r    ITtj.rlutr!   a   =`7   a    Et   FtH    |{=},4.
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AdeITi&5   5e   eE:.tL`did`   El    efectc:I   dE   diferEritE5   c:oric=entracicines   dE

Tritdri   X-1C)C},   sabre   c6lulaE   co5echadas     c:c}ri         Tripe;ina/EDTA.

Log   rest.`ltados   5E  muestran     en      la     FigL`ra     21,      en     que     5e

rE..lacic.ria   el    rerldlflriler.itc]      dE       let      E>{trac:{:idr-I,       e}:pre5adc}      en

ui-iidade5  totalE5  de   actividad   enzimdtic:a,   con   lag  difererltes

cclncentraciones  de  c]etergente,   c}l`rante   5     miri.        §e     observa

qL`r=   en   cortcentrac:ic)rie5   superioreE.   al    17:      de      Tritdrl      X-1C){:),

hay      un      rapidc]      decain.Ii,entc`      d€..      I.a      actividE.`cl      erizirriatic:a,

F.robablEITic-nte   r+clr   L`ri   e+ecto   iriaL-'t.ivarltc-dEI    Tritc5ri    X-1t:i{:t.

Comc)   el   rrledio   iltilizado   F]ara   c:ogechar   lag     c6lulaE.     cc]rltiene

tr.ipsirla,    qL`e   es   L`ria   Proteasa      qi.`e      moc]if lc:a      la      SL`perf ic:iE

celi`la.r.,    5e   cc}mFiar6   el    efec:tc:.   5c:{bre   FfiL   de   dic.hcJ      met.c}dc.      de

e>:traccidn   c:c]ri   el   metodo   de   cQsechar   con     Gk:N     -el      ci`al      nc3

tiene     ac:tividad     protEolltica-     5irl     encc]ntrar     difer.enc:ias

signi{ic:ati../aE.,   F]or   lo     tarito      5e      pref iriE.     el      flriEtodcl     corl

trip5ina   qi`E   EE,     mds     rdpidc.     y     e+iciente     para     sc]ltar      lag,

c€lulaE.   de].    5L`5tratc3.

§e   iri`+estigEI   la   capac:idac!   de   5=   antic:L`erF.c=i5   para   retErter.      la

acti.`+ic3ac]   c}[-FfiL   par   el    erisa`t'o   ELIsfi   descrito   antEric]rITiEntE;

16   dE.   e=.tc:iE.   dj.a.r-orl    r-Sac:cion    [`c.`E.itiva..        Er-I       la       Tabla        1=`       5E±

mi`eE.tra   lag   caractei.-Istic:aE5   de   lc}gt   antici`erpc]E.   quE   5E.I   unen   a

FAL.      y     el      gri`pcj      al      ci`al      pErtenec:E      el      artticuerpc].         La

iriter.IE=.ic]ad   de   la   reac=c:idri   friedlc]a   Fior       ELI§fl      sE      e}{Flres6      art

fctr-rna   arbitraria   c:r3ii   cri`ceE.,    ql`e   inc]ic:arl    la      iritenEic]ac]      c]el

c.cilcir.    aITiarillci    al    c:.jc:I   c}el    c:It:i5ervadc:ir.i    tan.ibiEri    se       irldica       el

•`,'alc3r    c]E   atisar[iarlc=ia    a   4{:17   rliTi   C]e   un       e;`{perimEritcl       tipc].           SE
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12345

Trjt6n  x-loo  ( % )

FIBURF}   21

EFE[:T[i   r}E   L+t!   I:c}i`.][ENTF:fir.I[ir..I    I)E       TF{ITor.ij       I:-iJ:}i:i       sLiBF`iE       Lf,

f}[.TI'.JIDfiD   DE      FOSFfiTfl3fi      fiLcfiLlftlf3      [JE      IJhl      EXTF:ficT0      DE

[ELULfis   DE   TERfiTOcfiR[.INorcifi..



TABLA    13

DETERMINACI0N   DE   ANTICUERPO§   MONOCLONALE§   OUE   §E   UNEN
DIRECTA   t]   INDIRECTf"ENTE   A   FAL   EXTRAIDA   I)E   CELULA§   DE

TERATOCARCINOMA,    MEDIANTE   ELI§A

GrupcJ           Hi bri clorria                 ELIsfia

I                    TE-5DI
TC-1C=`

Ill              TC-fi=4F5

tJ I                   TC-5H 1 i:'
TC-H86F.4
TC-D7BE(4
TC-4F4
TC-1E=
T I - =\ D 1 i
TC-=\EI

VIII            TC~1E16[1l
TC-4DB
TC-7C9
TE-=H2
TC-189
TC-5fi4

++            (t',79B)
+              (,=i`434)

( I) , 726 )

( '.:) , 86 4 )
( C) ' 758 )
/. (:) , a 2(:) )

{0) |J7 4`}
' i:i , 736 )

( {' , 594 i
( 11 . 4 6 I, )

( C) , 3=6 )
( (:) , 4a2 )
( {' , 464 )
( t' , 494 )
( 1-) 7 = 7 2 )
( (:) , 534 '

132

Nc3ta;    La   iritErl5ic}Etd   del       color      aiTiarillci      al       c3b5Er../ac]c}r-      5E
iridic:a   frlec3iarite   5ignc]E.:    ++      irltEn5aITiErite      pa5itivci;       +
I:.QE.iti\/.I;    +-Pc3£iti..r.c3   tEr"e;    -nEgativc].

5E   iriciic:a   eritrE   FlrctrEnte5i5      1a.      ab5E.rbancia      cl      4C}7rlm.
I:orre5pc}nc!E   a   la   lectura.   de   L`ri   E>{PerimcJr!tc3n
Hidrdli5i5   e5pontariea   pr`!pp   I:i,I:13{!.
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e>!prE5a   El   reEi.`ltEido   de   l`na   5C}la   Serie   e>:perimEntal9      pcJrqi`e

log  di5tintc35  en5ayo5  de  ELI§fi  muE5tran     diferencia5     en     la

let:tura     de     fc]ndo,      1o     c:l`al         impide        prc]mec]iarlo5.           E5

importarite  de5ta[ar   qi`e  lc}5  anticuerpo5  que  5e     consideraron

paEiti`tc}5,    lc]   sc]n   en   tc]dE`E   IEi5   5ErieE.

El      anali5i5     de     la     Tabla     13     5Ltgiere     que     e>:i5tirlar.     2

arlticuerpc3E   quE   c:t3rrE5pc}ndEn   al    Grupc]   I       (TC-SDI      y      TC-1C5}

qi.`e   cE\ptL`r.a   uria   fc]rmE`   clE   FfiL   qL`E   EE   En[c3ntrar±a   pre5ente      En

el   c3c3c=ita   y   la   IT!aEa   celular   y      El      trc3fobla5tL3     dEl      embridr{

iITiplarltac3a.       DE   lt]5   cjc}E,       T[-SDI       eE;      El       qi.\E      mc]5trd      ma`,fc3r

intErlsidac]   E3rl   la   rEac:c:i6n.       Gtrc]   E`ntic:i`erpc3   que   pErtenec=e   E\1

gruF.c]   Ill     I:Tf,-fi34F5)    rEcc]ric}cer±a   uria   {c]rma      ciE.      FfiL      qL`Ei      E.e

t3bE.Er`/a   erl   el    c:{c3c=itc}   y   lL`egc]   5e   sEgrEga   al    trc3fc}blE`Etc3.          §E

Encc3ntrarc}n   adeITiiE.   7   antic:uerpc35   del   grupc3   VI    qL`E   rEE`[cic3rian

cc3n   L`Iia   fc3rma   de  FfiL   ql`e   5urgir±a   dL`rarite      la     5egmenta[idri.

De   ellc35,      TC-E:H1{:i,       TC-H86F4,       TC-D78E{4,       TC-4F4      y      TC-1E=`

fuErc3n   ir}tEri=.amente   F{aEiti`/c35,    mierltrE15   qL`E   TC-=`D11   y   TC-3Cl

mc35trart3rl   i`na   reactividad   tEnl`e.      E5tc35   anticuerFlc35,   ct3ino   es

c:arac=terl5tic:rj      c]e      eEtE      Gri`pc}]       rlc=i      se      urlEn      E`      mc3lEc:ula5

pre5Ente5     En     la     5uperficie     del      c}c3cito     y       durante        la

imF`1E`ntac=it:.n   sE   agc]c:itT*rIEln   a   urla   fc3rma   de   F.fiL   qua   EE   e>:preEia

Eri   la   rriaga   cell`1ar,       ficjErri±E.,    E.a   Encc3rltrarc.ri   6      ariti[uerpc35

dEI    E;rupcj   I.JIII    que   rEc=c]rlc3c:Erlan   i`nE`   fc3rma   clE   Ffil    quE   5dlc3   sE

erlc:oritraria   E.n   lcl:15   c=Elula5   clE   tErE`tc}c=arcir!c3ma.

DEbic][j   a   quE   lc35   antic:uErF]c}5   quE   rec=oric3c:erl   Ffil    en   el       ELIE;fi7

FiErtErlecen   a   4.   8ruF!aE.     c!iferentEE.     E.e     tratarla      c]e     E.rizirrlaE.
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distintas,   pc]r   la     que     c=orisic}erafrlc]s     ptBrtiriente     estuc!iar     a

I:L`5leE  dE   lag   i5c3Enzima5   dE   FAL   deEc=rita5  en      la     litEratura

corre5ponc]en.      Cc]ri     e5tE     prc}P65itc],      5E     realiz6     i`n     ELIsf}

E,imilar      al      utilizadc3      ant.eric}rfrientE,      s6lc:.      qL`E.     eri        eE.ta

opc3i-turiic]ad      5E      rEEmpla2c5      el       E>{trac:tc}         c]e         c:±lL`1aE         c]E

teratc]c=arcirlc3fria   pc}r   diferentes  E>:trac:tc]si   dE   tejido5  dE  rat6n

adulto7   obtErlidc}5     c!E     ITianera      Similar.         §E     erisa`/a     hlgado,

riff6ri   a   ir-it.EE.tinc].

Lc}5      rEEiultac]c3s      c3E.1       ELIsfl      C:c3n       e}{trac=tc]5      de       tejidc3E.      c]e

ariimalEs   ac}ultc35   5e   ITIL`estran   En   la   Tabla   14.    SE   oE35erva      quE

rlingurlcj   dE   lc3=`   arlticuErpc}g:.   rEclc=c=iorla   [c}n    la   forrrla   dE   FfiL   qL`e

sE   E.;:press   en   El    hlgaclc}„          En      CaITlbic3,       c:c]n      el       E}!trac:tc=I      dE.

rific5n   lc]5   dc]5   ant.ici.`Erpc]E,   del   Grupc}   I   5t]n   pt3E;itivo5,      T[-SDI

reac:ciona   Erl   fc]rma   inten5a   y     TC-1C=`     en      fc3rma     tEnue.         Un

aritic=uEJrpc3   dEI    GruFtc3111,    TE-fi34F5,    tarrlbigrl   fug   pc3Eitivc3   [t]n

la   i5c3fc3rma   renal      de      FAL.         DEI      GruFia      VI,      4      de      lc3E      7

anti c=uerpc:tE      quE         rE[c3rioc:Eri         FfiL         Eri         url         e>:trac:tc3        dE

teratc3carcirlc3rria,    TC-5H1{:}3    TC~4F4,      T[-1E=`      ../      TC-=`C1,       fuErc}n

dEbilmeritE   pa5itivc]E„   mieritra5   quE   TC:-D78Et4   fi`e   interi5ameritE

pc35iti`+c3   cc3n   la   i5ofc]rma   r-Enal    de   FfiL.       Eel      6ri`pc3      I/.Ill      5e

prrjbd   un      561o     ariticuErFlc3,      T[.-1E16C11,      el      [ual      r.eacc:it3ri6

dEt=tilrrlerlt.e   c=c:tn   la   isc}fc3rma   irite5tinE`l    y   renal    c]e   FfiL.
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TABLA    14

DETERMINAclt]N   DE   ANTICUEF3POS   MONOCLONf}LE§   G}UE   §E   UNEN
DIRECTA   a    INDIRECTf}MENTE   A   PAL   EXTRAlm   DE   TEulDc]§

DIFERENt=IADO§   DE   RATON,    MEDIANTE   ELI§A

Grupc)                  Hi bri c}c}ma                  Hi gac]o

TC.-SDI
TC-1C=`

Ill                T[-fi:34F5

VI                     TC-E,H i ,:'
TC-H86F4
TC-D7E}84.
TC.-4F4
TC.-1E3
TE:-3D 11
TC-5F.1

VIII                TC-1E16[11

I rl t e 5 t i n c3

-    (,=',,:'=8)
-     ((:)7`:'7|t)

-      (,::),(:'1'.:))

-    (||,C),:'2)
-     ('.:I,i:'=`7)
-      ((:),/.:'J(:'=)

-      ,:,::' ,(:i,.:)7)

-     ,:i-)7C'=,6)
-     ((:I,,::)I:)7)
-    (,::',i-)18)

-     ,:(:'5,::'`:'=`)

-    (,:),':'84)
-     ,:I:i.(:'66)

-     ,:!:!7`j4=)

+-(,:i,113)
-     (C'?',:)=E3'

+-.     ,:,:i,I.5].)
-      ,:,::'.,::)1':I)

-     ,:,:'q'.:'4=`)
-     I:,:).C'=,,:i)
-     ((:)7C)8C')

+-(i:',115)

F! i ff cJn

++     (1.141)
+    (.::''497)

+    ,:,:),749)

+-(,::',,1=`4)
-    i (:i:(:)74)

++    (,::),8=,7)
+-(,=),156)
+-(,:)?1E9)

-    (I).f:'83)
+-((:',1=8)

+-(£',123)

Notag    L.a   interi5idad   del    ccTjlc]r      amarillc3      al      c]E.5gr`+adc]r,      5e
iridic.a   media.nte   signc=.E-:    ++      intc~nE.afriEntE      pc)5iti`/c:t;       +
F.C35j.ti`tc]5    +~   pc<siti../c)   teriue;    -riegati`+.=..

E}E   indic:a   Er!trE.   F}tir5rite5i5      lE`      abEc.r.I.aric:ia      a.      4{:}7mL
Cc}rr-E€.Fic3ndE   a   la   lgc:tura   dr=   urt   E;.:perimeritc3.
Hic!rE.1i5i5   EE.pc3nt±`riEa    c!el    pNpp:     {:I,.:}£i:=}.
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DETERMINAt:ION      DEL         PESO         110LECULfiR         DE         LOS         ANTIGENOS

REC:ONOCIDO§   FOR   LOB   ANTICUERPO§   HONOCLONALE§

TRfiN§FEF{ENclfi   A   NITROCE.LULOSA   E    INMUNOF{EVELf}DO

F'ara   determiriar     el      pe5c]     mc]lecular     de     algunc]5     antlgEnc3s

rEc:c3nac:ido5  par   lc]5   anticuerpc}5  monc]clonalEs  de     intergi5     sE

realize   uns   trarlferenc:ia   a     rlitrocElu].05a     c=c}n     e>:tra[tc]s     dE

c:t£1ulaE   de   tEratc3c:E`rc=inarrla.       Sin   EITiEiE\rgt],    c:t3n   riingi`rlc3   c]e   lc}5

antj.c=uerpc35      erl5a`,'ac]c=iE.      sE-      c]btl.r/iErc:.r]      barlda=      e5pec:If ic=E`s.

