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RESUNMERN

Durante el decsarrollo preimplantacional de mami{feros, ocwre
un proceso de diferenciacion celular y morfogénesis que
culmina con la formacion del blastocisto, en el cual se
distinguen dos tejidos: 1la masa celular interna, que dard
origen al embridn, v el trofoblasto, gque dard origen & parte
de los anexos embrionarios. Se supone que en este proceso
participan moleculas de la superficie celular que no se
expresan en otros estados de desarrcllec v pueden consi-—
derarse, por lo tanto, antigencs de diferenciacidén. En  su
bisqueda hemos utilizado la metcdologia de anticuerpos
moncclonales porgue permite anslizar separadamente los
componentes de una mezcla de antigenocs. Los inmundgencs
fueron mdrulas de ratén de 8 células v  teratocarcinoma de
raton, de la linea F9. Las células F9 presentan diversas
propiedades comunes con los embricones v pueden reemplazarlos
en procedimientos inmunclégicos vy Ficquimicos, cuando se

requiere mayvores cantidades de material.

Linfocitos esplénicos provenientes de ratas inmunizadas con
mrulas de 8 células o con células F9 se fusionaron con c&—
lulas de la linea mieloide NSO/2 de ratén. Los hibridomas
secretores de anticuerpos fueron seleccionados por irmuno-

fluorescencia indirecta en celulas Fe +ijadas =1y]
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formaldehido. Luego, por igual método, se estudid 1a
reactividad de los anticuerpos producidos por los hibridomas
con la superficie celular de ococitos y embriones de

distintos estados.

Obtuvimos &1 anticuerpos moncclonales que intentamos
clasificar en 8 grupos, posibles segun su reactividad con
cocitos v la masa o trofoblasto de blastocistos implantados
In vitro. El Grupo I comprende 17 aoncclonalecs gue
reconocen antigenos expresados en el ococitoc vy gue también se
expresan mas tarde en la masa celular v en el trofoblasto de
blastocistos implantados In vitro. El Grupo I1
corresponderia a moncclonales gue reconoccen antigenos en el
cocito vy luego s6lc en la masa celular, perc no hemos
encontrado anticuerpos con dichas propiedades. El Grupo 111
comprende 9 monoclonales que reconccen antigence en el
oocito vy luego e6loc en el trofoblastc. El Grupo IV
comprende 4 monoclonales que reconocen -antigenos presentes
en el oocito vy que desaparecen en estados m&s avanzados. El
Grupo YV comprende 4 monoclonales gue reconoccen antigencs
cuya expresion se inicia durante el estadco de segmentacion Y
gue se reconocen tante en la masa celular como en el
trofoblasto. El Grupo VI comprende 14 monoclonales que
también reconccen antigenos desde el estadco de segmentacion
peroc gue mas tarde solo se reconocen en la masa celular. A1
Grupo VI corresponderian lose monoclonales gque reconocen

antigenos desde el estado de segmentacion v gue m&s tarde
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solo se reconoccen en el trofoblasto, pero no hemos

encontradao anticuerpos con dichas propiedades. Finalmente,
el Grupc VIII comprende 13 monoclonales que reconocen

antigencs de celulas F9? peroc no antigencs que se expresen en

ococitos y embriones preimplantacionales.

Estudiamos el etecto de cada uno de los anticuerpos
monocclonales sobre el desarrcllo preimplantacicnal v la
implantacion in vitre de embriones de raton, comprobando que
en las condiciones ensayadas no se modifica la morfogénesis
rni la diferenciacidn celular. Sin embargo, mezclas
definidas de estos monoclonales inhiben la extensidn  de
celulas F9 i1n vitro, dependiendo de la edad del cultivo.
Ecste efecto sobre la adhesidn celular no lo hemos estudiado

aun en células embrionarias.

Iniciamos estudios con el fin de caracterizar los antigerncs
reconocidos por nuestros anticuerpos  monoclonalecs. Se
analizd mediante un métado de ELISA la unidn de los monoclo-—
nales con la fosfatasa alcalina (FAL) extralida por  tritdén
X—-100 de celulas F?, encontréandose que 16 anticuerpos de 4
agrupos distintos se unen a la enzima en forma directa o  in-
directa, sugiriendo la presencia de mas de una forma de FAL
durante esta etapa del desarrollao. Estas observaciones tie-
nern especial interés porque dicha enzime presentaria propie-
dades de antigeno de diferenciacidn v ademds dwante el de-
garrollo preimplantacional su actividad se reconcce regiona-
lizada en la membrana basclateral de los blastémercs, desde

xviil




el estado de 4 células en adelante {(Izquierdo e#? al., 1980).

En conclusidn, hemos obtenido 48 anticuerpos monocclonales
que reconocen, por inmunofluorescencia indirecta, antigenos
de superficie que son comunes & embriones preimplan—
tacionales y & cé&lulas F9. La clasificacién de estos
monoclonales en & Grupos, de acuerde con su  distribucion
temporal y espacial, sugiere que reconccen por lo menos 5
moléculas antigénicas distintas, una o varias de las cuales
podrian corresponder a fosfatasa alcalina. La distribucion
de lo= antigenos revela que disponemos de marcadores de
linaje de celulas trofobléasticas (Brupo III) Yy marcadares de
linaje de la masa celular interna (Grupo VI). For dltimo,
la presencia de numeroscs anticuerpos en el Grupo 111 v la
ausencia de anticuerpos moncclonales gue puedan clacificarse
en el Grupoc VII sugiere que la determinacién del trofoblasto
se iniciaria durante la cogénesis y procederia por segre-—

gacion de componentes hacia la periferia del embrion.




ABSTRACT

in mammals cell differentiation and morphogenesis oocur
duwring preimplantation, culminating with the formation of
the blastocyst in which two tisgues may be distinguished:
the inner cell mass that will give rise to the embrvo and
the trophoblast that will originate part of the embryonary
aKrneres. It is assumed thalt molecules of the cell surface
which are not enpressed in other developmental stages would
be involved in this processe; they can  therefore be con—
sidered differentiation antigens. In search for these mole—
cules we have used here the methodology of monoclonal anti-
kodies because it allows to analyse separately the compo-
nents of & mixxtwe of antigens. Immunogens used were 8-cell
mouse morulae and mouse teratocarcinoma of the F9 cell line.
These cells share several properties with the embryos and
may replace early embryos in immunoleogical and biochemical

procedures, when large amounts of material are required.

Splenic lymphocytes from rate immunized either with 8-cell
morulae or with F? cells, were fused with cells of the NsSQ/2
mielcid mouse line. Antibody—secreting hybridomas were
selected by indirect immunofiuvorescence in F9 celle fixed
with formaldehyde. The same method was used to study
reactivity of antibodies produced by  the hybe-idomas in

cocytes and embryos, at different stages.
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We obtained 61 monoclonal antibodies which we clasified in 8
groups according to their reactivity with the cell swface
of oocytes or with the cell surface of the inner mass or
trophoblast of blastocyste implanted in vitro. Group I
includes 17 monoclonale that recognize antigens expressed in
the cocyte, and later, in the cell mass and the +tropheblast
of blastocyste implanted in vitro. Group I1 should include
moncclonales  that recognize antigens in the oocyte and
thereatter only in the cell mass, however, antibodies of
this kind were not found. Group II1 includes 9 monoclonals
that recognize antigens in the occyte and afterwards enly in
the trophoblast. Group IV includes 4 monoclonals  that
recognize antigens in the oocyte which dizappear at later
stages. Group V includes 4 monoclonals that recognize
antigens whose eNpression is initiated during the
segmentation stage and that are later recognized both in the
cell mass and in the trophoblast. Group VI includes 14
moncclonals that recognize antigens since the segmentation
stage but thereatter are only found in the cell mase. Group
VII should include monoclonals that recognize antigens since
the segmentation stage and thereafter are only found in  the
trophoblast, however, such antibodies were not detected.
Group YII1 includes 13 monocclonals that recognize antigens
of F% celle but not antigens expressed in  cocvies and

preimplantation embryos.
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We studied the effect of each o©of the monoclonals on
preimplantation development and in vitro implantation of
mouse embiryos. We verified that, under the conditions
studied, neither morphogenesis nor cell differentiation were
altered. However, defined mixtwes of these moncclonals
inhibited the esxtension of F9? cells in vitro, depending on
their cultwe age. We have not vet studied this effect on

adhesion of embrvonic cells.