Esta   tt±c:riic=a   ri.a   I;E   r=c]ntinud   L`5ar!dc:I   par.quE   E.a      EabE      quE      ITiuy

F.oc:c]E   anticuerpc]s   mcJno[lc]nale5   50rl   reE`cti`tc3s     ITlec]iante     e5tE

pr[Icec]imientc3    (`tEEt5e   Fei=i,1985).

I Nri}uNOF`REc I F. I Tfit= I ON

E5te   rrlEt[{clc3   pars   c]etErmiriar   EI    PE5c]   rric31EEular   c3E   L`ri   arltlger]c3

tierie   la  veritaja   quE   la  e5truc=tura  de   los  Epltc3pc35     5E     marl-

tienE  ITiEjc3r   preservac]a   qua  en   la   trarls+ErErt[ia   a     nitrc]c:Elu-

lc{5a.       Hefrlc]5   aplic:acio   eEta   tEc=nica   c=c3rl      algunc]5      a.nti[uErpc]E.

qL`E   han   gidc3   rEc=1Qliac!c]s      y      purif icac]cJ5      rrlEdiaritE      caprila.tci

{Tabla   1=.:I.       5iri   a.mbar.gc.,    at{r.I   nc.   tenerric35      i3uer!c{5      res.ultado5

c]ebidc:!   a   prc3blerrias      c]E      irlE5rjEc:i{icic]ad      ptrc3cluc:idQs      Ftc]r      el

su@rc3   cle   c:c3riE.ic3   anti-rats.       El    anti5uerc:{   F{rEciF}itE`   en      forITia

iriE5p[-c±f ic=a   camFtc}riE::rit.Es   c!El    e>{trac:tc},    pc3r-    1o   c=L`al    e5      riEEe-

saric]   adsc}rbErlo   pre`/iamErltE   c:c}ri   el    e>{trac+_[i   c]E   TC=-FE'.       EEte

5egunc]c`   an+.icuE.rpc{      ric]      puec!E.      5Er.      reEffipla=adc},       pc.I-quE      la

pr-LitE±na   fi   rlc={   5E   unc=.    a    lc}g       E`ntic:Ll.ErF{c]E.      dE      rats       {Ba=iri       €t.

aj"   lp86,.
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DETERMINACI0N   I)E   LA   §uBCLASE   DE   LO§   ANTICUEftpo§   HONOCLONALES

DE   RATA

En   la   Tabla   15   5e  mue5tra  el   re5ultaclc}  de   la  tipif icacidn   de

algi.`nos   de   lc]s   antic:i`erpos   nrlonoclonalE.s.       Es      llamati`/cj      qi`E

la   mayc]rla   cc}rrE5porlcle   al    i5otipo   lgM.
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TAEILA    15

CARACTEF3I§TIcf}§   DE   ALGUNO§   ANTICUERF'OS   MONOCLONALE§
DIRIBIDD§   CONTRA   ANT16ENOS   DE   §UPEFtFICIE   DE   CELULAS

EMER I 0NAR I A§

Grupo          Anti c:uerpo

I                  mar-F2fi6
Mc]r-1H6B=
Mc}r-G6D=
TC-5DI

Ill                       TE-2D1(:)
TC-4E5
TC-486

V I                    TE-='H5
TC-H86F4
1 . I - 1 Ei 1 3 D 4
Tf,-E174E17
TC-D7884
TC-1D4
TC-='EI

VIII                     TC:-1E16C.11

Subc: 1 age
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El   c}bjetivc]  general   clE  este  trabajc3  ha     5ido     in`/estigar      la

partic:ipacidri   de   E\lguno5   ant±genos  de   la   5urjerf ic=ie     c:elular

clel   Ernbri6n      ini[ia].      c]el      ratE(n      en      el      dEEE\rrt]llc}     prEim-

pJ.aritac:ic]rlal  ,    habiEriclc}5e   pc:„=-.tuladci   ql`E   c}urEtritE   e5te      pErlocic}
\

5e   e}:prE5an   mc]1dci`].aE:.   c!E   Super.f iEiE   qll.e   EE.t&ri   fi`ncioriE`lmeritE

coITiprc!me.tic3as   en   la   {j.if erE,nciacidn   c:elular   rrlE|:rii+E5tadE`   eri   el

b 1 a5t o[ i 5t c] .

En      su      bL'`5qi.`Ec]a      sE         L`tilizarQri         [c}ITlc3         hErrarriiErita         lc]5

anticuerpc}E     mc3nc]cloriale5,      Pc}rql`E     permiten      ariali=ar         lc]s

c=c.mponentEE.   inc]ivic]uEtle5   dE      uns      rriezcla     de      ant±genrjE.      sin

neEe5idac]   clE   ai5larlc3E.       En   lc3s   primerc}5   +_rE,bBjoE   rEali=ac]c35

para   ic]entific=ar      antlgEnc3E.     dE      diferEriciacidn,      5E      L`EBr.c3ri

suet-oE.   pc}li[1c3rialEs   c}ir-igidc]s   c:cJntra   embric]ne5      inicialEs      c3

c=E-1L`la5   dE.  teratc]c=arcinc]rrla.       §iri   EJribargcj,       el       L`5c={      dE      e5t.E

tiF.cJ     c!E     rEac:tit+G5     corriplic=a        la      iriterpretaci6n      dE        log

re5iiltaclc35   pc3r    ias   rEac=[ic3rlEE   c:rl.`zEida=,   quE   pErsisten,    aLLr!qi.`e

Ee   realic:en   Eic3`E.c3rc:ic3nE5   pars   aurrieritar-la      e5pc-c:if ic:ic!ad.       En

riumerc3sas  t3pc3rturiidac]e5   ncJE,   referirema5   a   ellcJ5   eri   e5ta   di5-

cu5iEiri   ai`r.ique   r=u   `.'aliclEz   pars   ic}Entifi[g`r   arlt±genc35   dE   difE-

rEriciac=idri   FtuedE   E.Er   I:Ib_ietadE`.
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INMUNIZACI0N   Y   PRODLJCCI0N   DE   HIBRIDOMAS

E.I   iiso   de   etribriones   preimplantacic}nale5   c:omo   nriaterial      inmii-

nogdrllcc.   F.Bra   proc]i`c„      ar`ti5llerc.5      y      antlcl`er-pc:ir»      mcirioc:lc}-

r-!ale5   ha   E.Ida   limitadc3   debldo   a   5u   peqi`E#ct      tan.ia#o      `/      a      la

dif ici`1tad  de  obtenerlos  en   cantidad   si`ficiente,   piie5to     cii`e

pars   inmurlizar   log  animale5   y     de5arr-ollar     log     ensayo5     de

e5pec:if icidad   y   E.elec:ci6n   5e   reqltierEri   al    rrierlc.5      mici'-ogramc}€.

de   arltlgEirici.       E5ta   Jin.lit.aci6n   5E   E.l`Pera   Eri   F!ariE`      l`ti]]zarido

c:omo   irimunc:`gcJnc:i   cf=1i`J.aE    de   tat-atocarciric.rna      er.I       veg       cl€.       loE-.

embriorie5.       5iri   embargcl,   con   e5ta   apro>(imacidri      e>{perifrierital

r-ic3   5e   pi`edEn    estL`dial`-mc31€ci`]aE    qi\e   seari    E>:c:li`5ivE`E       de       lc]s

embr i orie5 .

Al   comenzar   e5ta   investigacidn   E.e  emF.led   i`n   prcltc.cola  de   in-

munizacidr.I      i5cig6riico      iric}ci`lando      ratc]rieE.      Etal[./c      y      §wis5,

Roc:}fefeller-ct]n   nri6ri`1aE   de   la      c:epr±      re5pectiva,       5i`pc]nier-Ida

qiiE   sc}}ci   5erlari    irmiu.nc:igg]riicc}E,1c.E    arit.IgErlctE       cia      difereric:ia-

cidH   E}{preE.adciE   pc:.r    lclE   erribrlc:.riE.5;       Prc3bablefrierite   se      hat)rid

rEqL`eridc.   i`ria   dogie   mat/c)r   de   antlgeric{   y   El    l.LEct   c!E   c:c3ady'in+an-

tes:.   pars   alcarl=ar.    url   riivel    adeci`adQ   dE-lrinTiiiriizacidn.       No      €.a

ha       irl+c]r-mad{=t       5QbrE       nlric.]i'`n       prcit.acc=i]a       cc=iri       c-EtaE>          c=arac:-

tG:.rig:t.ic:I:`?=..     en    cE\ri-ibic:Iq     EE.       hEirl        clEilE.c~irrLl}1adct       I.rc.tcic:ctlcls       dE

imrlur!izac:lan      5ingdn]cc.r=    inc}cularidc:.   ratc]nEs   cc`rt      c€]i`la€->      dg

tar-iitc3c:arcirlc3tna    c]E    la    llrlEJcl       i-i       Flara       PrctduL]l'       antl-E.i`E~Trc3Er,

p`31iclanales    I:flrt=   €t   aL,197=„    Ciacheliri,1978;.

El     priltc{c-c`1c.       ITidE       `.`E.aalc:I       F{ara       F]rridl`C„       aritici.`€-rFtc]E~       mr-ric:{-
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clc}nale5   contra   ant±gEnc`E.   errlbrionE\riog      ha      E.idc)      El       c`:log6~

nice,   inmi`nizanclo  ratones  cc}n   celi`1a5  de   teratocarcinoma     de

ratc5rl    (Sc]lter   y   I.:riawles,1978;    F:andie,       1982).          NilsE,c3r`      e+

aj,     {1986)    y      S.`/Slander      €+      aj.        {1987)       hen      l`tili=ado      i`n

protc}ccjlc.         de         inmi.`riizacidri         alog€inico         con         embrioneE.,

in`/ectandc}   ilitraesplEnic:amente   machog5   de   la   cepa      DBA/=      cc}n

uri   tot.al      de     4f.=l      blastc]c:i5to5     de      la      c:epa      C57BL/6,      pars

F.rc=Idi`c i r           ant i cl`E.r POE          rrionc}c. I orlal f=E.             c.c.ir.itra              rric:il 6cu I a£

cc3rriprc3ITietidaF,   er-i    la    adhe5lt5n       del        I)lag:.tc.ic..ii_=tci       al        €.i`E}tratcT.i

cjur-ante   la   implantacidr.L          AE.I       c`t:Iti`viercin      dctcj.      aritici.`er.pc]5

monc3clc3naleE.   de      isc]tiF]o       IgM,       que      5C3ri      reac:ti`+os      con      El

trc:ifc]blaE.tc],    uE;aridc=I   c:ariticlaclEE:.   de    i"riLtndc.}Er.Ic`   en    el    orc]eri       de

log   nanogr.amos.      F'ensamc}E.     de5arrollar.      eri      el      fi`t.uro     EstE

prc3tocc]1cl   de   inflrii`riizaci6n,   pero     en      coric]iciones      isc}genicas

par-a   evitar   el   polimorf i5mo.

Eri      El      pre5erite      trabajc.        Ee        erripled        i`ri         protc={c:olc3        cle

imiiuriizacidrt   xeric]q€nico,    iric]culdric}c}5E      rat.a5      Spragite-Dawley

c:on   uri   tc]tal    de   9{:]J::t   ITi6rulag:.   cle   ratdn   de   8      c¢lulaE.          DE      la

fu5i6ri   5t]rridtica   realizacla     c:on     el      bazci     de     e5t.a     rate      5E.

c]btu`/iEron   :_:      ariticuc-rpo5      mc3riclclc}riale5       /`Ta[ila.1).          E5tct5

fi`Ert]n    5eleccic}riadcJE,    c.c}n    cGli`laE.   de    terat.c`c:clrcir.ic;rrti=i.    `.+-ric=t   ccin

emt:iriories,    lc]   cual    permits   i`-ecoric}c:er    5ctlamerlte    lc]€.   ariti'g€.r)c:iE.

que   5c3ri   cr.`m{.ineE.   a   ambo5   tipc}s      {=ell`1areE.           Esta       iinTiitacic5n

debimc]5   aceptarla   Fiorqite   iina   selecci¢.ri   red.IizadE      e>:c.li`5i`+a-

rriente   c:on   emt`r-ic]ne5   era   ler-Its   y   di=±iia   decidirE.a      r.apiciafTiente

I-L.±le€..   hitlridc..mag.    E.ecr€.ta[ian       ar-Itic:uE.rFictE.       de       inter€5=.       I-iarE`
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E>:pandirloEf   dE   inmEc]iatc]   a      ltrl      mayc3r      vcili`mErl      c]e      media      y

asegurar   Eu  [rec:imientcI.,

En    lc}5   primErorL=-.   trabajcJ5   en    ql`E   5E   EITiF.learon      F{ratcJc:Cllc:.€;      de

inmunizacidn   >{enc}g5nic:c.5,    c_:.a   inoc:ularc}ri   oc]cito€,   I.      embrioneE.

preimplantacic}nale5  cc]mpletc}5,   en     dosi5     Euperiores     a     lag

utilizaclaE.   en   e5te      tr-abajct.         Pc}r      ejemplo,      Mcisl::alew5l::i      y

I.::oFirc3w5l::i           {197£)           int/ectaron          apro>:irr.adamc-ntE          £.>{    1{:)=

c]c]citrj5,    Wills.I,'   i,,I   r=alarcc.    {1`?75)    F.rodi`jercJr!      Liri      5L`Erc]      ant_.i-

r.ilaE.tc]ciE.tci   inc3c:ulE`rlc!ci   url    tc]t.al    dE    i ,i_`   >i    lJ.:I.=   blaist.c]c:i5:.tc]E.   y

ShE`/in5k../     e+      aJ,          {1982,}         imriunizarc]n        iina        rats        con

clF.ro>{irriEidament.E   4,5   >{    1!:}E5   mc:tri`lag,   dE   4-8   cEILilE`5   de      ratdrL

5c!lubilizada5     cc]ri     detergeritE     para     prc3c]ucir        anticuerpc]5

mt3noc:lc3nale5.         E5tc3s      dltimcJ5      autt]reE.     5EIEc:cicJnart]n         lc35

hibridc3mas         c=cirl         mar.Lila5,         ITiEdiante         inrriunc3f luc:.re5cEncia

iridirEcta      y     radit]imriunoEn5a../'o.         DE     2='t:i     hibricloma5        qiie

prc:{E{artjri   c3btuvierarl      eiE{lc:I      unL~t      qLIE      5ecrEta      uri      ar!tic:uErpc=i

rriorlc3c:lorlal       quE      recc3nc3cE      uri       ant±ger{ct      EfriE<ric:inaric}.          EE.te

aritic=uerpc}   e5   dE   i5c3tipc3   Igrl,    lrl   quE   E5   c:aractEr±5tic:c3   c!e   la

r-e5pue5ta   ir!rr!urie   primar-ia.       F.c}r   cc3mF.araci6ri   con   eE.cl      trLibEljcl

se   pi`ede   cc3ricluir      que      riuE5trc3     Prt3trl[C3lc3     c}e      inmur!izacidri

;`:Erlc3gSnicc}   fug   mag.   Efic:iEnte   en   cuar-itc]   a   r![irrierc.   y   I.Etlidacl   c}e

lc]5   aritici`erpc}5   c3btEr!idcJ5,    pL`e5tc3      quE      irioculamc35      5      `/ece5

file.:nc3E.   ITiaterial    .`/   lcl5   tre5   hiE.r.idt]ITiaE     rec=lonada5       "c:.r-F2#6,

rlc]r-H6Et¥   .:/   r'l{]r.-C36D=)    tiEr!eri    iE.BtiFic.       IgG.¥±{       {Tabla       15},       1o

c:ual    EiE.    c:ar.acter.I E:.tj.cL-.i   d€.   L«-.ia    r€.±-.I...uE5ta    inIT!urie    E.E..c:I.`riciE`r.i a.

FinalITientE      dE5arrollafr!c3s      cJtra      F<rotc}cc31c]      de      irimur.Iizacic5ri
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>:enoggnic.c.`       iriyec-t..anclr`      r.cl:taE.      con       cd]i`laE       T[:-F9      pcjr       via

elidovenosa.      Si`pusimc]s   qi.`e   de   esta   manera   lag   mcidif ic:ac:iones

de    lc35       €`ritlgE.ric:.E:,       E.Er±cin        mlrlirriaE`       Pl`e5tcj       qL`e       €?1        L`g;c)       dE.

adyi`varit.e€.,    c:uaridc`   se   inoculari   celi`las,   eriLeraE=,,    pi`€.c}e   c[-`uE;ar

li5i5   c:eli`lar-y   degradacidn   cle   algl`rlE`E.   ITlcil€c:i.`lcic-.`   Fic]r      E+erta

c]e   lag   proteasa5   pr.esEnte5   en   la   Preparaci6rl.      Url   .  pr.at.occ:ilo

seine_iante      ha      Side      e].       nidE.      l`tilizacic:I      I.are       infiii`niz.a.r       c:or.I

antlq€mc.is+       €trrtbric:triaric)a,,        taritc.{       pars       prctc];Licjr           ariti5:.i`erci€=.

Fiolic:ltJr.ialtL-€.        {Edidiri       y       GCJodjriq,        1975;        [3at=helif-h            197`d;

I;alarc:a    y    Elan{.-i=i,1979;     [}i`c-.ibE.I.Ia,     }9Bt);     YciE.hidr±    y       Tat::a.Iichj  ,

1982;       Vest.weber          y          h.:Emler..           1984),          coITio          ant.ici.`erpc:iEs.

filc.nc}c]cinal€.E.;     I:Gc:.clclfc+ll{]w    et     aJ„     1979;     `t.'ciE`h]c]a    Norc.-I    et        aJ,.

1984E    Hama5ima   a+   aJ„    1985;    Gaunt,1985).      f}l    revi5ar   estc3s

trabajo5   sE.   c.clfriprueba      qua   ric]   hay   i`nifc:irITiic!ad      erl      ci`an.tct      a

las   dt]5i5   de   antlgc-ric.   y   la   via      de      inocl`iE`cic..n:         I:ior      c.tra

parte,    en    la   nTiayorl.a.`   cle      lag      Fil`E.licacioriEE,      c.it..adtl5      nci      5E::

meric:ic}ria    El    tltu]c)   de    ar.t.ic:l`EirF.oE.    E.€.ric:os    Elc:an=a{]r.i   F.c:.r        l[.s

animalE5q     lc:I   ci`al    e.5   riecesat.-ic}   Pare   e5tiflT;EJ.r       el       rEndijT.ieritc}

c]€.   €i=`t..c3s    F.rot..I.c:olciE.   en    cuarttci    a   I:E`lic!ad    y       c=artticiad       clE       ]cj5

arit. i cue.rF`o5   iTicJricJc=1cJrial e€.   obteril dc]E..

LE`€.        r'r±taE;        I.ricicL`1acl£.`c=        d€:.        a.`c:uerdci        [c]n        riLI`E.5:.tr.I.        Firc3tc.c-c:ilci

alcari=arori    alredi:dor-d€:.1I:=}l::)I)   di ll`CicJriEE.   dE   t.1.tl`lci   deE.Fiu€?s.   cle

la       seg`.`r.Ida       iri.:.+a.cc:id-iri       de       a.ritlgeric),        nTiec]icicj       pclr-           irirrli`ncj~

f iuc3re5:c:eric:ia   iridit.-ecta.    Ic}   qi`E   c-E.      adEcuE`ac]      pars      prodiicH

ar.Itic.uer.pc}E.    n.ic}ric`clc.n[-i]eE...        5E       hi=ci       l`riE`       fl`E.it:tr.I       {=on           lin~

icic:itciEi   e€.FIldrilcc.iE.   de      uria       r.ata      €.r!       quEJ       la       inyE-ccitirl       dE.
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refuerzc}   fLle      la   EEgLmda   iriyec:cidri      dE-     Eintlgeno     y     p[ir      1o

tantc],   log  hibridomas  c}btenic}o5  Correspc3nden   a   uria   re5pueEta

5ecundaria   en   El   aniffial.      De   e5ta   fuEidri     5E     c3btu`/ierc3ri     4=`

hibridc]ma5      qitE      5gc:rEtarf         aritici.`Erpc35         JriGrlc3clorialeg         qi{E

reac:cic3nan   c:c3n   log   enTibric3rle5   eri      alguna      clE      lag     etapa5     de

c]e5arrollo   arlcl:lizada5.      La   mat/cJr±a   dE      lag      inmL`rlc3glc}bL`lina5

que  hah   sido  tipificada5     corre5pc3nden     a     la     5ubcla5E     IgM

{TaE!J.a    1=.}        5L`gir.icHr!dci      qii€:      r!ct      E.e      alcanz£{      uria      r.e5pue5t.E`

5ec=undaria      vigc:irc3ga.          Eri      tc}c]c]      ca5t3,       er.I      riirigi'iri      traba_ic}

FtL`blicado   ha!5ta   ahc}ra   5E   ha   obteriido   l`n   ni:lnriErc=t   +.an      altc:.      de

hittridc}ITiaE,   qi{E-5Ec:retErf   arfticuErpc3g   c:c}r!   lag      EaractEr-Z5ticaE.

dE5c:rita5   en   la   5ec:ci6ri   res.ultadaE  dE  e5t.a   Te5i5.

DE5pLtEE   clE   arlalizar      18=     tra[{ajc3E      en      qLle      E.i     hag      buEcadc:i

arit±genctE,   E5pEc:If icc35   dE   la   Etapa   initial   clEl   de5arrc3llc3   del

rat6n   fric-diarit..E   anticl`ErpQE.      ITic}rlc3Clc3nale5,      puedE      aprec:iar5E.

qL`E     e5ta     metc3dc3lc]gla     no     hal     5ida     la     mag     Ef icaf        para

idEntif i[ar         di[hc}s        arlt±gEnc35;         prc:{bablEITfEritE        pc:ir         el

c]E5cc}rlc3c:ift.!ier!to   dE   lag   c:c3ridic:iorieE   C±F{tifriaE.      c}€.       ir!muriizaci6rl

cori   embriorie5   cc}frio  pcJdrla   sEr   51`      inyec:cid.ri      intr.a[-E-.pl€nica,

para          qL`E          la          rE=F3i.`EE.ta         c]El          hut±=F<Ecj          Sea         c]irigic3a

mat/ari.tariclfr!erite   cc3ritra   aritlgE:r!05   de   difer.ETlcl acid.rL
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CLf}§IFICACI0N     DE     Log     ANTICuERPO§      HONOCLONf}LES      §E6lJN      LA

LO[fiLIzfi[It]N  DE   LO§   ANT16ENO§

El   usa   de   la   tEc:rlica   c!c-imrii`ncJfll`areE.cent:ia     inc}irecta     pars

E5ti`c]iar      la      lc]caljzacidn     his;tcjldgic:a     y     c:elular        dE        un

aritlgEric.   al    !riic=rc:.5cc}pia   dE.1uE   e5      el       nTiEtod{:t      ITia5      5eri5iblE

pars   recont]cer   €,u  L`nif]ri.  cc3n   el   anticuerpo.      E5   prefErir;lE   al

Erl5a`.r'o   de   cittJt.c3}:i`=idad   porql`E   EE.I.a   drTjeridE   dE.I    iE:`c3tipo      ciEl

aiiti`=uerpo      ..,/      1c.s      aritici`ErpcJ5      qi`E      rH-I      fijan      cc3fr!plemEr!t.c3

E`r;E`rt=Jc..pr.I    i.ar7.irj    falE.{:.5    r.!€tgatj  `/c35„         §ir!    E.rr.ibE`rcjc=i3     el        Eri5a...,zc}       c!€.

citc)tc]>:ic:idad   EE.   cBmpleITiEr!taric3   de   la   inrriLiricifluc]rEE.cEr!cia   eri

c.i`Lint.ci   F.er.rriit.E.    aE.Egurar,    C:uE`ric}C:i   a.EE.   F.C3gitivc],     quE   el    antlc]er.!c3

eri   cue5tidr.I   5E   EncuEntra   E.c3L-tr€?   1a   niiefribr.ane`   cEIL`lar.       En   E.5t.e

trabajo     lierrlcis     EmFtlEada     de     prefErericia        el         erl5a`/c]        de

inmL`nc}f litc3re5cencia   pars   lc]c:alizar   I.c}€.,   antlgEnB5   recoric3cidc}E.

pc]r   lt]5   ariticiiErpc35   mc]nc]cloriale5,      cc}mplemEritandc]lc}      en      al-

gurlc35   CBE,rj5   c=c3n    EI    Er-isa.:/c3   c]E   Citc3tc3}`{icidad     I:i/Ease   Tabla   4}.

Eri   lt-:a   primers   Etapa   de  e5te     traba_io     5E     e5tudi6     la     lcic:a-

li-i-ac=if.n   dE   lc3E   arltlgErioE   recc3r!c3c=ido5      pc3r       lc:iE.      a.ritj.c:uErpc]E.

fr!arirjclc3r.ale5   Eri   c3c}c:ito5   oEitEriido5   de   t3`/aric:...,/   en   lc]5   tejidcj5

del    bla5t[ici5tc:i   iiT!plantadct.       fig.I    fug   rjct5iEilE   clEiEiific:ar      lc]E.

ar!tj.ciiErpc3s   5eg[`ri   la   pf-e5erlcia   Ci   au5eric:ia     del      aritlgena     er!

c}c3citc]5   ..,/   En   bla5tcic:i5tBE.   implaritadc35   jn    iJI.±r{ ....,    ya   5Ea   er!   E.u

rl-!aE.a   celular   I.   Eri   el    trofc3blaE.tci   cl   en    afiT!bc=.5      tE?jiclr.`E`       {Tabla

.E).

EI       L=ruF{c!       I       I.c`      c=onlpctrlEH       17       anticL`erFit]E          quE          r€?cctiic3c-eri
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ant±gEnc}5   que   5e     E>:pre5ari      en     El      oc!cito     y      liiEgc]     en      el

bla5tc}cisto   implantaclc]   5E  rEconoc:Eri   en   la   nasa   celi`lar   y     en

el   trijfBblastc3.      §u   lclcE`lizacidn   En   lc3s   estE`da5   de   dos   y     c]e

c3[ho   c€1i`1a5,   revE.16   que   esto5   E`ntlgenoE`   E.5tctn   prE5EnteE.     en

friai./or      c3      gTienor      gr.ac3o      c5urantE      toc!o         e5tE         F}erlodci         del

de5arrcillc3.      F.c}r   esta   raz6n,   5e   trata  de     ITialEci`lag     que     ria

E.ir`/En   pars   clef iriir   prEci5aiT}Erite  iiri   aritlgeno   de     e5tac}ci.      ni

tE`ITtp{]c.c}      par-a      e5ti`diar      lir!aje5      celulai.-e5      En      el      embridri

pr-EimF.laritac:i.c3rial;    5irl   efr!±.ai'~gc37    r.C.   5e      PuEdE-      deE.cartar       qi.`cJ

c:orr.e5Ficlnc!ari    a   rr!ol€{:ula5   cuya   e}:Ftr~E:5idri   c=.I:l`rr.E   5c:.larrier.tE      en

Etapa5      Efr!brioriariaE.      y      E.erla      imF.c3rtante.        cofriplEtar         lc}E.

Es=.i_udic.E:-dL]       lc]cali=ac:idn       en       di`/Erg.c:tE.      tEjidc.E       +EtalE?E.       y

ac]ultc33.       Un   ejemplt]   tie   EE.tci,    aunql`e   nt]   E.ea   uri      aritlgeriFj      c}e

5uF.erf icie,    e5   la   ITic31Ecula   dE   hemc391c}bina,    qua   prE5Enta      uria

forms   fEtal   y  L`na   adults.

L.a   TaEila    16   re5uITiE   algunc}5.`      trabajc}5      FiL`blicadoE      Fic]r      otrli€.

a.utare5     doric}E      5E      c}e5criEiEri      ant!gEno5      c:uya      lc3calizaciEiri

perrrij.i-.e   incluj.I.~1c:.i;   eri   este   grupi3.       En   Eu      iTiayor-£a      hari      5ic!ci

car-actEriEadc3s   corl      5ilErc]E,      pc31ic:Ic}rlale5      producic]c}E.      coritra

c3c:<citc35   dE   I-at6n    .:Mc]E.I::alEw5ki    y   I:::BF!rc:.wEki  ,197=}  ,    c=€]ula5   dE

tEratc]carciric]ma   Efribrioriaric3   dE   rat6ri    I:I:alar[c}   y   Banc:a,    I.97P5

E(arlca      .:/      Calarcct,       1986j3      cc3riB      Ec:toplacEntal        I:8Earle         y.