We alsec performed studies in order to cheracterize the
antigens recognized by our monoclonal antibodies. e
examined by ELISA the binding of moncclonals with alkaline
phosphatase {ALF) extracted by Triton X-100 from F9 cells;
it was found that 16 antibodies of 4 different groups bind
to the enzyme either directly or indirectly, suggesting the
presence of more than one form of ALF, at this stage of
development. These chservations are of interest because
thie enzyme has the properties of a differentiation antigen
and also because during preimplantation develapment, from
the 4-cell stage ocrwards, its activity is restricted to  the

contact zones between blastomeres {(Izquierdc e¢ al., 198M0.

In conclusion, we have obtained 48 monoclonal antibodies
that recognize, through indirect immunoflucrescence, surface
antigens shared by preimplantational embrycs and F% celles.
The classification of these monoclonals in 5 groups,
accarding  to their temporal and spatial dietributicon,

suggests that they reccgnized at least 5  antigenic mole-
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cules, some of which may correspond to  ALF. Thie antigen
distribution reveals that we have obtained lineage markers
for trophoblastic cells (Group I11) and for inner cell masse
(Group VI). Finally, the presence of a number of antibodies
in Group 111 and the absence of monoclonal antibodies that
could be classified in Group VII suggests that the
traophoblast  determination might be initiated during
cogenecsic and proceed by segregation of components  towards

the embyvo periphery.
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INTRODUCCIOGN

El desarrolleo inicial de los mamiferos, entre la fecundacidén
y la implantacidn en el endometric, culmina con la formacion
de un blastocisto en gue <se distinguen 1os dos primeros
tejidos: la masa celular interna que dard origen al embridn
y el trofoblasto que dar&d origen a parte de 1los anexos
embrionarios. En este pericodo del desarrcllo se plantea el
problema de como explicar ia diferenciacidn celular
cbservada en un blastocisto gue se desarrolla a partir de un
huevo fecundado donde no se distinguen regiones citoplasma-
ticas y cuya segmentacidn genera células constituidas por
citoplasmas semejantes que rodean nlcleos supuestamente

iguales.

Durante ests etapa se observa expresion genica diferencial.
(Van Blerkom vy Manes 19773 Howlett v Bolton, 198a5) ,
multiplicacidn celular, regionalizacién de la membhrana
plasmatica (Izquierdo, 1986: Handyside e# al., 1287) .,
cambios de adhesividad (Hyafil e# al., 19803 Yoshida v
Takeichi, 198Z; Peyriera et al., 1983; Yoshida-Noro e# al.,
1784) ;, establecimiento de uniones especializadas {lzguierdo,
1986; Lee et al., 1987), cambios en 1la organizaciagn del

citoesqueleto {(Ducibella et al., 19773 Lehtonen y Radlevy,

1980; Johnson v Marc, 1984: Damjancv et al., 19846 b)), muerte




celular y otros procescs menos estudiados. También ocurren
eventos supracelulares gue tienen especial significade por
su caracter morfogenético, comoc 1la compactacidn vy la
formacidn del blastocisto. Ademas, se manifiestan
propiedades caracteristicas de los embriones iniciales, como
es la regulacidn gue se pone en evidencia cuando los
embriones pertuwbados experimentalmente - aislando,
destruvendo o fusionando blastdmercs — normalizan su  desa-—

rrollo {Izquierdo, 1986).

For la generalidad de estos procesos vy porque la descripcion
de esta etapa en diferentes especies de mami feros,
incluyendo la especie humana, revela grandes semejanzas, el
desarrollo inicial de los mamiferocs, y en especial del
raton, ha sido un modelo ampliamente utilizado para elucidar
algunos mecanismos invpolucradeos en la diferenciacidn celular

v la morfogénesis.

En esta tesis, nuestro proposite ha siéo identificar vy
analizar el papel gue desempefnan durante el desarrocllo
inicial del raton, algunos antigencs gue se expresan en  la
superficie celular del embridn. Aun no se han descrito
antigenos de superficie gue sean especificos de algun estado
del decsarrcllo preimplantacional v gue permitan establecer
en la morula €l linaje masa celular interna—-trofoblastc. La
literatura disponible muestra gue durante esta etapa se

expresan moleculas que padrian ser caracteristicas aungue no

evclusivas de ceélulas embrionarias, comoc es el casc de
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algunos antigenos, llamados de diferenciacioén, que también
se expresan en celulas tumorales como los teratocarcinomas
(Graham, 1977; Martin, 1980; Rossant y Fapaicannou, 1984); vy
la miema literatura sugiere la existencia de antigenos de
superficie cuya expresidon ecstaria ascociada s6lo a este
perliado del desarroclleo, como es el caso de algunos antigenos
coditicades por el complejo T del ratdn {Rennett, 1975
Silwver, 1988) . 8in embargo, el concepto antigeno de
diferenciacion es ambiguoc vy admite distintas interpre-

taciones, como se analizard mas adelante.

La hipotesie general de este trabajoc puede resumirse como

sigue:

1. Durante el desarrcllo inicial de leos mamiferos se
expresarian moléculas de superficie especificas de estado

o de tipo celular.

<. Algunas de estas moléculas ectarian necesariamente

comprometidas en la diferenciacién del blastocisto.




DESCRIPCIDN DEL DESARROLLO PREIMPLANTACIONAL DE MAMIFEROS.

El desarrocllo preimplantacional de mamiferos occwre in vivoe
durante el transito del huevo fecundado por el oviducto vy
finaliza con la implantacion del embridon en el endometrio
del dGtero. En el ratdn es posible reproducir este periodo
del desarrecllo mediante cultivos 1in vitreo, 1o cual ha
permitidc su andlisis experimental {véase Hogan et al.,
1984). L& Figura 1| muestrs un esquema de las principales
etapas de este pericdo, gque duwra entre tres y cinco dias en

la mavoria de las especies estudiadas.

El huevo, radeado por la zona peltcida, =& divide en dos
blastomeros, aprodimadamente veinticuatre horas después de
la fecundacidn, lusgo cada blastdmero continda dividiéndose
cada diez a& doce horas, pero asincronicamente (Graham v
Deussen, 1978). En esta etapa, denominads segmentacidn, hay
una intensa actividad génica, gque s& manifiesta tempra-
namente después de la fecundacion y se caracteriza por  una
rapida sustitucion de la informacion codificada en el mRNA
materno del oocito, por la propia del embridn {(West v
Green, 1783). Durante el primer ciclo celular del embridn
se produce una degradacidn ecspeciftica de mRHNA maternos
almacenados dwante la oocgénesise (Clegg y FPicao, 19835;
Giebelhaus et &al., 1983); también =€ producen cambics en el
catron de proteinas los cuales son el resultade de una
activacidn diferencial de mRNA, de modificaciones en 1la

velocidad de recambic de algunas proteinas v también modifi-
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caciones post-transcripcionales (Yan Rlerkom, 1981; Cascioc vy
Wassarman, 1982). El conjunto de estos cambios pone de
manifiesto el programa genetico dependiente de la oogénesis
y el programa genetice dependiente de 1a fecundaci én
{Howlett v Holton, 1983). Pruebs directa de la actividad
temprana del genomic embrionaric se obtiene por experimentos
en que se han cultivado embriones erns presencia de
inhibidores de la transcripocidn como o(—amanitina, la cual
produce una detencidn del desarrollo (Braude, 1979) vy por el
uso de mutantes del locus T gue se manifiestan precozmente,
los cuales en condicidn homocigota tambieén detienen el

desarrollo {(Magnuson, 1983).

Desde el estado de cuatroc ceélulas en embriones de ratén vya
sea desarrcllados In situ o In vitro, y también en embriones
de rata v de hamster in situ, es posible reconccer mediante
tecnicas citoquimicas la distribucién regicnalizada de
algunas proteinas de la membrana plasmatica comc focfatasa
alcalina v B'-nuclectidasa {Izqguierdo et al., 19803
Izquierdo y Ebensperger, 19825 lois e Izrquierdo, 1984). Asi
puede distinguirse en los blastomeros la regidn en  contacto
de la region expuesta al medio. Esta regionalizacion de la
membir-ana  también se puede oabservar usando lectinas v
analogos de lipidos {Handyside et al, 19873. La distri-
bucidn en el espacic de estos componentes muestra que
durante el comienzo del desarrollca, aungue no hava

diferencias entre células puestoc que son morfogenéticamente




equivalentes {totipotentes), hay un orden espacial que se
reconoce por diferencias entre las partes de las células
{Johnson et al., 1986) (veéase Figura 2Z). Este fendmenoc, que
se ha denominado regionalizacion o especificacisén regional,
puede observarse durante el desarrollo inicial de diversas
clases animales vy referirse tanto a partes celulares como a

partes del embridn {Slack, 1983).

Diferencias en el orden espacial de lps componentes
celulares también se pueden demostrar tempranamente, desde
el estado de dos celulas, observando la distribucidn de
algunos elementos del citoesqueleto de los blastomerocs como
miocsina {(Scbel, 1983 &, b) vy espectrina {(Sobel vy Alliegro,
19853 Damjanov et al., 1986) . El procesoc de regio—-
nalizacion permite pasar de un estado en gue los componentes
celulares tienen una distribucidn espacial homogénea a un
estado de heterogeneidad espacial, el cual teoricamente ec
requisito para explicar la diferenciacidn celular ohbhservada

en el blastocisto.

fintes de la blastulacion, cuando el embridn tiene s6lo 8
celulas, occurre el procesoc de compactacidn gue es requicsito
para las etapas gue siguen. La compactacién se caracteriza
morfologicamente por una pérdida de la forma ecsférica de los
Blastdmeros v una disminucion dramatica del espacioc
intercelular. En una mdrula no compactada es posible
dietinguir claramente los blastémeros:; una ver ocourrida 1a

compactacion es dificil distinguir los limites celulares con
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el microscopio de luz ¥y la mérula que tenia un contorno
lobulado, adguiere uno esférico (Ducibella y Anderson, 1975;
Ducibella et al., 1977) {veéase Figura 3. Cor la
compactacidn, la regionalizacidon de la membrana plasmatica
se hace evidente y es posible distinguir una zona apical de
una baso-lateral en los blastdmeros. Mediante microscopia
electronica de barrido se observa que las regiones con
escazsas microvellosidades corresponden & 2 las  Sreas en
contacto celular v las con  abundantes microvellosidades =&
las areas expuestas al medic ambiente (Sepulveda et al.,

198%) (véase Figura 2).

Desde el punto de wvista fisiocldgico, uno de los rasgos mas
notables de la compactacidn es el establecimiento de las
primeras uniones celulares.” Estas son de tipo gap junction,
reconccidas por la ultraestructura tipica que presentan  al
microscopio electronico {(Ducibells y Anderson, 197%) v  por
el acoplamiento idnico que demuestran loe estudios electro—
ficsiologicos: ademéds se ha reconccido la existencia de gap
Jjunciions por el paso de péptidos fluorescentes entre los
Elastdmeros (Lo y Gilula, 1979:; Mclachlin et al., 1983;
Goodall v Johrnson, 19843 Lee et al, 1987). A1 analizar 1la
compactacion desde un punto de vista bicquimico, se observa
gue estd precedida por uria gintesis importante de
mensajercs, 1o que se traduce posteriormente en  cambios
significativos en el perfil electroferdético de proteinas con

respecto

14

los estadeos previos de desarrocllo {(Yan Blerbkom ¥

Manes, 1977).



FIGURA 3

COMFACTACION DEL EMERION DE RATORN

a) Mdrulas ne compactadas v compactadas itlechal.

(RS

Microscopia de contracste de fase. Lona pelucida (ZF).
b) Mdrula no compactada {izquierda) vy marula compactadsa

(derecthal. Se observa un cambio de la forma celul ar v ola

disminucidn del espacic  interblastomérico. Microscopia
Electrdnica de Earrido. Fotagratia =in publicar de

Soledad Sepdl veda.
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Durante la compactacidén se producen cambios en la adhe-
sividad de los blastdmeros gue corresponden a la expresidn
de algunas glicoproteinas cuya funcidén depende de la
presencia de Ca*® en el medic (Hyafil et al., 1981;
Shirayoshi et al., 198%3). En esta etapa no se sintetiza
propiamente una matriz extracelular tipica compuesta de
tibronectina o algun tipo de colégenc (Leivo et al., 1980;
Leivo, 1983, perc e ha observado la presencia de laminmimea,
heparan—sulfato v niddgeno {(Driadek v Timpl, 198%; Dziadelk
etal., 1983). Aunque histoguimicamente se ha demostrado
laminina entre las células (Wu et al., 198%), el anticsuero
caontra esa proteina no inhibe ni revierte la compactaci dn
iHogan et al., 1986). Mée adelante se describirdn con mayor
detalle algunas moléculas presentes en la superficie

celular, las gue han sido funcionalmente involucradas en 1a

compactacidn.

Durante la compectacién se cbhbserva también una polariracidn
de loe componentes celulares internose reconocida por 1la
posician basal del nuclec desde donde se  orderan hacia 1a
periferia columnas radiales de organelos. Este fendmenc o
ez tan evidente en el ratdn, perc es claramente vieihle en

el embridn de rata, véase Figura 2 (Lois e Izquierdo, 1984).

Johneon et al., (1981) han propuesto que la polarizacidn de
los blastomercs en esta etapa podria dar cuenta del
establecimiento de los dos linajes celularec que se

reconocen por primera ver en el blastocisto, suponiendo CrAEs

I
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las divigiones celulares son paralelas a la superficie de la

morula compactada, lo que generaria células internas vy

externas. Los cambios descritos son dependientes del
citoesqueleto, puestc que los agentes gue alteran la
estabilidad de microtidbulos y microfilamentos producen

alteraciones en la compactacion {(Ducikella et al., 1977;

Fratt et al., 1982; Izquierdo et al., 1984).