JEnkirisc3ri,1P75}    y      plac:Erlta      de      rEtl-.dn       {Wiley      y      Ca.1arc:c},

1975}.          ut.ili2ar!dc:.      anticL`ErFio5      rrianc.c:lorialE£      56].I.      5E      ria

de5c=rito   un   aritigerict   c:c{ri   lag   t=arac:tar.-±EticaE.   de      e5te      gr.LlpQ

{Hama5ima   e±   aJ„       1985}a         §irr      Em[iargc3,       E.u      inclu5idr!      E5



147

"BL,  16

iocAL]zAcloN   rmAVTE   EL   DEsenRoiio   INlciAi   DE   rmlF[RD§     OE   A16uwD8   ANT16ENus   cARACTER16Tlc05   DE   cEiuLA§   EHBFtloNARiA§,

XED)AVTE   suERo5   poiicloNALE§   O  AVTlevEF!PO5   HovecLONALE5   DE§utlTO§   EN  iA  llTERATunAI      6Rupo§   I,   )I   v   Ill

6RLlpo        Avlmi   DE           Iuno6        AWTlcoERF]o          locALIZceloN  EN  ESTAt)OS   INICIAIEs  oE   DESARRoiio           oTRAs        thRA[TEft)§TI[As     EFECTo     REF,

ElpER                                                                                00C        ICEl        lcEL        8CEl        8lA5T        BIASTlne        lDCAIIZ        DEiANT16ENo           DE§Am

X[I    T               HCI    T                                                                                             PREIPP

I            Cobayo            »vo5  r](on     §u!ro                      +              ltD                 +

fron[jl]           HullitsccI     SuEro  A"l          +                +                t

nat.                   TC-F9   a             AHC-F2                   WD                   +                   +

PCCA   Iza   I

+             +/-+               Ilo                       ND                            in                              ND        i2i

t            .    +            in              C.I  ger.        6li[aprot             liihibe  7

Ia5[   I-)               67  XD                                    22

+              t     +              ND                     xD                          ve                            in       6i

11             ConEjo            TC-10Z  AI        §upro                       .               in                 +

toll Ej a           TC                      §uer a                 +/-           in

Rate                  lnl   Eel        AHC-§§EA3                +                  +                  +

rJtol'

+            ND+t-+     -                   Tc                          Tc                             in       io

-           Ilo    +           +    -                  wD                        in                          in      39

+              +     +              +     -       TcratDn(-)       6licaprot

Tchti.(+}           72,15XD

Rijon

Erit  hu,

W017

in           Conejo           ::a:::::         §ueroApl           +               +                +                +              ++              -+         §in[itiot       6li[oprot                    WP       187

Ratm               TC-PC13             "C-2C5                  I+                  +                  +                  +               -+               WD               0vidu[[o

UtEro

I'D                                          WD       Ilo

NO:   Wa  de[Er.ia]do.
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provisoria   pc}rque   lc35   autc}res   rlc}      inforrriari      5i      el      antlgenc3

rec:anocidt]   par   el   f}r'1C-F='   e5ta   pre5e?nte     eri     c]c.c:itc]5,      aunqi`e

tambi€n     la     ob5Erv,an     En     el      e5tado     de     L`rla     c€1ula.         §e

c3ITiitiErc3n   en   la   Tabla    16      1{]5      trabajc]5      Eri      que      se      u5cliJ-cin

ElritisueroF,     dirigidc3E.      c:t3ntra      c=Eili`1aE      e5plEnicaE         y        del

cerebElc]   de   ratc5n    {Solter   y   Sc=hachner,    1976)   pc3rque   5i      bien

reaccic3nan   con   antlgEric3E.   ql`e   eE.tdri   Pre5enteE-eri   el   oBcito     y

estado5   preifr!plantac:ic3nale€£,      5u     di5tribucidn     5L`gierE     qi`e

ccirp-eE.pondEri       a       mc]lE?I:L`1a5=-.       c:c3n5l-.iti`ti`+aE.       quEt          tiamer.I          iincl

fi.`ncidri    geriErEd.    F.I.r    la   rr"..=..rna   razc:.n       E.e      hen       c]mitidc:i      c3t-.raE=`

mc]1t±Jci`1aE.,       cofriD      lc35      alc3anti'geric}E.      a      log         aritlgErlc]5         dE

hi5t.c3c=ompatiE.ilidac!,    qite   tambiEn   se   e>{pr€.E.Etn   en      e5ta      etaF}a

I:Jt3hii5c}n   y   Calarcc3,19BJ:lb;    Jenkirl5c3n,1981}.

Es   po5iblE   que   lc}5   aritlgEnci=.  del      Grupo      I,      [urriplan      algi`ria

func:i6n   eri   el    recoric}cj.mientc:i   infriuncil6gic:c:.   de   la   maclre   F.c]r   el

fe+.a   c!urante   la   implaritacidrh    cc3fric:i      ha      E.ic]c:{      prc]pL`eE:.tc:t      pc:.r

WilE¥   .`/   CalarcQ    {1975).       F.Bra      r-EE.pcTjnc]Er      E5ta      irlterrc!gar!tE

tendrla   qua   E5tud]..arse   la   a;`:F<re5it:in   dE   dichc3E.      aritlgeric3E      jrt

H-rzt ....   y   ariali=ar   la      corrElac=i6ri      entre      E.u      E.7{prEE.iEirl      y      la

prEfiE= .

En   el    gri`pci   11   dEI   riueE.tr-a   cla5if ic:a[idn      dEbEr.i'Eirric:.=..      incluir

lt3E~   aritlgenc]E.   quEJ   5E.      e>{F}rf=5ar!       Eri       El       oc]cito      `,+      1uec]o      E,e

recc}ric]c=en    e.{ijlcJ   en    I.a   fl.iaE.a   c:a-lulalr    c3c-blaE,tc3ci5tc}   imFilE`ntE.dc:I,

pero      nc3      hefric]5      cibser`Jadc3      nirigl'Irl      hiEtric}c.rna      E.c-c=rEtic.r.         c]e

ari+.icuErFic.5   cc]n   e5ta5   carac:teriE.ticaE..         Otrc3E.      autorE.iF+      hE`n

de5{=r-ita      arit±genc:tE       qi`e      I:C3rre5PC:.nc]Er±ari      Ei         eE.te         grupt]t
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mediante   si`eros   polic:lonales,     dirigido5     ccJntra     c6li`1a5     de

teratc]carc:incjma    {Edidiri   y   6ooclirig,    1975)    y   tambieri      mec]iante

anticiierpos  monocloriale5  producldo5   cc3ntra   embriclnes  de  4     a

a   cdli`1a5   de   rat6n    (Shcavinf>I::y   e{    aL,198='),    v€a5e   Tabla   16.

E5te   liltiflrlo   aritlgerio,    deric3nrilnado   §§E.f}-3,    ha      51do      i`tllizadrj

pars  estiidiar   el   linaje  del   tejidc]  endoderfriico  del     embri6n,

perc]   a   nue5trci   parecer   no   clef ine   prc]pianiierite   i`n   antlgerici     de

diferenc:iacidn   d€.   eE.ta   etapa   irilc]a]    dE.I      de5.arrc.llci      Fic]rqi`e

reaccicinrct      ccJr.I       cJtrc}s         tEjj.dcI±-.         embrlrjnar-ici€;.         y         adi`ltc.5,

lc.caliz?aridc35e    er-I    a].guriae.   c:d]u]  Elf:.   de    lc.iE`    ti:`Etulct€;   r.eriaier=-.       del

riB6n   cle   ratdri    I:F{J}(       €t       Ej..19BIJ.       eri      erltrc:.clto5:,      y      eri

c:e]  ulaE:.    de    t.€?ratc:.carcinc3frir±    hufiif.-ir-ic.     {[)ariijaricjv    €t     aj.  .19E}:.:I:)

Se      c=lasif ic:at-on      erl      el      6rL`pc`      Ill         a        lQs        ariticuerpc]s

flrlcinciclc)nale5   que   rec:onoc:en   antl.gerici5   qi`e   5e   e}{Pres.E`n      er~I      el

c]oc:itc.      y      qi`e      eri      blastc!c:i5tc}      implaritadci      jri         LJz.t"         sE

er`icueritrcln   E).:.clu5i varric]r.it.a   eri   El    trc=.fc.bl aE,to.

Otrc]5.      in`/e5tigadc3rEf      han      C}E5Crito      an+.IgEric.c--.         ccJri         e5ta

lc]c.ali=acifiri    rri€.d.iarite   antl5l`erc}s      c=C.nv-encicirialE5      Firc.c!i`ciclc.€.

cc}ntra   plac:Erit_a   dE   t-att)ri    (Wile`r    y   I.alarcci.    1975)    y      nriec!iarite

antici`erpaE,      ffic3nac]arialeE       Car.itra      teratc}(=arciriciiTia       (F:aridle.,

19E!::"      {`tE_.BEE-       Tar.lri        ]€`}.           El        arit.]rqrrrio       carac-ter]=r*dct       {]c}r

F:arldle    (1982}    sE   rEc-cJric!c:a   en       El       c-itcJpla5ma      del       hi`e.v'c:i      no

+Ertili:-'adc.i   `7   E.ri       la      a.uP€.r+lclfr      Cell`]ar       de      log       PrlITiero5

estadci5   de   €.egfTieritacicjrL       [`.iianc]ci   E.f±   dl€c`cian    lc]£   ELI fit,tdmEro5..

de       lc`          nTic3rula          avan.i.-ctda.           nltic]iante          infrii`rtc-j+]iicireJ5c-eJri|]€`

iridirEct.a,    se   ab:;c-r`/a    q(.Ie      t¥l       ariti9eriL.      EE      C-,``Fires,t`      €.n       laEij
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c6li`la5   de   mayor   tafria#o   y   qi`e   en      laE      c6]i.lag.      FieqitE@'E`s    'si`

a+:prEs}dn       e5       rec!`.`cida      c.      alt5Er.ite'.          E]        mlsITicJ      ai`tcir,       eri

e5tudio5   dE   re~.agregaci6ri   dE   bla€.tdnrierc.5,   ha      demcl5tradc}      qi`E

I aE,           b} astdnTieros           de           meritJr              tarria#cJ              crlntri bi`ven

£.igr.I]{ic:ati`+.aniE.rite   a   fcirITiar.    la   mass      celular.       nriierltrag,      lorf

grandes     5e     ericiientrari     5dlc}     eri        El         trc}+obla5to.           Log

resultadc]5   5ugierEri   qi`e   el    antigeno   dE.5c:ritci     pc}r      Ranc!le      y

tcidcic_:.   log   antlgc-nc]5      dE     Este     grupct      de€.critc.5     en      nue5trc]

trc-iL)ajc:i.     E.13rt     `/c-r]  il-!E.Cis     Fiarcl    eE.tl`t.]lar     e}      llrii..1e.    C]fr    laL=,    c:gli`laf=

i-.rcifcit)ld5t-.j{.-.:-'`€=         c!{?I          eITi[:.r-ic5ri         iriic.]c-+1          de.         ri-"aITiJfe.rcie:..              DeLje

terierE.E      eri      ci`erita         qi`E         log        e5tl`dloE,        niorfol6g.icoE         y

b]c:.qiiinijcc:.g:.         i'.cLir,'EI]Eir.I         rH.=itaLi]eE.         C!1+f..treric.iaE.         entrE         ]a         mE.{.E.a

celular      y      el      trc]fc]blasto,      pErc]      n(=.        5E        hari         de€.c:rito

difererlciclE.   categdrj.c:a5   ent.re      ma5a      c:elL`}ar      y      trcJ+c}bla€.tci

pre5i`ritivc]5.      F'or   c]tra   parte.    lag   ant±qencjE   clEI      Grupo      Ill,

al     igiial    qutp    log   dt-..I    r3ri`r_{c!    I,    F.rjdr-j'art   eEtE+r    pertjc-iFiti:rldc]      c-ri

lc}E,       friec=arii5m;Lir=      de       recc:.nc}CimiEritcj      materrici+etal,       c:ofric3       lo

E..L`giErE   el    hechc:i   qua   algiirioE.   aritigerlc.E.   tambi6r.I   E.E   Enciieritrari

Er.I   el    eF.itelio   del    c].`7ic}ucta   y   el    I(terci    {F{andlE-,198=J.

Er`    e]     6i-.upc}    1'`/'   E.E   cla5if icarari    4    antlc:uerF.cJ-=       qua       ri3cciric]c:eri

€`nti`genLlr=       quE.       E.€tlci      es.tE`n      preE.enteE.      eri       E.1       c}cicita.          EE.

F{ci5iblE.,       5]n      emtiari]o,       qi`E      c:arr-E5F.cirldan       a      aritlg€inc:.E      de

di+erenciacidn   qua   5e   e>:pre5an   durarit€.   la      c=.cic]6rieE`iE      v      qi`e

ll.`E.gc:i   de.E,aF.a.recert   cit.I.rarite   c-I    de5arrc311o.

En    a.I     l--ri`Fic{    V    EEe    c-]aE]ficarc)n    4    arit}Cl`erFlc]E:`        qi.`E.       rET.at:c=icjrlari

c-cir.i        antiq€?nct€:.       c:i`:ra`       e}:.Fir.esi£:iri           E.E           iriiciE\           durar-tte           ][i.
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5Egrr!entaci6n   dEl   erTibri6ri   y   qua   rria5   tardE,   en   el      bla5tc3c:i5t.c:I

implantac}c3,   5E   er-ici`eritrari   taritc}   eri   la   mass   celular      comci      en

c-I   trofobla5to.      §e   harl   deE.critcJ  numero5c}5   antlgeric35   qi.`e     5E

lot:r±li=an   Eri   fc}rma   similar   a   log   dEl    gr.l`pcJ   I.J.       Estt]5      fLieron

car.act..er-i zacloE,   meL3cliaritE   aril-.i.5uercJE.   cciri../erlc:iDrialeE.      di r.iBiclc:.5

contra     bla5tc3ci5tc}£      {Wiley     y     Calarco,      1975;      Jc]hn5c]ri      y

Ca].arc:c},    198f.}a)    y   c6lula5   drj   teratoc:arc=inc3mrk    i'+1iJ-t.z      e{`      aJ„

197:3;    Duc=ibE.lla,19B{:i}    a   nriediaritE      f3nticuerpoE,      monoc:lonalE.5

c!g    i'-c?`ta     {h:errilfjr    €±    E}J.,1977;     Harr!Et5iffltl    €±    c~!J„        15.8E)        y       d63

rate:.n    .:Fenders.cin   e€.   aL,198=;i    v5a5€.   Tabla   17.      El      ar.tlgerlc]

dEtEL-+.ado   par   el   5uerc3   5irig±riic:c3   anti-c61ulaE.   de   TC-F9    i:firt=

t?i    aJ„    1?73}    fL`e   FjrcJFIllE5to   cc3fric}   uri   arltl.gerlc.      exc:I.I`E.ivclrrieritE

EiTibric3riaric3   qua   partic:ipar±a   en   log   rrlEcani5frioEi      clE.      ac!hesidn

c:elular,      pugsto     ql`E     Es     pc]sible     irlhiEiir     el        c]Esarrollc]

rrlec3iante   fr.E\gfrier!tc:tE.   FE`b   dE   la5   Ig6   dEl    5uErc;    I:*:errller   €+   EiJ„

1979).           Pc3r        otra        par.te,         EE.tudic]5        cc]ri        anticuerpc]5

rric}r!c]c:lor.iale5   c]E   rats   prciciuc:ic]C:15   C:tJr!trg[   e5tE`E.   rrii5rrlas=~.      c€.lulas

{EC:rvlfi2   .:/   E[Plfi=}    han   pErrr{itidc3   clEf inir      uri      arit±gEnc3      que      5E

e;`:pre5af-Ia      e}!c:luEi.`/aIT!EntE      En      lag      Etapag      iriic:ialesi         c!`el

c]e5arrollc}      c]el      embr-i6r-I         c}e        ratc5n.            Log        detErrriinanteE.