Cince & seise haras antes de la formacidn del blastocisto las
regiones apicales de los blastdmeros externcs de la mérula
avanzada se sellan entre =i mediante complejos de unidn, que
comprenden tight juncitions {lzquierdo et al., 19743 Magnuson
et al., 1977) v desmosomas, los cuales tienen asociados
manojos de filamentos intermedios {(Jackson et al., 1981).
Con el sellamiento entre los blastdémeros periféricos, el
embrisn gueda impermeable &l medic externoc y ya no  penetran
al interior trazadores como el lantanc {lzguierdc e¢ al.,
1976). Luego aparece &l blastocele, una cavidad que se
llena por el vaciamiento de liguido acumulade en el
citoplasma de los blastdmeros y tambieén por el transporte
sctivo de metabolitos hacia el interior {Henaos vy Higgeres,

1gg1y. El blastocisto de ratdn se forma normalmente cuando |

19773 Fernander e Izguierdo, 128407 . Sin embargc, s& ha
demostrado experimentalmente que su formacidn no depende del
nimerce de células ni del numero de ticlos celul ares

(Fernandez e Izgquierdo, 19803 Izquierdo y Recker, 1982).

el embridn tiene entre 24 vy 30 células  {(Smith v Mol aren,
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Comoc consecuencia de la multiplicacidn celular v del
sellamiento, los blastdmeros centrales de la mérula quedan
en un microambiente diterente del medio externo, al cual
s0lo  estan  expuestos los  blastdmercse periféricos. L&
diferencia de microambiente o la sola diferencia de posicidén
de los blastdmerces en la mérula se han invocado como causa

de la diferenciacidn de las células internas hacia masa

celular v de las células externas hacia trofoblasto. Este
modelo., que se ha denominado "adentro - afuera", fue for -
mulado primeramente por Tarkowski v Wréabhlewsca (19267 . k1

trofoblasto resultante es el primer tejidoc determinmado del
embridn puesto que al atslarlo mediante microcirugia del
blastocisto, no es capaz de regenerar masa celular en tantao,
que la masa celular aislada mediante inmunccirugia es capacz
de regenerar trofoblasto tanto Iin vitra como  In sIitu
(Gardner., 1972; Sclter vy krowles, 1979:; Hogan v Tilly,

1978&0 .

Una explicacion de la diferenciacidn celular que ocurre en
el blastocisto., basada exclusivamente en la posicidén de 1lac
celulas en la mérula avanzada, es una explicacidn -  a
nuestro parecer — incompleta, porgue no propone un mecanismo
que expligque como las células reconccen su  posician  en el
conjunta. Izguierdo v colaboradores (1977, 1980, 198&) Fan
propuesto gue la regionalizacion de la membrana plasméatica

oy efecto de contacta celular seria el mecanismo que

informa a los blastdmercs sobre su posicidn en el embridn.
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Al quinto dia de desarrcllo, el blastocisto contiene aproxi-~
madamente &4 células y la cavidad blastocélica se encuentra
expandida. En este pericdo el blastocisto emerge de la zona
pelucida a traveés de una abertura en la zona, producida  por
accion de una proteasa, con  propiedades similares &
tripsina, sintetizada por células del trofoblasto mural
iFerona y Wassarman, 1988) y, ademds, por la eXxpansidn vy
contraccion del blastocisto (Wassarman et al., 1984). Desde
este momento el blastociste toma contacte intime con el
epitelic que reviste el endometrio, etapa denominada
implantacidn. Esta etapa también puede ser repraducida  in
vitro (Fermandez & Izguierdo, 1983), lo cual ha permitideo
analizar algunos eventos caracteristicos de este periodo,
especialmente los relacionados con la diferenciacién e
invasividad del trofoblastoc {(Glass e+ al., 1983) . Las
celulas trofoblasticas que estan méas cerca de la masa
celular interna proliferan rapidamente manteniéndo AN
diploidia mientras gue las células del trofoblasto mural o
que rodean la cavidad blastocélica, perc que no estan en
contactc con la masa celular, cesan de dividirese haciéndose

mas grandes v poliploides y pueden contener hasta 1000 veces

maz la cantidad haploide de DNA (Ilgren, 1981).
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LAS CELULAS DE TERATOCARCINOMA COMO MODELO PARA ESTUDIAR EL

DESARROLLDO PREIMPLANTACIONAL

La principal limitacion de los embriones iniciales de mami-—
feros como modelo para analizar diferenciacién celular vy
morfogenesis es U escaser, que sélo se remedia parcialmente
utilizando el método de superovulacidsn (Gates, 1971). Las
celulas de teratocarcinoma, que se cultivan en arandes
cantidades, pueden reemplarzar a los embricnes iniciales en
diversos procedimientes de laboratoric. Su usc ha permitido
obtener agran parte de la informacidn sobre algunos
antigenos caracteristicos de etapacs iniciales del

desarrallo del ratdn.

Los teratocarcinomsse son  tumores maligrios que tienen su

origen en las celulas germinales del ovarioc v del testiculc

y en embriones temprancs {(Stevens, 19270). Se caracterizan
por la presencia de  un tipo de celulas troncal es
indiferenciadas - denominadas carcinoma embricnaric - 4

ademas por contener numerascs tipos celulares diferenciados
que normalmente se originan en une o mas hojas germinal es

tMartin, 1980).

lLos teratocarcinomas tienen varias propiedades en comin con
las celulas embrionarias, entre las cuales =se destaca, en
primer- lugar, su  capacidad de integrarse al embridn  en

desarrcllo al eser implantadas en la masa celular interna  de
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un blastocisto: asi llegan a normalizarse y tormar parte de
todos los tejidos del embridn, incluyendo la linea germinal,
y hasta originar una progenie normal (Brinster, 1974;
Fapaioannouw et al., 1978: Hanocaka et al., 198%). En segundo
lugar, las células de teratocarcinoma presentan  algunas
especiticidades antigénicas de la superficie celular que
tambien se expresan en las primeras etapas del desarrocllo de
mamiferos (Artr et al., 1973 kemler et al., 1977 . En
tercer lugar, cuando a estas células se les impide la  ad-
hesidn al sustrato v se dejan en sUuspensi1cn  en  condiciones
apropladas de cultivo, se organizan de una manera similar &
lao que occurre en la embriogénesie (cuerpos  embriocides) quies
comprenden una masa de células internas, analogas & la masa
celular de un blastocisto de 5 dias, cseparadas por una
matriz extracelular de las células externas, de tipo

endodermal {(Leivo, 1983,

Finalmente, aungue locs embricnes de mamifercs no reaccilonen
& 1gual forma, ec importante destacar que es posible
inducir la diferenciacidn de células de teratacarcinoma
hacia derivados de las 3 hoijias germinales, mediante la
adicion al medic de cultive de ciertos factores comc acido
retinoico y chAMF (Strickland v Mahdavi, 1578: Kuff v Fewsl ,

19&0) .
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COMFPOSICION DE LA SUPERFICIE CELULAR DEL EMBRION

PREIMPLANTACIONAL

Mo ee ha demostrado la presencia de moléculas de superficie
que sean exclusivas del embridn v gque estén funcionalmente
comprometidas ern alguna etapa del desarrollo
preimplantacional, in embargo, la informacidn resumida a

continuaclion suglere su existencia.

De los trabajos realiradeos con el propoésito de caracterizar
los componentes de la superficie de las células embrionarias
- mediante extracciones diferenciales, encsayos enzimaticos,
etectos de lectimas e inhibidores de glicosilacidn de
proteinas — puede concluirse que la gram mayoria sino  todas
las moleculas descritas son glicoproteinas o glicolipidos

(Webb, 1983).

Los primeros estudios se hicieron marcando glicoproteinas
con glucosaminag radicactiva agregada &l medioc de cultive de
embriones en diferentes estados de segmentacidn. fed e
democstrado gue antes de la formacidn de blastocisto ocurren
cambios eignificativos en la e)xpresidn y  eintesis de

glicoproteinas (Finsker y Mintz, 1972).

Numerosos trabajocs en gue se han utilizado lectinas para
estudiar la aglutinabilidad v la distribucidn de algunas
glicoproteinas scbre embriones preimplantacicnales de ratdn,

sugleren que no hay camblos significativos en la unidn  de




lectinags previo a la compactacion (Yanagimachi vy Micolson,
19753 Rowinski et al., 19763 Magnuson vy Stackpole, 1978).
Sin embargo, durante la compactacion se producen cambios en
la aglutinacidn de proteinas de 1a superficie mediante
concanavalina A (Con-RA), que tiene afinidad por manosa v
glucosa (Rector y Granholm, 1978) vy también cambios en 1a
distribucidn de Con-A v de aglutinina de mani {(FN&Y ,  que
tiene afinidad por galactosa, los cuales son reflejo de la
polarizacidn de las células durante esta etapa {(Handyeide,

1780 .

La participacidn de glicoproteinas durante este periodo
inicial del desarrocllo, también encuentra apoyo en estudios
sobre el efecto de tunicamicina. Embriones de dos celulas,
tratados con dosis de este antibidtico, gue inhibke 1a
glicosilacitn de los residucs asparagina de laz glico-
proteinas, muestra que la seagmentacicn continla, mientras
gue la compactacion e interrumpe de manera irreversible
{Burani, 1979; Atienza-Samols et al., 1980: Webk v Duksin,
1981). Analizando con precursores marcados  la fraccidn
glucidica de ias glicoproteinas en geles de
poliacrilamida—808 (Dodecil sulfato sodice), s=se ha podido
correlacionar este efecto con una inhibicion de l1a
incorporacidn de gluccsamina v mancsa, Yy tembién con una
disminucidn de la unién de Con— v P& & loz embriocnes.  Por
su parte, Suwrani et al. 11981)  demostraron la presencia,

mediante marcacion con 1129 g inmunoprecipitacidn, de dos

19
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glicoproteinas con pesos moleculares de 68 y 165 kD cuyea
sintesice es afectada por tunicamicina y estan funcionalmente
involucradas en la compactacién de los embriones. El
microensayo de diferentes glicosiltransferasas, en dife-
rentes estados de desarrocllo preimplantacional , muestra que
sus actividades disminuyen durante la fecundacidén y aumentan
notsblemente en el estado de blastocisto, cuando las
interacciones celulares alcanzan su nivel maximo (Armant et

al., 198&).

Se ha identificado un cligosac&rido que parece ser exclu=sivo
de tejidos embrionarios indiferenciados (Muramatsu e+t al.,
1979). Be trata de un carbohidrato fuccsilado de alto pESo
molecular (10 a 25 kD), denominado embrioglican. En tejidos
adultos es rarc encontrar glicoproteinas que tengan wunidos
carbohidratos de este tamalc v las glicoproteinas que los
contienen, presentan un peso molecul ar que edcede los 100 kD
{Ozawa et al., 1981 & v by Muramateu et al., 1983 . En
embriones de ratén =e encuentran glicoproteinas que
contienen embrioglican en la membransa plasmatica desde el
estado de Z-ceélulas hasta mérula (Muramatsw et al., 1983%;.
Estas glicoproteinas también se reconccen en celulas de
teratocarcinoma mwinas v bumanas indiferenciadas, perc no
se detectan cuando se las induce a diferenciar (Muramatsu v

Muramatsu, 1982%.

Finalmente, conviene destacar un tipo de glicoproteinas con

funcion enzimatica, que se encuentran regionalizadas en 1

in
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membrana plasmatica de los blastémeros desde muy al comienzo
del desarollo. Bu  funcicdn en esta etapa no ha sido
suficientemente definida, probablemente por la limitacidén
que representa en la mayoria de los casos el usc de los
metodos citoguimicos convencionales. Se trata de la
fosfatasa alcalina (Izquierdo y Marticorena, 19733 Ishivams
e Izquierdo, 1977: Izguierdo et al., 1980) Y la
Snuclectidasa (Izqguierdo v Ebensperger, 1982). En esta
tesie hemose considerado especialmente la fosfatasa alcalina
(FALY porgue es una glicoproteina que padria corresponder a
wr antigenc de diferenciacidn caracteristico de esta etapa

del desarrocllo.

Fostatasa alcalina (FalL) {fosfohidrol asa-moncéster—ortofos—
forica, EC 3.1.3.1) es el nombre dadoc & una familia de
isoenzimas gque catalizan la hidrdélisis de écteres fostoricos
organicos & pH alcalino. Fresentan una amplia distribucidén
ern tejidos vy Organcs, siendo especialmente alta su arctividad
en celulas embricnarias iniciales, en células germinal es
primardialés, ern la placenta v también en algunas células
tumorales come las de teratocarcinoma iFishman, 1974}, Son
metalo-enzimas gue en su forma nativa contienen cuatra
adtomos de zinc: dos estan  asociados a 1a actividad
catalitica vy des contribuven a la integridad estructural de
la moleécula. Estan altamente glicosiladas, siendoc Aacido
giglico uwunc de los azticares que =2 han reconocido.

Generalmente tienen una estructura dimerica, en que el peso
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molecul ar de cada subunidad varia entre &4 y 72 kD. La
funcion de FAL se desconoce, sin embargo, su  actividad ha
sido asociada a la formacion de proteinas fibrilares vy
también al pasaje de metabolitos a traves de la membrana

celular {(Burstone, 19&2; Fishman, 19743 Hertz, 1985).

Las diferentes ispenzimas de FAL — la forma placental v de
intestino que corresponden a las  formas especificas de
tejido v la de rifdn, higado y hueso que corresponden a las
formas no especificas de tejidos — pueden distinguirse por
una combinacion de propiedades que incluyen termoes—-
tabilidad, inhibicidn por L—fenilalanina o L-homoarginina
iBerstine et al., 19733 BRenham e¢ al., 1981}, movilidad
electroforética, gradoe de glicosilacidén Y propiedades=s
inmunoldagicas {(Hass et al., 1979y Hertz, 1985 . Ern seres
humanos las diferentes isoformas de FAL ce encuentran
codifticadas por al menos 3 loci geneéticas separados
estructuralmente, los cuales determiman la porcion proteicsa
de las diferentes formas. Un locus codifica para 1la forma
placental , ctro locus — aungue estd en discucién =i zon  dos
- codifica para la forma intestinal {fetal ¥y adultaly v otro
locus codifica para las formas o especifticas que se
exdpresan en el higado, huesc v rifan {Seargeant vy Stinson,
1979 McKenna et al., 1979). También ee ha propuesto la
existencia de 2 & 3 loci genéticos que determinan las
diferentes icofoarmas en el ratén, sin embargo, 1l1a relacidn

entre estos genes v sus  productos no  es clara {(Teraoc v




)

Mintz, 1987). De las i1scenzimas de FAL <se ha estudiado
especialmente la forma placental porque define un antigenc
que se expresa solo en este tejido, codificado por el genoma
del feto v en a&lgunos tejidos tumorales de diverso Ooriger,
motivoe por el cuel se la considera ur tipico ejemploe  de
proteina onco—fetal (Hamilton et al., 1979y MclLaughlin et

al., 1984).