\      ar.itig€nic:c35          rEc=c}ric3cidcl5          rjc}r          e5tc]5         c!oE.             €`ritic:LiErpciE-.

mc]naclc.r-tales   tierier!   ur!a   riaturalc~=a   Bligc}5acf±rida,      qil.E:     e5ta

F!rg5erite      en      EI       Erribric]glicar!       {r'1i`rElffltl=t5Li      Ef      aJ.,          1979;

I+.!urafri¢TitE.it   ef   €L,198=`}.       fit:{n   ric3   eE.t5   c:larc:I    qua    la      nic3i5c:ula

rec:c3noc=ida   [or.I   diclic35   ariticuerpQ5   ITicJnc}Clc}rialeE.   col.-respc3ric]a   a

la      EE,pEEifi{:idac]          rec:onc3Cidrst          PCHr.          EI           ET.uerc.          E`irtgg?r.icc]

anti-cdali.`1aE.   T[:-F9.
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F'Ender5c3n   E±   aJ.       (1985)      hart      dE5Eritc3     dc]5      aritlger`05      que

taIT!biErl      cc:.rrE5pc]riden      al       GrupcJ         `J,         cuyci5         clet.ermina`ntEE.

antigEn'icoE,   5ori   rec:oncic:idc35   Pc}r   lc}5   anticuerpc}5   mcJnc3clonaleE.

C6   y   C5   s6lo   dE5FjuE±-.   de   tratar      lc3E.     embriclne5     FireiITiplanta-

cic3rialE5   c:on   r3ei`r-.amir-iida5a,    girl   embargo,   E5te   trata/niento   na

5e  requiEre  pars  revelar   lE`  Pre5Encia  c]e  e5t.c3s     epltt]po5     en

embrioriE5   Fio5t-implantac:ionale5.      E5tc]5   re5ii.1tac3c}5     5ugierEri

qua   lc:{5      eFill-.c3pEEi      rEactivc3E,      Cc}n      EE.tc}5      anticuErpc;5      e5tE+ri

eriITia5carE.d(]5   Pc}r   rE5Ic}i`c.5   5id].ic:I;E}   tErfT.IirialE.Ej   `.,J   rriue5t.r[|n    qiit=.

c!urarlt.E       la       Erribric}gE-r.if=£iE:.          htl=y          fr!c3dificac=icine5          c]€j          l[it_5

c:arbohic}rclto€.   E>{pue5tc}5   en   la   5upErf iciE   cElular-.

E.ri   El    t3r.upo   VI,    E.E   c:la5ifi[arc3rl    14   antj.c:uErpc}E.   qua   rEcrjr!c3cEn

aritlgenc35   I:u'.,+Et   e>{pre5idn   5ltrge     duraritE      la      5EgfriEntac:i6ri      y

luEgc}   en   la      implantaci6n      5e      recanocEn      561B      en      la      ITIE`5E.I

celL`1ar-ciEl    embric5n.

fil   E5tL`c]iar   la   lc3calizac:idrl   dE.   alguric3E.   aritlgEric35      del       grupci

VI   E.ri   c5lula=-.   dE   teratc3c:arcinc.rrla   iric]ucida5   a      dire.r.eric:far-5e,

5E   ob5er.`Jb   que   tcido5   5e   e>:pre5an   eri   EI   Endc.c]errr!a   pariE.tal      .y

rlingur.Ic]   eri   el    tejic]o   nEr-../icJ5CJ.       E5tc:.   e5   cc3ri5i5teritE      cc]ri      la

I.c;cE`lizaci¢iri   de   la   frlayc}r]+a   c}g   lcJE.   ar!t}:gEricis   dE   E=.te   gri`pc:i   eri

bla5tclci5tc]!5   ifriplarltadc}5,    pue5to   quE   I luc]r-es`=e   E1    a.r!tcir-ric3   de

la   mag.a   c:eli`1ar   inter.ria,    qL`e   eE   la   rEgiE.n   qua   c:orr-e€.pc]ridE   al

endot]erma     prE5.untivc3,      Eri      cambic3     ric]     fluclre5ce      el      tallc3,

regiEln    qua..   cc:irre5pc}ndei   al    €?c:trjc!ErITia   pr..E5untivc:I       .:vGaE.E:-      Fici.

17}.       Lc]s   rE5ultadc35   indii=an,   pcir-let   tarito3       que      di5poriemciE

de   ariticueir.pc35   t`tilg5   F}ara   EE.I.udiEir   la   diferenciacj.±iri      y      Ei].
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lirlaje   c]e   lag     celu].a5     dE      la     ITia5a     irit.erna     del      embri6rl.

Ac:tualITiEnte     estamc35     c:omplEtando        log        e.Studios        de        la

localizacidn   en   cttro5   tejidc3Es.   F.ar.a   deterir!inar   5i      algi`no     cle

log   anticiiErpt3s   de   EstE   gr-.urjrj   rec:Orl0CE   url      aritlgEnci      quE     sE

E>ipre5e   e>:c:lu5i`/amLarite   en   a(JiLjricJrie£   PrEirriplaritacic3rrale5.

C}tro5     autcire5     hari      clE.5Er.it.a     antl9erlc}5     que        tierien        uns

locali=acidn      5eme.jante      a      lclf     c!cJ].      grl`pa        VI,         mEdiaritE

ari+.i.c:uEr-po5      ITir;rlc3clc!rial€.s,       dE          ratr±          ccintr.-f3          E±].iilaE:,          clt¥

teratc]t:arcirlc]ma         F.I:1=`         {8aunt,         1985)            I.           antici.`€.rpc]s

rrionc-;c=lorialEE,   de   ratdr-I   dirigj.dcjE.   Ec:intrE`   c€1ulaE,   l..C-F9    {§c3ltE_.r

y  i.::nowlgs,   1978}   `,/   ct-.jritra     ba=il     de     rat6ri      {§tEm     €t     aj„

1978}.      Eri   e5tc]s   dt3s,   |'iltimc3s   trabajc.E.   5E   dESE.cr.iber!   antlgeric3s

qL`e   auriqiiE   5E   ericuen+.ran   eri   etapas:,   irlic=iale5   C]el      clE5arrollc3

rlo     de+inEri      Bntf gent3E     e5pec:±ficc}5     de     e5t€idc3     pueE.tci        qiie

tarribiEn   5E   e}{prE5an   eri   algi`nc3E.      I.ejidc!E.      c}iferenc:iac}[.5.          El

aritlgE-na   dE   Fc.rE.5mtl=n    {§tem   e±   aL,1978;    Willi5c}ri   `,r.      StEm,

197a)       5E      lc3c:alila      En      cerEbrc3      y      tEjida      lirift3ic]E,      y      el

aritlgeric.   S5Efi-1     {5cllt.Er.   `../   h.i.nt3wleE,,    19?a.)    E.a   reccirlc3cE      er-I      El

epitelic}   dEl    c3../iductc],lltEr-.c3   y   eFiidldima   y   ac!eITiE`E.   en   c:ere.I.ro

y   ti:ibulc:.5   ,ref-!aleE..

fil    t5rLtF.I.   I.JII ,    Cc3rre5Ftc3r!derlari    log   a.`ritic=uerF.c}5   que      rec:c}ric:.c:Eri

antlgE.ncJE.   cuyEi   e>{FireE.iE.r!   SiE   inicia   cil`rar-!tE   la   5egITigr}tE`ci6i-I   y

luEgfj]    durarltE   la      implailt.acidri,       5i£}J.c}      5E      e!{FlreE.ar!      eri      el

trc3fc}blrst5tt3.          r`jc<      Eric:c3rttrafncJ5      r!irlgi``n      antzgerict      cc3ri       eE.tag

c:ar.-ac.tar-i5t.ic:aE;.        E;it    au5..a.ric:ia    F.C:tdr±cl       ric].I       E:`er       ci:.I:arc35a       =.ir.ic:.

in{jic.f|f`    gut-I   la      de:t{?riTiiriac:iferi       del       t`rc3fc.I.1E`E.tci,       el       Firimi¥r
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tejidc3  en     diferenciar5e     del      Embri6rh     c}curre     durant.a     la

madi`rac:idri      c]el       cic:(citc}      arit.€.5      c]e      la      E.EgrriEritac:i6ri.             E5t..a

hip6te5i5  e5  apc]yada  pc]r   log  re5ultada5  dE  nue5trci  trabajrj  y

tam!3iEri      pc3r      trabajc`E.     de     c}trciE.      inve5tigadore5      qLie        han

fjL-.5Er`radc.   arrt]'ger-Ic3£   eri      el       ac}citc}      lc}5      ci`aleE.      cli`rant.a      la

5Egmentaci6n   Eegregari   al    trofabla5tc3:      6rupc3111    {TE`blE`   16}.

£i    e5ta   prc]posicidn   eE=.   I.rjr.rc~c:ta,    lag.      ITic:.1EcitlE`5      rEccinc}cic!a5

pc3r   e5tos   ar-iticl`Erpt3E.      5e      erlcc3r!trarlan      localizacia5     E.n      lag..

cE].i`:Li`£.           pEirii:€ric.aE.           d€.           I.c3              frifjr-ula.               €3eriE:r-E`ridci               I,±~i

eE.Fiec:ificac=iEin       r.Egicirlal        c]i`c-..1          eE.t..£1           in`+8lLic=i'-ada          Ei-.i           |a

difert?nciac:i.{:!ri         c3EIl          t.rcjfablE`stc3          ('`/daE.e         Fiqiira            EI).

Cci{rlr~tlementandrj   E`:=-.te   rat-=ic3ciriicJ3    lcJs   ffictrioi=lorlaleE.      d€3l       Grupc3

`JI   E.Egregarlari   hat:ia   c€1i`lE`5      iriternaE.     c!E      la      rri6rula.         La

E>:istericia        de        aritigeno5        trc3fc:iE.la5ticoE        EE.pEcif ic:adc:{5

regic3nalmEntE   tjeE;de   la   c}c3gEneE.iE   rlc3      eEtE`      erl      [c]r!tracji[ciEtr|

cc:.n    lc35   frlc3dElo5   prc}F.uE5tc]€.   pars   E>!plicar~       El       c3t=.s.arrc311c3       dE

ffiaml-+.er-c=iE.   y   Fictdrla   c:.fr.E[Erric)E.   uria   herrEmiEr!tcl   Fiar-.a      e5tL`c!i ar

cc3mcl   E.e   E;`!prEsa   `,+   rEgula   la.    infc3r-iT}acidn   e5FiaciEil       del       hue`+c3

c}i`rar!tE   lf?.   5EgrriEntacidr"      F'or   c3tra   partLa,    1a   5egrEgac:i6ri      dE

a!itigericjE.   Eri   huevoE.   clcJ   rriam±+a.rc3   Flcldria      ser      hctm6].ctcia      a      la

disti.-it:.ucidn   de   lc}c:E`]. izacic}nEE-.   c:ii-.f..tpl a5rriaticaE.   ob5er..+adEI5:.   t=.ri

lc:<5    huE`+c3=-de    algl`nc3{_=,    in.`+E!.-tEEiradcJ5     I:`/EaE-E;    rJa`..,JidE.I:{n,1976}.

5`e   hah   pL`blic:adcJ   tr-aEiajc]s   En   qua   5e     de5criben     mEdiarite     el

i`E.r.i       [lE       I-.`:~itic=uc3rpcl[-;       pEtlj.[].£`nalE=.,        cl:rltlgEncJET`       qi`e           F{c=.cjr.I ai-;

qL`iEfi=.   iric:luir5e   En   el    Brl`Pc3   V1-I.       E5   el    c:asc:I   d€.   L`r-i    €ir}tlc]Eric!

qua.   fiLre   rEc.Qr.icJcicici   pc}r.   l.`n    E,uerc}   anti~gariad.=ttroi:iri¢=-`   c:|`ridri3.ct|
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c61L`laE,   intE.r.ictr-EE.   de       lEi      rridr.-ula,       dEtE?r.rliirlarla       lEt

c!ifE!.-Enc:iac:idn   dtj   e5.tag;   c:E].ula5   hac=ia   fria5cl   iritE-rria.
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(Wil+"       1974}.          Siri      Embargo,         llna         hc]rnrlona         nc]         Fil`ede

c.ori5iderar5e  itri   antlgencl  de   diferenciac:16rl,      aiinque     pi`diera

sErlo   5ii   rEceptor   `/   par   e5ta   raz6n,   flo   lcj   henTic3s   incluido     en

la   Tabla    .18.       En   otrcJ5   dc.E+   artlcl`1c]cJ:.   €.a   d€-E;cr-ib€.n       E`ritlgerios

qua.1      ap.iarecer-I      diirantc-      la      5egnrientacidri      y      luegci         eri         El

tro+oblasto,   perc}   ric3  se   e5tl`did     5u     pre5encia     en      la     ma5a

c:elular.   interna:    er!   l`rio   5E   hah.1'a   inflril`riizadci   c:c]ntra      placerita

de   ratdn     (L...cifTic3tEirii    e+    aJ,     .1973)     y   En   a.I    c.trcj   cciritrrct   cer€.Eielct

dE    la    mi5rria    e5f.{gcie     (ZiITiITierITiar.i    e±    aj,19.76.`i.

I)I../erg.ciE:.   autcjreE   hari   F.repar.adci   aritl€.ueroE      c:ontrE`      mefribranli=5

r.i.=J    tr{=`f(=.I:.1aEto   h`.tmar-ici   E    idEritlf lcadcJ       algurlos       ariti'geric:iE       c]E-

5i.`Per+icie      qi`E     5e     E>;Pre5arian      Pre+.erentenriente      er.I        e5tE.

tEjic]a.      E5   el   ca5o   del      antlgerio      denc}friinado      Tfli      qi`e      E.e

e>{presa   eri     el      trofoblastc}     y     eri     cierta5      llrieE`s     hi`nriana5

trari5formada€   y   Tf}2,    qi`e   5e   e.`{pre5a   en   El    trc}fc3bla€t_c]   `/      eri

lirifocito5    {Faul}::   y   H5i,198=`}.       E5tl`dic]5   erl   log      cuale5      5e

irlveEitigtt   ffieclic-tnt€.   cltc.tci}:1cidad    la   F)r-esericia      d€.I        aritlgeric3

TA-dr   eri    F.lac:enta5   ciE   difet-enteE.   dacIC!ra5:..   Llari       derric}Etradc:`       qL`E

e].    ar.iti5i`er-a   Tfi.i±   e€.   citc.td>{ic:ci   E.E.lc3   pars    1o51ir`fc)citc]c=r      de

alc_]uriaE   F.lacErita£   5ugiriE.ridc}   quc+   E,a      trata      de      i`ri      aritlgericj

F.c:`lim±irfic::c.,           OE.E.E.rvaciorte5       CIE       eE.t..a       tiF.a.I       rirln       FjErrfiitic3cj

carE`cteri=ar.   iiri   griipo   iITlpar-tante   de      aritl.gErtaE.,       denc}minac.1c}E.