Coma va se ha sefaladoe mds arriba, la fosfatasza alcalina e
detecta durante el desarrcllc preimplantacional desde el

estado de cuatro células en adelante v se localiza en  forma

i

regionalizada en las zonas de contacto de hlastédmercos
adyacentes (lzqguierdo et al., 19805 . Mas  tarde, en el
blastocisto, se encuentra una alta actividad de FAL en 1a
maza celular interna. Mo se sabe a cual leoenzima
corresponde. Se han preparado varics anticuerpos  mono-
clonales cantra la iecenzima de placenta humana (Mol aughlin
et al., 178%), v recientemente se ha clonado el ger: gue
coditica esta torma en ratdn (Terao v Mintz, 1987 pero ialw)
s&  ha estudiado la relacidén entre focfatasa alcalina

placentaria v la o las i1scenzimas del emridn preimplanta-

cional.

Mediante el usn  de  anticuerpos, ae harn caracterizado

numercsos antigencs de la superficie celulsar del embridn

preimplantacional, los cualese han  sido definidos como
antigenos de diferenciacidn. Sin embargo, el terming
antigenc de diterenciacidn weEE habitual mente en
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inmuncloglia es ambiguo porque comprende tanto los antigenos
especificos de estadoc como los antigenos especificos de
tejido. Es necesario distinguir estas categorias para dejiar
en claroc los objetivos de este trabajo vy mas adelante

discutir sus resultados.

Un antigenc que se reconocce durante los procesos de mor foge—
nesis o de diferenciacion celular, pero gue luego no es
reconocido en células diferenciadas terminalmente, es
propiamente un antigeno especifico de estado mientras que un
antigenc reconocide en cierto tipoe celular diferenciado vy
que sirve como marcador para distinguirleo de otro es

propiamente un antigeno especifico de tejido.

El significado que tienen estas distintas categorias para el
analisis del desarrcllo no debe confundirse porgque de hecho
un  antigeno especifice de estadae puede ser a la vET
especitico de tejido. 81 consideramos también como antigeno
especifico de teijido a los gue pueden reconccerse  en tipos
celulares gue no han alcanzads su  diferenciacion terminal ,
entonces debe admitiree una categoria intermedia gue corres—

ponde a los llamados marcadores de linaie celular.

El terminc antigenc de diferenciacidn surgid de estudios en
que se cheervaba la reagregacidn después de separar células
embrionarias de diferentes organismos: eriza de mar
{(Giuwdice, 19623 McClay y Chambers, 1978); esponjas (Moscona,

156813 hongos {(Beug et al., 1970; EBeug et al., 1973aY v en
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celulas neurales de embriones de pollo (Thiery et al., 1977;
Rutishauser y Edelman, 1978) entre otros. Estos trabajos
demuestran que las células embrionarias pueden reconocerse
ern cuantc a histotipo v complementariedad funcional,
asoci andose de manera especifica, proceso que puede ser

inhibido mediante anticuerpos. Esto indica que las células

embrionarias de diferentes tejidos poseen diferentes
antigencs en la superficie celular - o marcadores
molecul ares especificos de tejido - los cuales funcionan

como ligandos intercelulares {Goldschneider y Moscona, 19723
Rabinet y Condamine, 1980). Esta descripcion corresponde  a
lo que se entiende por antigenoc de diferenciacién especifica
de tejido v en este contesxto, la diferenciacién celular se
reflejaria en la aparicidn de un patron cualitativo,
cuantitative v estructwal dnico de moléculas sobhre 1a
superficie celular {(Monod y Jacob, 19613 Goldschneider vy
Moscona, 1972). El mecanismo molecul ar que operaria para
generar este ecstado diferenciado, seria una regul acian
diferencial de la expresion genica en respuesta a sefales
del medio, explicada en parte por la formscion de complejos

estables de transcripcidn Y 4genes establemente reprimidos

{Brown, 1984).

N habria limitacican en las funcicnes que los antigencs de
superficie podrian ejercer, por  eldemplo, ser enzimas de
superfticie, receptores de hormonas, moléculas que desen-

cadenen algun evento de diferenciacidn o morfogenétice como
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ec el caso del antigenoc H-Y, o ser componentes de superticie
involucrados en reconocimiento celular (Rabinet y Condamine,

1980) ,

En este trabeajo el términc antigeno de diferenciacidn =& ha
utilizado en general para designar un conjunto de maolécul as
Cuya expresion es decisiva para la realizacion de un  eventa
morfogenetico, pero sin excluir que la expresidn SeEa
ecspecitica de tejido. Estudics recientes en anfibios son un
buen ejemplo de este concepto. Se ha demostrado, mediante
el analieise de la expresidn de mRNA maternos, que el
desarrcllo procede sin  sintesie de mensaierce hasta el
estado de bléastula avanzada, en el cual aparecen algunos
mENA  propice del embrion. Estos mensajeros  han sido
caracterizados mediante técnicas de biologia molecul ar y se
ha determinadc que estéan codificados por doe familiae de
agenes denominados DG (genes diferencialmente expresados  en
el estado de gastrula). Unos codifican para una familia de
proteinas del citoesgueleto, dos citogueratinas del tipo I vy
una del tipo 11, las que forman unoc  de los componentes
principales de las células epiteliales de la epidermis v
cuyos mRNA e encuentran exclusivamente e scte tejido. Los
atros  genecs cadifican para N A que == localiza
exclusivamente en el endoderma de la gastrula del embri .,
El conjuntoc de estos genes es active =élo durante el

desarrollo previc a la metamorfosics Yo NG se  expresan en

antibics adultos iDawid v Sargent, 19860 . Este hechao
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sugiere que la funcion de los genes DE estd asociada al

proceso de diferenciacién inicial del embrién de anfibio.

En el embrion inicial de mamiferos no se han descrito aun
casos tan evidentemente especificos de estado. Wiley vy
Calarco (1973) utilizando antisueros policlonales producidos
contra blastocistos, después de repetidas  adsorcicnes  con
tejidos de animales adultos, mostraron la presencia de un
grupe de glicoproteinas cuva expresidn  swge durante la
segmentacion vy es5 médxima en el estado de & celulas,
sugiriendo gue estas moléculas correspondian  a antigencs
especificos de estadc. Ademas, s neutralizacidn por los
anticuerpos detiene el desarrolloe. Un resultado similar =e
chservéd con urn  antisuero preparado  contra blastocistos,
demostrindose que el efecto de los anticuerpos schre el
desarrollo podia evitarse tratandc loce embriones (fuly
/Q—N—acetilglucosaminidasa. Lo= antigencs reconccidos por
ezte antisuerc son dos glicoproteinas de peso molecular 65
kD ' 74 kD, las cuales contienen residuos de
MN-acetilglucosamina que estarian comprometidos en sl sitio

de unidn de los= anticuerpos {Johnson v Calarco, 1980a).

fbundante informacicon sobre la composicidn antigénica de 1a
superticie celular v la funcidén de algunas glicoproteinas ce
ha lograde inmunizando ratones singénicos con celulas
irradiadas de una linea nulipotente de teratocarcinoma, la
limea F9. El antisusro cbhtenido presenta actividad

citotdxica contra antigencs de la superficie de células Fo,
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de celulas testiculares ¥ también de embriones
preimplantacionales de ratén (Artz et. al., 1973). Al

cultivar embriones de dos células en un medio que contiene
los anticuerpos divalentes no se observa efectoc perc en 1la
presencia de fragmentos monovalentec Fab, aungue continuva la
segmentaciodn no ocuwrre la compactacion ni la diferenciacidn
del blastocisto. El efecto de los Fab se puede revertir
devolviendo los embriones al mediao normal de cultivo (Kemler
et al, 197&5). Estos resultados sugierern gque el efecto
primaric del suero anti-F9 es impedir la interaccién normal
entre los blastdmercs de la mérula er compactacion.
Estudios mediante inmunoprecipitaciadn para caracterizar el
antigenc F?, muestran que el material antigénico coneiste de
una proteina principal de pesc molecul ar entre 40 yv 43 kD vy
btira menor, con peso molecular de 24 kD. Eestas moléculas
contienen una cadena oligosacarida compuesta de fucosa,

galactosa v glucosamina (Muramatsu et al., 1979).