TL}:     I:FaL`l}::    .:,'   H€-.1,198=0    qi`E.   reaccionari    en    forms   ci-uzada      cc]n

1].r-ifc.c:itcL-i£.        [ltrc`    antl5t.i`E.ro   PrepE`raclci   de   niiarieria    E,intilE`r.        ha

permitidc.   deE.c-ribir    Liri    ant]:gE.r.c.,    clt=.nclrriinadc:i   TrF'M,        qi`e       5t\1o

E.a   e:>:F.r-e5=.cTi   en    la   5i`perf ic-iEJ   C:ell`lar-del       5inciciotrafobla5to
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y     ric3     5e     rec:c3ncice     en     otra5     regic]ne5     del      trc]fobla5tc.     c]

nTIESEnquima    {Whitlr.   y   Lt3cl::a,1979).

E5tc35   trabajo=-.   Llar.I   +.enic}c]   comc}   c}bjetivcJ   fundamental    analizar

I.a      intclrfaE.r=      rriat..ernc:i-fet.cl:I       deE.dE      ilri         Fji(ritc:I         dE         vi5t..a

prc3pianT!E-rite    inmunol6gic:c:.   y   F`c:.r.    lcJ   tE`ntc]   ncj   5E      ha      E5t..ucliac]c]

1a      e>:pr-e5it5n      dE      e5t..oE.      arltlgeno5      durar`te      el      c]esE\rrc}llc.

iriicial,1o      c:ual       habr±a      plantEadcJ      I:trc:iblerriaE.      EJtic=c}5      F.c}r.

tratar5e   dE   EmtirionEE,   h`.`friaric}E.;    53.r.   Efri±.clr.gci,    eri       El       caE.c]      cle

t€.I-!c-r       re€.Ic:c:it.r.I       crux.:a{]a       Cc}r!          ern[}ricjne€.          friur:ir!c:t5:.          Fic]dr.Ia

ariali}:ar-E.a   cu€`ridci   y   dt{ndE.   E.E   inj.cia   5L{   E}{F.reE`idr„

r`jLI       E.a       diE.ci`tirci:n       ac]u±        I.trc:(cJ:.          ariticuer.F.c3E.          ITioric}c:lc:.rialE{.s:`

Fir-eFlaradc:tE.   cor!tra   trc3fc:.blaE..tt3   hL`nTiaric.   c]btenic]c]`=.   de       F.I EicEr!taE;.

dE   c]ifererltEE.   tieritF.cia   dE   gEE.tacidn    {Jc:ihnE.c=irl   e±      EZ„       19Blb;

WEEitt   e±   aL,1986}.      fidErrlas`,   e5   importaritE   de5tac:ar      qi`E     en

riJLre5trci      labc3ratc]rio      5e      e5tuc!ia.ron      46      ants.,c:uerpc3s.      mc3no-

c:lc]r-iale5   dE   ratfin   `,z   dE   ratr*   quE   Erar!   Eri   5u   fr!a..,+I.rla   rEactiva5

ct]n   tir-c!fc3tila5tc3   humaric}.       Estc.5   ar!tici`erpoE.      fuErc]n      en`+iadoE.

p[.r    I.E`   C}rgar.iizr±c=ic:.ri    riunc!ial    de    lE`   5alud    I:Orl5)    f:IE.ra       ElrlE`1i¥ar

lc35   r-e5ultadc:i5   cle   C]ifErEriteE.   grupc35   cje   investigaci6ri      en      L`ri

taller    5tibr-a   ar-itlgE.ric.€:.   dE   tr.c]foEila5tc=.   huffiLJ`ric]    qi`e   E.E.      r.ea.I.i=Ei

Eri   Torc]nta       i:,fir-ider±-.c}rl      €.i       al`„        1987}.          r`jingi.`rici      c!e      Ellc}=`

rE.accic3nfi   pc.r    iriJriunc:.+1i{or.E5c:enc:ia   inc!irectti   ccir{       c}c.I-:itc}E.      I-ii

I(I aEtc3c:i5+:cJ5    c]e    rat{5l-.I    irriFtlar-itac3c.E.    I.rf    [+I.±rt..i.

Finalrrien.te      Er!       El       rji.-upc}      '`JIII       hEmc}E-      cla`=.ific:adt~j       lc3E.       1=j

ar.itici`e!'i=.c:{E       qi.`e          rec:c:.nc}c:En          antI{jt±-:ricjg          er!          c:dlu].a5±-.          de..
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teratclc:arcinc3ma5   y   na     eri      c3C]c:itog     a     Embrione5     preinriplan-

tac:ionalEs.      La   [`nic=E`   r-E`=drl   par-a   menc:ionarlo5      clquf      es      que

alguricJs   c}cJ   ellc}5   5E      i`nen      a      fosfata5a      alcalirla,       coITlc=.      Er>Fr

dig.c=utira   mtiE   adelarite.

EFEt=Tt]   HORF0BENETIC0   DE   LOB   f}NTICuERPO§   HONtJCLONfiLE§

§e   e5tudi6   E.1   efEct.a      qLle      tir*rle      .1a     riEutrali¥E`c=j.I.r!      drg      log

ant±genoE.       F)rjr    lci5=    arl+.ic:ue..r-F.CJETi    C}e].    Grupci    I:     II]q     I`J7    `.I    y    VI,

5c]bre   la   c:c3mFla(=tac:idn,    blaE.ti`1ac=iii„-i   e   irrlplantac:ibri.       Er!       laE`

cc3riclicic}rieE;   erripleada5   eri   E5tE   traba.jcJ   -c3ill`.`,/eric]c]      El       medirj

de   c:ultivc}   dE.   hib[-i.clc3ma   c:[}r.   rriedict   dE   cultivci      c]E      Embric}rieE:.,

en      igi`alEs     `+ol`:imene5   -no     5E        c]b5erv6        ning[in        efec:tc!

inhibitc}ric]     de     log     anticuerpo5     en     el     dE5arrc31lo.        §iri

embargc3,      pE`ra     poder-      a5egl`rarlct     habr±a`        5ic}B        nec:e5ario

realizar   E5tudic3E,   cc3n   fragmento5   mc]nc3`/alerit.e5    {Fab)      dE      log

ant.icL`ErFic35   mc.ric]t=1c3naleE..        DE.   heEho,    h.:EffilEr    €+    aJ.     i:19E3I.9        y

Hyafil    g±   aj,     {198{:)}    ab5ervarc}r!   quE   lc35      fr-agrrlEritc]5      Fafj      dE

lag   Igrj   d€i   un   5i`e.irc]     policlc}rial      cle     c:c]nejo     dirigic!o     cc3ntra

c:±1ulaE`   T[:-F95    Ftrc:.duc:Iari         uns      irihibic:iElri      de].       deE.arrollc].

mientra5   ql`e   la   moiEc:ulr*   er!tEra   ncJ      tErila     eff=c:tc{.         EE.taITiQ5

iiiterE5adc3E=,      eri      r-.Eali=ar       e}{Pei.-irr!eiltc]E,      cC3ri       +ragrrientc]`s      c!E

aciuellc}5      antic:uerpoE.      que      pC}r      €.u      lc}Cali¥E`c:iE}ri         5ecin         dE

iriterE5,    Fjerci   €15   net:e5ario   qua:   E.u   iE.C3tipo   C:c.rr-e5F.c}rtda   E`      1g6

pt=irqL`e   na.I      e5tari      dEE.c:ritE`E.      lag      Candicic3rieE,      pars.      gEnErar.

frag/riEri.t:c3E.   5imilarE5   al    Fab   c:C3n    Ism   de      r-ata       i:F:c3u5seau>{       a+

a£~'    ip8&,"
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Htl:Eta   hc]y,    n[t   5E.   ha   c:E\rac=teri=ac]c.   ningL'trl   aritigEnEt      cJe      dife-

renciac:idri   quE     5e     e}{prE5e     en     185     etapa5     iniciale5     del

de5a[-rc.llo   embric]riaric},   cut/a   neutralizaci6rl     mEdiaritE     anti~

cue-rF.t]5   ITioriciclonalEE   inhiba   el    dE5arrollc].       Siri   EnTiEiargc]5    cc]n

anticuerpc}E:i      pc:iliclorlaleE.      dirigidc.E.        cc]ntra.        blaE.tc]c:i5tcis

{Wiley   y   [alarcc3,    1975.1    y   c:cJrltra   [E}li`1a5   dE      teratc]c=E|=rc:ir}c3ma

*::emler   e±   aJ,,1977g    Hyafil    e±    aj„    198[=1   y   DL`c:ibella,       1981=1.

E.E       LIB       ab5Ervadc}       inhi[.jc.iEiri       dcT:       1a       cc]mFtac.t..acidri          v          it:`

t=.la5tL`1acic:.in.           E5:.       p[j5i[lle       qua.          uria          fracc:i.dri          clE:.          lc]E.

art+.ic=uerpi-j5   de   eft.fj€.   5uer-C]€;   eE.tt±   CJirigida      c:orltra      mc3lEc:i`la5

imi-jlicada5   Eri   adhE5ifjn   c€£lular,   puestci   quE   rici   hay     E`/idEric:ia

qi.`E   a,Li   Efectc}   £e   dEE!a   a   la   riEi`tralii'ac:i(±ri      dE.      arit.Igenc}E.      de

difErEric=iac:i6n,    cc3mc}   5e   ha      demc3E;trada   en      I:aITibic],       mEdiantE

anticuErpc35   moric]c:1c3rlale5   con      lc]s     cuale5     ha      5iclo     pc3sible

ideritif ic:ar      unc:i      c]E      lc}E.      aritlgeric}5      rECEiric3cidc}E.         par         El

anti5i.`erc]   corltra   c6lulaE.-F9    {Yc]5hida-rJc}rc3   y   Tar::eichi i    1984).

El    antic:i.`Er.po   E[.C:D-1   tierie   [c}mc:I      ligarido      uria      glicc3prc3tEJIria

deric3rriirlada   u.`+ctiT!t3ri.tl ir!a   I.   c:ac]heJrina     {.`/ERE.E.    iritrctdii.c:c=i£.ro        qi.`E

pci:rtjcirja   En    lc}5   ffiEc:arii5frioE.   C}E   adhe5ic5ri   cEILilar   clEPEricliEnt..EE-.

dE   Ca+2.       [}trc3E,   eE.ti.`c}ic.E.,       ITigdj.ar!te      E`riti5iier-ci5      prEPE`rad[}s

cc3ritra   el   rriaterial      qii.E     5e      libEra      al      culti`+a!.-      uri      tL`mc]r

nTiarr!ar.ic}   huITir±ric3   en    i.`n    rrlec3ict       libre       clEt       sL`erc.,       ITiuE.strari       quE

pr-aba±.1Efr!entE   E5ta   nTii5ITia   fric}l±`=.ul a   C}   mc31€cLi.lag   mL{y   5efriejarltE.5

Eat.fin          prEE,EritcurD         eri         rli`frfErciE.CtE..            tEjidrlE.            EFiit.elialE{±

errtttr.ic3r-iari{:!E,   `}'   adlJ,1tc}E„    cufrlFtliEric]c}       probat31EiTiEri.te       El       ff!ismct

pE`rj€`l    erl    I.a   adheg`idr.I    c-.E.lu].ar     {Dafri5[::y   E+    aj.,        19E{=,).           5c:i±!re

la   bag,Lj   de   eE,tag,   c3b5gr-.ra`=iorie5   Se   ha   prc3puE5tc3   que      la      i`.`+`|-
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moriilina   podrla   ter!er   una   func:i6n   analc}ga   a   lag;   mc3lEc=ulag   dE.

adhesidn   c:Elular    (Cfirl)      de5c:ritas     para     c]trc:{5     sistEma5     Eri

de5arrollo,      esrjec:ialrriente     eri      la     fc]rrr}aci6n     de].        5i5tema

Her.`+io5tj    (EdglH!aii,19a3;    Damjar.!c}`/T    .1986i3;     Izquierc]c3,        1986).

Cc3iTia      yc-:,      fug      plE.r!tEadc3     en      la      introdl`cciE)rL       la        amplia

di5tribi.ic:idn      bic]16gic:a      de      uvc3ITlc3rulina,       la      deE.car-ta      caITic.

antlcjEnc}   de   clifErEric:iacidn   e>!c:lu5iva   dEl    de5arr.cillc:I      iriic:i€`l

c!e      iiiafrilfE.r-c:.£`      y      obliga       a      r.Ec:ciriE:`iderar       ia.      e>:i.E.tEr!c:ia      dEi

artl-.I r:iE:r-icJ._=:.    dE    C]i i:gr.Erici E`Ci.C'}r.I    ql`{3    C]F!ereri    dl.`raritc-EE:,t.E    per-I odc:.ff

Hemt3E.      E5tudiadc3      el      Efectc}     de        tc3do5         105        anticuErpc35

riiF..ric}clorial€15,        agregE<.c]oE,       r=-.d}.C]5       C=.       Er!       friEzcla€:.,        5BE.re           la

adhes.ividac]   de   lag   cElulaE!.   cle   teratctc:arcir!orrla      al    mc3rrieritc.   c}E

5embrar   ../   Eri     culti`to5     `/a     EstaE.let:idc]5     qLiE     gran      5iibcc]n-

f li`erite5.      §E   t3b5ervE.   qi.I.E   lag   mezc:lag,  dEl   ar!ticuerpci     T[-4[=`

c:ori   TC-4Et6   d   TC~884   6   TC-487,   [uaridc3   E.E   agrEgari      E`l      mc.mEritc3

dE   5em±.f-ar,    inhibEri   la   E}itEii5i6n   de   lag.   c€1uia5;      E5;     dEcir,

auriqLie   eE,taE.   5e      adhiErari      al       5L15trato      pErmarlEc:Eri      fc:IrmE.ric]c3

a.c[iITiulc3.5   redc}ndea.dc.E.,    c:I.fria   c:t5lul aE..   agli`tiriaciaE;,    en    qii.E   I-ic]   5e

di5tirigL`c-ri    lc!E.1IITiite5      c:elularE5.          EE,te      res.I.`1tac3c:<      ric]      sEi

oE.5er.`/a   cc.ri   riingLin   aritic:uErFtc;   pc:.r   51       5t3lcL         El       ar}ticiterpc.

TC:-4[=`,    qua   prcjc]uce   E5tE   EfE-Ctc3   Eri   cfjITibinacidri   I:ciri    lc]E.   ar-ites

rrier!cic3naclc:.5,    sE      lc3cali=a      Eri      EI       L|{3citc]      pgrc3      ciiirarite      la

irrlFtlantE*c:iEin   5;egr€.ga   al       trc3fc.blaE;tc:t.          Eri       la.cj      cc:.ric3icic3neE.

e>{F.erirrlr=ritales.   erl5a.../adaE,   pop-lic3E.c3l-.ro5   rit3   irlhibt?   la   E:>iteriE.idri

dE   E`=tE   +.I?.jidc}.
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Ai`nquE   ningL'm   arlticl`Erpc3   teriga   Efec:tc.   Pc}r   5±    Solo      §c3bre      la

adhE5i`/idad     dE     lag     cGll`1a5     re[iEn        5Embrac!a5,         EilgunoE

{Tt=-884,    TC-4E(7   y   TC-=`D4}    afectE`ri   la   ac]hEsividad   c]E      [Elula5

Eri   I.ulti`/cj5   `/a      eE.tablEcicla5      qL`e      5c:iri      5ubcc]nfluErltes.         E5

F`ci5ible   quE   la   tripsiria  Litilizac]a   pars   cc}5Ec:har   c€lula5   haya

digeridc3105   cc3rrespc3ridiente5   antlgenc:.5   y   E5l-.C}5   regenereri   en

cL`lti`tc35   Establec:idc}s.       Sin   embargtJ,    el    fendfl.il=rlc:.   dE   adhesi6n

Ft{:idr±d   E.er    deFjer!di€.rit.E:   .dEI    EJE.tadt:t   de    ltl=..¥.   r_.EJIL`1cl.E.   eri       cultivci

pc3rqi`E      la      friEi:cia      T[.-4C3      IT!aE.      T[-:-4Et6,          quE]         ir!hiL-.e         la.

adl-.!esi../idad   de   ct51ulaE.   reciEri   EEmbrada5   r-!c}   tiEriE      Efectci      en

culti..+c]E.   5ubcanf luEntE3s.

[tEBwa      e±      aj.          (19BEi)         hari         dE5c:ritc}         E.n         cdlula5         de

teratcicarc:iric3ma     uri     efec:tc3     Similar     sc3bre        la        adhE5idrh

prc3duc:ida   pc3r   un   ar!ti5uerc]   polic:lc}rial      dirigidc3     cc3ntra     uria

glicc3prc.telria.   aiE.lads   dEl    tErat.c:icarcinc:.rria   OTT6[)5l:I,      ITiEci'iante

urta      c:c<lumria      dE      af inidad         prEparac]a         cc}ri         L{rla         lectir!a

(aglLitirliria   dE   f?I.`.:.I.ritj5       f..<..mttjrtj±l}.          EE.tE       ariti5Li.erc]      tafrtE;i€n

inhiE{E      la      adhE5ic5n      y        ext€.r!5idn         dEl         trc.fc}blaE.tc=.         t.g

bla5toci5tc]`=.   ifriplaritacjc}5   I.rf    H.±r<:..,       La      c=aractEr-i=ac:idri      c!El

ar!t±ger-ICi   ci   de   lc3E.   aritlgenas   comF.rc:.ffietidc]E.   eri   gE.te   efecto,   ri,:i

mc3stracio   qLiB   la   ff!alEcula   in`,Jc.1L`crada      EE.      L{ria      glic=c3pri=tE.Iria

c=c]n   iin    pE5c<   mc31ecular    dE       125       h-D        {h.;.r!ud5er!       e±       aJ        {198=<}.

Llt.i.1i=E`ridc:I          ci:ntici`E.rpc}E.          IT!c:.ric.clc}rialeE.          prc=tcjucic!oE,          cc3rit}.-a

c€li.`laE.   de   Erribric:.ne5   dE   Ftc311c:t,    hr±n      Encciritr.adci.I      i`n      antlgEr!o

qucd      F.or-      elf-c=trc]fc3reE.if      erl      gEleE,      dE      Pctliacrilamic!a         5E

res.i`elve   en   treE,   [ctmFic!nenteE.   c]e   PE5L`   mcJIEc:ular    16J.:.J      I.`.D,       13Ei
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kD   y   111.:t   krJ,   cuya   nei`t.ralizac:i6n   afec:ta   la   ac]heEidri      de      lag.

cEli`la5   de   teratc}c:Eirc.iricirl.ia   cl:15l`5tratci.       t`Jc.   hay      priteba5      de

qiie      la5        mc]16cu.lag.        clE5Crita5        pc]r.         ambo5         grupt]5        de

irrve5tigadc]rE5   Sean   lag   mi5ITia5.         aurlquE     E5     5i`gerEnte     que

aITiL-iEiE;   E.Ban   glicc}prc:ItElnEiE.      quE.      Partic.ipari      en      i`na      furicidn

5ErriE_iantE   y   c:c3n   un   pesc3   rrlolec:ular   similar.

CflRficTERIzficIDN   DE   LC}5   fiNTIBEN05

Cc3nic={   E`lguric-*€.   propiE.c3ac]E.€:.   dE    fo5fata€-¢Ti    alc=a`l iria    E.i`giereri       quE.

Fjc3drla   de+iriir   i`ri   aritlgETIC:t   c5L=   diferenc:iaciEirL       nc:tE.      intf=reE;d

E5ti`.`c3iar    la   i`riidn   d€.   nuer=t.ro5   arltic=l`erptJ5   rrlc:Inc:i[lclr-iclleE;   a      la

fcJE.fE,ta   al[aliria   FireE.E-nte      er-I      l`r!      e;`{tractci      dE.      c:EliilaE.      dE

tEratc]carcirlc3ITia   5c}1ubi.1i=ac3a€.   c:or!   Tritc5n   .I:-1i:=}.:I.       SE      utilir.d

L`n     en5a¥a     de     ELI§fi     indirecto,      eri      quE      lc!E.     anticuerpc35

mc.nc.clclnaleE;   Ee   Emplearc]n   cDITic:.   elemErltc]      de      c:cl:F.tura      de      la

en=irria.       La   placfi   de   CF"+   rio   EE   acti`/c=.   dirEctafriErite}      c:\c:tn      lc}s

ariticL`erpc}5   ITIon{J.=lonalcd5t    5iric:.    quE   F.rE.`,'iafiT!Erite       5E      pi`5c3      ..`ri

E.uEJrc:i   dE   c:[triE_iQ   Eirit.i-inmLlrit:iglc.bulina   CIE.   ratci     {Fig.     ={:i;1,    FiarE`

rc-c-`].i=ar   ur:   er.i5a':/a   erl    qua   El    5iticJ      dE      c:c3rribir-!ac:idn       c3r=       1c.E.

Etr.ticuErF.CJE.   I-Stu../i era   tcztal m€.rite   E}{pL`c-5tt3.

Lct5   res,ul,ta(jci.t5   d€:I.    E..L13I:i   ITiaE.tr.arori       qL.I€:      de      :::.:I       E`riti[ii.erpc}s

rrlc:ir"Jc:lc3nale€.      eriE.i3.:r'ac]c3s,        16       5E      urier;       a       Ff}L          d.irEc:ta          c]

irridinrectarr!Er!tE..`/      r€?tir=!-.iE.n       5u      ac.I.i..+.idad.           I.jtl      e=-.      pc:IE.ible

af ir.nriaf"    qi`e   Eg   tratE`      c!E      i`r.I      recaric}{=irr!ientc-I      dirEctci      c}E       la

fric}l€cula    d€?       F-fiL       Flc]rqu€J       E-r!       lc]g       €.I;`{tr.a.`C:I.I:t5       c:iE(tEriidc3E.       cori

c}igtergr=rit.EE,   gericJralrrlErltE.   5e   for-rr!e`r   rrii5Cela`E..       F'or   a-5ta   ra.f.drt,
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e5   po€ible   quc-en   ellas   FAl.   ec-;ttLi   a€ociada      a      i`ria      ci      var]a€;

protelriaE    qL`€.   F.icJdrlari   ser    log.      `/erdaderctE      blancc.      dc.      eE.t.c]5

aritici`erpcj5}.       Lci5   antici`erpos.   ql`e   ca[itlirari   actividad   de     FAL

pertE.riecEiri    E`   d].ft3rent€.E.   grl.`pc}5:     T[;~5[)1    y       Tt-lL~;i-`       [i€.rt...a.n€.c.en

al       6rLlpcj       I:        l.I-4Ft:i       F.erie.rit?ce       ai       GrupcJ       Ill:           TC-Et+ill.:I,

T[:-H86F4,       TC-I)7BE4,       TC~4F-4.       T[-1E=`.       T[-=`D11          y         TC.-3CI

per+_enceri   al    6rupc.   VI    y   T[-1E16Cl1,    TC-4[J8,    T[`~7C9,       TC--3H=',

T[:~lcity    y    T(:::.--E.I:`i4    Fie-.rt€.ri€..ten    cl]     [3ri.`p{:I        Will.            I.Ina.        fiTianerc-i        di±

carriFlrc.itiar-1t:±     l`r-ii{="     c]tj-?     €:.t=t`c:isi-.     E`n.lJ  cii.a-.t-[:.c.t5     a     FfiL      €Ic_-.         i;..:i           lung-..E``/a.i

c]E-tra..n€.ft3rer.ic:1  a    f±    rii  trc:Ice.l`.`]  c:is.a.    e     il-iIT!Lt.r.icirrE:..., 'Eladc(    c:{    t{-±mi=.i€Jri

la       irimurioFlrec:lpitacliin.           E5t.I.E.          e>:PerimEr-itci53.          E.E.          eE.t£`ri

rE.al  i=ando     .`,'     a`.:`r..I     nc:.     s:.€..I     i  ier.ie.n     r.Et=.ul  t.E`c3c.i€:.    c.-cir.zc:li`\,..e?rit.eE..          CJt.rf±

Flog.itiilidacl,    eE=.   di5rjoriE.r   de   FfiL   pitrificada   deE.de   lag   c:t±litla5

F9   y      realizar.      uri      ens.ayci      de      ELI§fi      cc]riverlciorlal.      c:c]n      el

antlgerio   pegaclci   directe`mente   a   lf*   placa   de   PVC.

I-`lut-.€.trc]5      res-,L`}tacjc:.5.       5l`glereri          qu€.          er;          el          embridi-.I          5E.

cJ:::I.re5ar±an    i\]     mE.ncJ€:+    dciE..    form€`E.       de       Fill:        L`ria       qi`e       E€i.tar]:a

pres:€?rite   cieE.{]c-el    I.c3cito   ../   CJtra   de5de       la       E.EJgmeritac.itf.r!       cic-=il

EmE.ri6n.        En    E;EJgi`ric!c]    li`grstr,     lc}5   res.l.`ltacjc:iE    iriclicari       c.ii`E       la5

r_Eli`lE:iE;    de    t..erat.:i<c:ar-cir.iorric-i    E}.{PreE.Briar.    ITiaE    dE    i`ria        iE.clLan=ifrici.

cje       FfiL.        1c.       cua`1            cc:trifirffia           obE.Er.`Ja`=1or!EF-,           c}e           alc3ur.!o5

iri.`+rTE:`t]  gac!c.`re5;    fiH.`    at.rcicL=.        tj.pciE'.        ce:li.i`larEE:        tim'ic:iralE.5E.         I:HE?r=  q

i 98=` ,  -

La    a.`ctiviclacJ    c]e    Fi:.]!...    5i=    r€.c:c:.nc:ic:e    eri    emt..ricjrteE.       -pc.ir        rrl5tc]c}oE.

c=itc.qLiim±cc.¥        cj        I.t3.ciqi`i'ri-"cc:.cL:.    -E.c{].afrieritE        d€:IEic!EJ        e]              EiE;t.ac!c..

tard3tc-`    dcl    4.    c€:Ill`laE:,.     .:I:£.h]..:/aITi€`    a         I=q'|tlErdci.          i5'7.?:          I:....=]`..`i€.rc]c.
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e€.   aj,198{:};    I=qiiierdci   ``.J   Martic:oreria,1975).          Sin      embargo,

1c]5   rE5ultadc]E   mue5tran   quE   algurlc3E-antiELtErpc]5   ITirjr`c:.clc3nale5

-de   log   grupc]5   I   y   Ill   ~  recorit]cErian   la     eriziITia     de5de     el

e5t.adct      de      c3ocitt].         E5ta      dig,crEFtancj.a     poc}rla      e>{Fi].icarse

Ei`pc]riiEndL]   que   Ff}L.   e5ta   F.re5erlte,   pErct   iria[tiva,    deE.cjE:.   ante5

del    E5tado   c]E      4-c:61itla5      c3,      merlo5      prc]bablEmEntE,       que      5i{

c:c]ncEntra[ic5n   eE.td.   pc.r   debajc3   de   la   5eri5ibilidad   d€.i      rr!Etc]do

bioqu,I-in..cc!        y        dE.        lc:.E.            n~i€1tc.Clc!£--.           citc)qu±(rl3..cc.iE.           eITI[}16?E`dc3E,.

F:EE.ultadc]5   r-E`.=ieiitE.`=   dE      nuc-5trc3      1abLlrat[.ric3      mue5tr.-ari      qitjil

c:ucTinclcj   E,t=:   c:ull-.i.vai-I    dl.`ra.rit.e=.   l`n€\       hc:.ra       i|uirriera5       fcirITiada5       dE

erribr-ic3neE   erl   EE.tad`3   de   2-C±lldaE,,    I.a5   r'egictneE,      cle      cc}ntac:tc}

interblas5tc3iTi±ric:c3   rE../Elar.I    ac=ti`|'idac]       d€.       F£.iL„       c:c.r!       Eil        frlj.5rr!L-j

friEtc}dc.   citc3qL`Ifriic:c=.      quE      5.olc:i      la      revels      En      El       e5tadc!      de

4-c:Eli`la5      a`/anzac}q      dE      erribric]nE5      ric:.rITiEtlE5       i:§epLilvEda         e

I.¥qi`ierc]c3,    c3b5ErvE\c:ic}rfe5   rfc3   pu[{1icadB5}.          E5tc]=      re£L`ltadc]5

5ugiErr.eri      quE      pc3dr]:E`      tral-.ar5E     dcu      la      art,i`/clcidrl      dc-        i`r!a

mc}lEc:i`1 a   F}rE-e>:i5tfnte.

r`tc3   c]±.5tante   lcj      aritErior5      pen5arr!C.5      qua      ai:iri      e}E.      pr.Emati`ro

cc3ITiparar    lo.=   rE.5ultadcJs   abtEnidcJ5   c:c(rl   m€t[.c]clE.   citaqi`±rriic=oE.   `,,J

lc}E,      result.adc.E,      c3bteliido5      p`]r       irirnur-ic3f lut3r.-E5c:er!c:irk      ..,/      pc]r~

E:LISpi#     F.cirque       r-!c{       hEIT}c.5       c3L`5€?I.-.`/E`cjci       I.`n       patr.±irl       dcJ       inrrii`r.io-

f li.`c3r-.e5cericia   que   E-.erl   5Eme~iantE      al       CitGqL{Inr!icc}.          I;c3n      este

[itirric3   iTif=trjdc:t   sE   rec:c3r!cicE      ac:tit/idac!      c}r:      +c]5tFatE`5a      alcE|:1irir±

a;.{cli.{5ivaITic-:-r-it€i   er.I    1c}5   cc]ntactc}E.   C.ElldE*reE.   dE-scj€.   el    E5tadc}   de

4.   cdlulaeg      tar.dlc3      y      nc3      eri      1[1      E.upt?r-.ficiE      c:€.1iilar       li[jre

!I=quiei:-dc.t   e€.   al'„    1P8i:)).       La      c!isc:rcJparicia      er!t.re      rii`tE5i[il-a5
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ob5ervac:iorieE.      cc3n      el       m€.`tc.dc)      de      EL15fi      y         c]b5Ervacic]ne5

ant€:Jric3rE5   [c3r-I       rrlEicidc3I=`      c:jt[!qulITlicc:.E=i      nct      pcidra       reEcjlvEr.E+E.

ha5ta   quE   tEr-Iganric3s   5eguridac]   de   que   el   ELIsfi     idEntif ira      la

pr-c:.pis   erlzj.rTI€`   y   r!ci.I   c:itraE`   F;rc3t.E..IriaE`   unidaE,   a.   6E.ta,    lag   c:L`ale5

pc3drlar-I       E.Er       {:list..inta£      Er!tre       lciE;      PrirriErc3E`         eE.tac}c3E.         de

dt?Earrollc]   y   lc35   E5tadt35   mag,   avanzadci5:..