Los resultados de los trabajos antericrmente mencionados no
Son slempre concluyentes debido a 1la mezcla compleis  de
especificidades de los suercs peliclonales v por lo misme,
el uso de anticuerpos monoclormalecs ha sidoc una herramienta
decisiva. Utilizando como inmunsgenc celul as de
teratocarcinoma, se han logrado caracterizar algunos  anti-
gencs que podrian ser especificos de etapas  tempranasz del
desarrollec embrionario de ratan vy  hombre, El antigenc

B58EA-1 es  una glicoproteins que contiene una cadena
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constituida por Galjﬂ1—481c Nac, similar & 1la cadena que
define el grupo sanguineo I (Gooi et al., 1981). Esta
presente en embriones de ocho células, en los tejidos del
blastocisto (Seclter y Knowles, 1978) y en el ectoderma
embridnico y endoderma vieceral (Fox et al., 1981). Otro
antigeno caracterizado par anticuerpos monoclonal es
corresponde a un glicosfingolipido denominado antigenc de
Forssman, gue se ha denominado SSEA-3, el cual aparece  en
emyriones preisplantacionales desde &1 estade de ococito
hasta blastocisto {(Shevinsky et al., 1982) ¥ o en embriones
peri-implantacionales se localiza s6lo en el endoderma
primitive v wvisceral, peroc no en el parietal iFox et ai.,
1984). A pesar de su considerable ecpecificidad de estado
noc ha podido demostrarse, mediante el efecto inhibitoric de
anticuerpos, la funcion de GSEA-1 ni de SSEA-3 en el
desarrocllo normal ni en células de teratocarcinoma inducidas

& diferenciarse {Rosentraus, 1987%).

Mediante anticuerpos monoclonales se  ha purificadao v

caracterizado una glicoproteina de aproximadamente 140 kD

idenominada uvomorulina por Hyvafil e# al., 19@0;  Pervieras,

et al., 1983; Westveber vy FKemler, 1984; v cadherina por
Yoshida v Takeichi, 1982; Yoshida-Nora, et al., 12845, ague
esta comprometida en las  interacciones célula—~céluls &
teratocarcinomas v en  la compactacion del  embrids. Laos
anticuerpos monoclonales contra wwomarulina, obtenidos por

inmunizacidn dencgénica con células de teratocarcinoma de 1la
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linea F9, tienen una actividad descompactante similar a 1la
obeervada al cultivar embriones en ausencia de Ca+=

{Ducibella v Anderson, 1975). Al realizar digestiones con
tripsina en ausencia de Ca* =, la uvomorulina se rompe

originando un fragmento de 84 kD. Sin embargo, en la
presencia de Ca*=® en el medio, esta molécula ne es afectada

por la accion proteclitica de la tripsina. Se penss que 1la
uvomorulina podria representar un antigenc de diferenciacidn
caracteristico de esta etapa del desarrollo, perc estudics
mas recientes muestran gque también se expreza  en  diversos
tejidos epiteliales embrionariocos vy adultos (Westveber v
Femler, 1984; Roller e? al., 1985%). Estoc significa que
algunocs mecanismos que operan al comienzo del desarrollo —

por ejemplo, cambicos de adhesividad, regiocnalizacidn de 1la

membrrana plasmatics Y cambiocs de organizacion del
citoesgueleto - dependen de moléculas comoc la uvomorulina
que tienen LN vasta distribucidn Y una funcidn

probablemente similar en diferentes estados Yy enn otros
tejidos. 6Bin embargo, no puede descartarse la existencia de
mecanismos de diferenciacion celular vy morfogénesis  gue
operen durante wuna etapa determinada del desarrollc
utilizando moléculas gue no se sintetizaban en etapas mas

tempranas ni volveran a sintetizarse despuss.

La expresidn durante el desarrollo preimplantacional de
algunos antigenos codificados por el locus T del ratorn,

sugiere fuertemente gue algunocs productos génicos normales
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sean especitficos de estado. Los genes de este locue
codifican para una serie de haplotipos en el cromosoma 17
del ratdn, al lado de 1la region que codifica para los
antigencs del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
Algunos alelos codificados por el locus T son letales o
semiletales en condicidn homocigota v tienen efectos
pleiotrépicos sobre la fertilidad, la recombinacion
meidtica, la morfogénesis del embrion, la longitud de 1a
cola, etc. (Silver, 198467 . Mediante electroforesis
bidimensional se han estudiado en células testiculares los
patrones de proteinas expresadas por ratones que tienen
diferentes genotipos T W =1 han identificado nuewve
polipéptidos que definen haplotipos t independientes (5ilver
et al., 1283). Trabajos recientes sugieren que estas
proteinas podrian corresponder a glicosiltransferasas o a
sus enzimas reguladoras  {(Shur vy Bernnett, 1979; Cheng vy
Bennett, 1780) debido & que los genes de este locus afectan
la glicosilacion. Tambieén se ha sugerido gue algunos
productos génicos deieste compleic podrian ser componentes

de la matriz extracelular {Silver v White, 1987,

Tiene especial interéds para esta tesis la condicidn ti2/t12
porque causa la detencidn del desarrclloc en el estado de

morula, aparentemente por un  defecto en la compactaci dn.

Guimeras de emti-iones normalec c o T1Z/812 forman
blastocistos iniciales gue generalmente rc llegan &
expandirse (Mintz, 1964). Se ha postulado que los
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mutantes serian incapaces de asociarse con ctras células.

Estas alteraciones de 1la superficie celular de los embriones

tambieén se han demostrado mediante encsayos de inmuno—

fluorescencia v citotoxicidad (Marticoremna et al., 1978&)

utilizandeo anticuerpos especificos contra celulas

embrrionarias. B8in embargo, otros  autores estiman que la

letalidad se explica por un metaboliemo anormal que aftecta

auvtdnomamente cada célula (Mintz, 19643 Hillman et al.,

197 .
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesiz ha sido identificar Y
analizar el papel gue desempefan algunos antigeros de 1a
superficie celular duwrante el desarrollo preimplantacional

del ratdén.

Los obhjetivos especificos han sido:

1. Froducir anticuerpos monoclonales contra  antigenos de
superficie gue ce expresen durante el desarrolo

preimpl antacional del ratdn.

2. Estudiar la distribucion espacial vy temporal de los
antigencs de superficie de embriocnesz preimplantacionales
y de celulas de teratocarcinoma vy de algunos tejidos
diferenciados para determinar si algurnos de los antigenos
que =se expresan en esta etapa del desarrolloc SO

ezpecificos tie extado o ezpecificos de tejido,

incluyendose en éstos los marcadores de linaje celular.

3. Estudiar el efecto de los anticuerpos monoclonales que
por 20 localizacian y/o especificidad resulten de interés
para el estudio de la morfogénesis inicial, especialmente

zabre la compactacidn v la blastulacidn.