El    hechc!   quf:    lc:.E.   ari.tici`ErFtc.si   ITiQncJclc}riale5   qL`E   5e   unEri   a      F..qL

5€.   g..ric:uEritr.E.ri    di5t..ribilj.dc.E-`   r=rl       dii:E=.r€.rit€;E       gr'uFtc.E:.       E.E:.g[`ri       la

lctc'ali=ac:ic:tri       c]e]        E`rit.±'gE.I-!c.`,        nctE.,       i.ric!ujc!       a       I.arliF.E`rar           lL¥,g

is.I.erif iITiaE,   c}c-5critas,   Er.I   disitj.ritc]s   ttljic]c:.E.   cc3ri    lag    E>{prEE-.ad,35

p{:i!r.     1f.-j5.    E?mE:iric:.ri+I:E..         I.C.r.i'    EE.i-.a    FircIFJ£:i€:.itc:t    5E    EstL`did,        ffiedi6Ir!ttJ

iiimuric`+.1ui=.re`sc:Ericia   iric]irEr_.tar    la   l`nidri   de   eE.tci5   ailti[:uerpc:.5

a   difer-Ente5   te_iic!ci5  di{erEriciadilE:,   dE   rat.jt-i   ql`E   exFlre€`an   lag

i5aen2inTia5   cle   FflL   .`,'   tarribi6r-„       5e      ec_:.ti`di6      5u      uni6ri      a      F.fiL

c3btEnid.a   dE   E>{tr.-actc.E-c5E   tejidc]`=   C]j.{erEriciado5   tratac]c35      carl

Tr-i I.a-.ri    X-|€:}f.:i.

Lc.E    r-g5=+ultadi-..E.   I.r-el irriinareE-c!e   Estc}5   eri5:-.a.`..Jc:<5:.       rric:{5trarc}ri       que

ningur.ic:!   de   ltJ`=   ariticuErF{c}5   recc.r!t3Ce   la   iEc.eriziiT!a   dE   FfiL       qL`L=

E.a   La:}:Ftr-e5E`   a.rt    el    hlgad{:t,       r-ii       el-.I       El        iritE=.tinc3t       Er.       cam±iic3

algunol=   rEaccic3llar±E`r!    C:c}ri    a?F{±tc}F.CiE.    quc]   E.a   Encl`erit.:rE`r.i       En       :[E\

+cir.fiia   rgiialt    qL`g   c£`rrE5F.cirrdE   a   la      fc]rmri      rlcj      e5FtEci'fj.c=a      drL

t€:g.jj.c]c:.F,     {Ta.i:{la    .t4:i  co        E5    interEs.arite    IT!+=ricic}riar.    E].    cEtsc]    de    lc!£..

ariticuerF.cic=-.   i-.I:-HE36F4.   y   T[:-3I}].1    quE   ric;   fL`Erc:iri      rEac:tivc:tE.      cc:in

riirtg{.`ria   dE      EE.tag      i5{3er!=ifrias5       sugirier!dc.,       C3      E<iEri       qL`E      el

eF!3..tc:tF!c:.    qi.I.a    rEc:c:.ricic:En    I.lci    fjE.    E`CC:t=JE,ibl€.       En       e5.tc:i5       tEjidoE.       c}

b.iEri    qL`c-3   E.g   +.ra.ta   de    c-p.{tc=Ir.-;eE.    ql`C-E.E       E}:FtrE=`ari       E.i.ilc.       €.n       El
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embr.idri   preimFilaritacional   y   c=Elula5   F9   y   clue     pc]r      1o     tant.c.

recc3noc:eri   unci   for.rna   de   FftL   qlle   podrla   definir   un   antlgeno   c}E

diferenciac=idn.         Este     Firc}Eilema     rEql`ierE     un      e5t..udio     mds

pr.c}fi.`r}dc.,    en   El    cual    5c-purl+ique   FfiL,    par   EjeffiplcI,    friEdiarite

c:oluITiria5   c!e   af inidad      prEparadas.     cori      e5tc35     antic=uerpci5     y.

Ii`ecjo   se   carac:teric:E   la   enzirritl   r-etEriida   En   Cuanta   a     alguria5

prcipiedadEf   fie.icaqL`In.iic:aE,   cciITic.   I.e5a   nrlc}1EculE`r,    c[jnt.enidQ      y

tip{]      df=      carbc3hic3ratc:.5j      y      tambi6ri      €?fec:tci      de         irihibic]cirEs.

egFiE.c.Ificc.5   c]fj   cE`da   uns   dt=       lE:c=-.       fc3rffia5      cieE.c:ritacL=-.       de      Ff?|L.

EETzta   aprc3>:iITlf3c.if]ri   e>:I.ErimEr-ital    ha   5ic]o   u5ada      para      e5tiidiar

lag.   .i5c.Erizima€   dE   FfiL   que      E.e      a:i:FirEEiai-I      Eri      +.gjidt]€.      c5seo      y

hEF.6tic:cl    {Bailye5   E±   BJ„    1987).

fiurlqLie   uria   intErpretacidn   Sea   i.r€.mE\tL`ra,      [E{rl`/ieriE     deE.tatar

ql`E   tc3do5   lc35   ariticuerpc}5   quE   5E   uriEri   a     FflL     eri      corte5     de

tE?jidc}5,      c}b5er`+adrjE.      pc}r         inITIliric}f li`fjre5cencia         ir!dirEc:ta,

Fire5er!tan   ur!a   localilacidn   ITiu`/   marcll=ciEi   en   uria   zc:ina   veciria   dc~

lag     cfli`lE`5     gigaritE5     de     trc3fc:iblaE.tc}        qi(a        al         parEcer-

c:c3rre5pandE   a   ITia+.Erial    +ibr-ilar   CIE   la   clEcicji`a.       Siri   eITi±targc3T

c:ciii    la   miE`iTia   t6[nica   riG   hEITic:t5   ericc.ntradc.      rear:cic5rl      pc3E.iti`+a

[ori   nirigL`rlc3   dE   lc35   arlticuerpc}E   Erf   tEjicjL-.      renal  ,       rE5L`1tacjc3=

qi.`E   CJE.I.E`n       Eiri       dEE.at=itErdci      cctri       el       eriE,ayc]      de       EL.Isf`i.           ur.iE`

E>:plicacidn   pc35iblE   es   qi`E   Eri      cart.EE-      dE      I.ejidci      rEnE`1       1c35-:,

Ep±tc:iFtc.5   rici   E.eE`n    ac:c:eE:.it}leE-,   al    an+.icuerF.C:.g    En   cambict      quEcleri

a;`ipue5tt35   En   log   e;`{trac:tc]5   pc3r   efec=tc3   de      la      soliibilizacidri

a.on    Trit.dn    :{~11:}1-:}.
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NUE5trc:.  prj.ncipal      intEr€E.     Eri     el      +uturo     5e     centrara     en

dEtEctar   ai-.Itici`ErF.c35   que   inhibari   la   ac:ti..+idad      de      FAL      pars

e5tL`diE`r   5u   funcidn   Eri   el   dE5arrc]lla   Ftreimplant.acianal.         E5

cc3rl..tErlientc-dEstac=ar   qi`e   unc]   de   lc3g=.   ariticuErpc]s   qL`E   5e   ulie   a

F.fil_    {T[.:-E7€}84:I    eE.t!*   cclITiprometidc`   en   el    efEc=tc.      morfc:IgEnE.tico

obEErvadc]   Ec]bre   ct±1ulaE,   d€?   tEratc3c:arc:inoma.

CoITict      c:c3mEntario      I irial      E.obrE      la      carat:terizaci6n      cia         lc}5

arit.I€.iE.rlciE:`       r.Ec:c}ric:.c:idc:iE.       Pc}r        lc:iE.       ar!tic=uE.:.rFjc}5           rrictric.Ic:lc:irialt3E.

c3btEnidt:iE,   Eri      gE:.I.e      trabe`jL|,       qui€.igra      aclEtrr±r       qL`E.      nc3      EIE,

pciE.ibl€3   FtrEciE.ai-EJl    riL'`merc:i   tcttal       c]e       arit±geric!5       r.ecc}nc3c:ic]cfE:.

rjc:ir   E.I    reper.tc]ricJ   c}E   clriticuErpc:.S„       f}   priori       Fo]dr-IE`      dec:irE.a

que   hay      6      rr!c3l€c:ulaE,,       i`ri[l      FiBr      cac]E`      uno      dE       I.c=.5      gr.upc]5

eE.tablE-cic]c}r=-.,    e>:cEptc:{   EI        11       y      El       `JII.           Sin       EITibargc],       el

ari±].isis   de   la   I.c3c:alizac:idn   5ugier.cJ   qi`E   Eri   tE.dc3E.1c:i5      grupc]E.

hat..TiGi5   C!e   uns   ITiol±C:ula   I:{].anco      de      log      aritic:uerF<c:i5.          F'EtrEi.

F.r-Et=iE.ar   a.5+.a   arlali5i5   E5   r-fE?EE5aric:.7    a.dErrf±.E.   de   dEtErfriinar    la

lc3Lali.Tacich      riiE.tc]1dgic:a.      en      err!E.rit3neE.      i,+.      En         difE.rEntE¥

tEjidc3€.,    I:`3rictcei.-ya   Sea    la   cc.nTfF.I.Sic:ic:{rl   I.ctliF!Ept.Idica   dg      log

EiriticjEric}E.   Fjclr    irHTiunrjprEc=iF.iit:ac:idri    a   el    F.EE.I(   fric:.1E[L`lar    de    lc:.€.

PC<liFiEFtticlc]E,      inmunc=trrEac:tivc.E.      iTiEC]ian+.a         trtl=n5{erencia         a

riitrt3`=E3.uloE.a.       E5tc.a..   e.,`{perirrientc}5      harl       sic}c3      dif±cilE5      de

realizar    pc3r-lc3S   prc]blE{rialE.      quE      F<re35Eritari       lc3=.       a.r-itic:ueri]c}5

rr!onc:ic:long..leg   cuanc!o   EE   eE.ti`dian   Pc3r      eE.tag      t6criic:a.E.       {vEa5e

Fei:,=i  '     198=::,-
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I.    Hemc.5   prc]ducidc3      61       antic:utfrpc:.`=      ITirjric3clc}rialEE„       48      d€-      lrjs

[L`aleE,   rEcc}ric3cen,       rriEdiEtnte      inmunc}fluc3rEEc:Enc:iB      indirec:ta,

antlgE.nc35      dE      5upErfic:iE      I:Elular         c:c}munEIE.         a         Embrir!nEs

preirriplaritacic3naleE.   y   a   celulag,   de   tEratoc:arciricima.

=.    E`=tc3E.   arttic=uer{:tc}5   nrionc3clc3ria].e5   5e   h€-*n    agri.`Ftac3.I   En   8      cla5i£F„

dE   aci`E.i'-c]c.   a   lEi   lc:.c::ali*T:ac:it:.r.   c!c~l    antlgenc.   En   I.ocitc.5,    eri    lc)5

•tejida5   del    bla!5tc}i=i5to   dE   ratdri   imp].aritado   I.rf      I+I±rt..}      y      c3ri

tEratc;carciiirlma.      DE   lag  8   cla5g`=,   2  rEFlrE5gntan     `=atEgclrla5

pc35iblE5   perc.   nc3   hEITlc35   ob5Er-`/adc3   ailticuerpcJ5   quE   tengari   e5a5

prt3pieclade5.        La     agritpaci£.ri     dE     log     anti[uErpc35     en     lag

re5tantE5  6  [la5E5   5ugiere   ql`e   heffioE.  detectado   pc3r   lo     menc3s

6   ar!tlgerlc{s  difErentEEi.

=`.    La      di5t.rib.ilcic:.rl      e5pac:ial       y      tErripc3ral      dE      log         ant]'.gEr!c}s

rec=orit3cic]c:tE.   Fior    lc3E.   arlticuerpc}5   fr!c3nc3c:lc3rlale5   er.    Embric3rieE.      y

tejidc!5   di{er.griciadci5   5llgierEn      qLtE     9     ariticue!rpB5     pc.drlarl

5Er`/ir      cc3fric3        marcadore5         dEl          liriaje         c]EJ         lag.         cElulaE:`

trc3fciblaE.tic:+EtE.    I:Eri`{3ct    'IIn     y    qL`€.14    c]E   e'13.c35   FicldrI€.ir-I       5er.vir

ct3fric3   marcadc:trEE   c]E1    1inaje   dE   lag.   cc5lula5   dcJ   la   ITlaEa   cElii.].ar

in.terria    i:Grupc:.   lJI:J.
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que         rec=c3nciz can
aritlgenc]s   quE   apE`rEzccln   cli`rante   la   5egmEritac:idn   y   qi`e      li`Egc:{

diirantE   la   implantacidn   5E   e>:F}rE5En   en   El   trc]fc3blast.07   tE\ntB

En   nue5trc!   trabajo   cc}nTic.   en   lc}5   de   Otrc35   aLitc3re5..,    y   par      c3tr.a

par.te,    la   i.1.re5enc:ia   de   9   antic:uer.Pc}5   ql`E.   rEc:cJr-ic}c:E.n   tl:ntlgenc]5

E>:PrEsac]c3s   erf   El    c]c]c:i.to   `/   C]L{E   llleg€   5egregarf   al    tr.c]fc3bla5tc3,

sL`giere   qua.      1a      clEtEr.minac:ic5n      dEl       trc}fc3blE`E:`tQ      5Ei      iriiciEi

durarite      la      oc3(j€ne5i5      `,/         F!rc:.Cec]e         pcjr         5egrEgE`cic:.ri         c!E.

cc3rriF}c]r-ier.!tcJ5   r..Etcia    la   pEi.~ifEria   del    Erri[<ric5ri.

5.   hiirigiino   dE   lc{s   antici`erpc.s   fnc3ric]c:lc}nale5     iriterf iere     can     el

c!Esarrcillc;   hEaEta   el    e5tadc.`   dE   blaE.toc:iE.to      iffi[-tlant.ac!cl,      F.Ere.

ITIE¥c:lE`E.      dE      E5toE      afEc=tan       la       a9rEgac:idri      dE      c=t]lLilaE:`      dE

tEr-atc][arc=irfc}fria   I.n    L;I.±rw   ci.`arldB   fe      agrEgari      al       mc3rrfEritQ      dE
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