4. Determinar algunas propiedades de los antigenos de

interés por su localizacidn o funcidn.
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ENFORUE EXPERIMENTAL

Se han utilizado en general dos estrategias diferentes para
caracterizar - mediante métcocdos inmunoldgicos - antigenos de
la superficie celular qgue sean especificos de estado o
specificos de tejido o que teniendo vasta distribucién
esteén funcionalmente involucrados en el desarrollo

embrionario {(véase Habinet y Condamine, 1980).

La primera ha consistido en producir anticuerpos contra un
antigenc previamente purificade v del cual s& conoce la
funcison. Con esta aproximacidn experimentzl se han obtenido
anticuerpos peliclonales v monoclonales que han permitidoc
determinar en qué momento del desarrcllao aparece el
antigeno, cual es su distribucidn tantc celular como
subcelular v gqué procesos son afectados cuando se trata  con
el anticuerpo completo o con sues fraagmentos. Esta
metodologia se ha aplicado con éxito en el caso de antigenocs
codificados por el compleic mayor de histocompatibilidad
{(Ostrand-Rosenberg, 1987, de enzimas Y glicoproteinas de la
superficie celular {Webb, 1983, de componentes de la matriz
stracelular (Leivo, 1983, v de antigencs expresados por el
trofoblasto v por ceélulas tumarales como es &l casc  de la

fosfatasa alcalina placental (Johnson et al.. 19813,
2 :

La oira estrategia ha consistida en producir  anticuerpos
policlonales contra embriofRes, tejidos emnbrionarios o]

adultos, v también celulas tumorales, infiriendo la funcidn
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de los antigencs por el efecto de los anticuerpos sobre  1lac
celulas o tejidos con gue se inmunizd. Sin embargao, debido
a la mezcla compleja de anticuerpos que presenta un
antisueroc convencional la caracterizacién de 1os antigenos
he sido dificil (Johneon y Calarco, 1980b; Hyatil et al.,
1980). El advenimiento de la metodologia de anticuerpos
monoclonales ha perfeccionado ecta estrateglia v Fa
proporcionado unea herramienta poderosa para le blsqueda de
antigenos de estado o de diferenciaciding, como prar ejempla,
e la identificacidn de las subpoblacicrnes de linfocitos T

iReinherz et al., 1979).

Fuesto que el propésito principal  de esta tesi e (=2=3
identificar antigencs comprometidas en el dezsarrolla

preimplantacional . decidimos utilizar la técrica de anti-
cuerpos monoclaonales & inmunizar con anticenos compleics,
que se encuentran en mdrulas de ocho células o en células de
teratocarcinoma de la lines F9 de ratdn. Aungque dinmuni s ar
contra fosfatasa alcalina hubiera csido una alternativea
interesante. la descartamos parque  no  disponiamos  de  la
ernzima purificada. For otra parte, £l e de los

by

[N

Inmundgencs antes mencionados nos

]

& lz posikilidad de
analizar otras moléculas v & la ver de obtener anticuerpos
contra fosfatasa alcalina gue eventualmente noc permitivia
caracterizarla. De acuerdoa con pubriicacianes recientes,
cuando e 1nmunliza con células  de trofoblasto i a2
teratocarcinama  se chtienen hibridomas e secretan

anticuerpos contre dicha enzima {(Anderscon et al. 19877 .

)
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MATERIALES Y METODOS
1. OBRTENCION DE ANTICUERFOS
PROTOCOLOS DE INMUNIZACION
i. INMUNIZACION DE RATONES CON MORULAS DE 8 CELULAS DE RATON

Fatones Ralbk/c v SBwiss Rockefeller, machos v hembras, de &
semanas de edad fueron inmunizados isogénicamente invectando
20 & 40 mdrulas con zona pelicida, par via endovencsa, en
medic Riggers {(Riggers et al., 1974) con 4 mg/ml de alblumina

i
de suerc bovino (BS&). Diez dias después de la primera

¢

inyeccion <se anestesiaron los animales con Equitesian

ipentobarbital soadico Q.96 %4, Mg&l= s 7 HaO 2,12 %

.
-

hidrate de cloral 4,26 %, propilen glicel 43 % dv/v)y pH 7.0
Y 88 sangraron por via retro-ocul ar. El titulo de
anticuerpos e midid por citotoxicidad con mérul as de la

misma cepa.
ii. IMMUNIZACION DE RATAS COM MORULAS DE 8 CELULGS DE RETOR

Ratas Bprague-Dawlev, machos v hembras, de 10 semanas de
edad fueron inmunizadas invectando mérulas de ratan, con

zona pelucida, obtenidas del cruzamiesntce de hembras de 1a
k4

cepra CFl con machos Swiss—-Rockefeller, por via femoral con
micropipeta de vidrio en medio Higgersz gue contenia 4 mgsml

de BSA. Cada rata recibid 3 inyecciones, con 200 mérul as
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cada una, en un lapso de tres meses. Diez dias despues de
cada inyeccion las ratas fueron anestesiadazs con éter o
Equitesian y se sangraran via retro-ocular ¢ por la cola.
El titulo de anticuerpos se midid en el suwerc mediante
inmunofluorescencia indirecta o citoctodicidad con mdrulas de

ratdon.

Después de la tercera inmunizacidn, las ratas =g dejaron

14

reposar dwante & & 9 mesegs. Se eligid para rvealizer la
fusidn 1 a@rrimal gue presentd el mayor titulo. Comce

inmunizacian de refuerzo se le inyvegtd tres dias antes  del

T . con zona

enperimento 300 morulas de 8 células de r

o

pelicida por via endovencsa.

iii. INMNMUNIZACION DE RATAS CON CELULAS DE TERATOCARCINOHMA DE

RATOM DE LA LINEA F? {TC-F9)

Ratas Sprague-Dawley, machos v hembras, de 10 zsemanas de
edad ee inmunizaron por via endovenosa con celulas de tera—
tocarcinoma de la linesa F? (TC-F%) cosechadas con  una so-—
lucidn s=alina con amortiguador de fosfato de sodic glucosado
(GEMNY el cual contiene Nall O,14 M, ECl 3.4 mH, MaHF0O, 13

]

mil, NazHFOa % @i, glucocsa 12 @M v Fojo de fencl 0,01 g.

Se emplearon diferentes protocolos de inmunizacidn variando
el nudmerc de invecciones, sntre uns v tres. En  cada
inmunizacidn s inyvectd 9,5 ml de una suspensidn de 1 0= 10e

cElulas/ml en GFEMN v en la inveccidn de refusrszo se  invecto

-

S o lide pélulas/ml en GEN.  El procedimiento de  obltencidn
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del suvero inmune vy el ocriterio pare decidir la invyeccidn de
refuerzo fue eimilar al descrito anteriormente. El titulo
de anticuerpos se midid mediante inmunotlucrescencia
indirecta en celulas  TO-FY crecidas cobre places de 96

pocillos.

1v. INMUNIZACION DE RATAS COM CELULAS DE EBAZO DE RATOWM

Fatas hembras, de la cepsa Sprague-Dawley, de 10 semanas de

edad, e 1nvectaron intraperitonealmente con celul as de bazo
de ratdn {apy o i madament e media baza) abten:do en
condiciones esteriles, en GEMN. A lose dier: dias de 1la

primera inyeccion se hizo una segunds tnocwlacidn, con la
misma cantidad de ceélulas, pero esta ver por via endovencsa.
Aprorimadamente un mes despugs de esta Gltima inveccidn, las
ratas se anestesiaron con &ter y 8  Sangrarcn  por puncidén
cardiaca o por la cola. Se separd el sueroc v se determind

el tituld por citotocxicidad.

OBTENCION DE SUEROS INMUNES

Le gangre obtenida de log animales inmunizados vy o de  los

animales controles s1m 1T &, =X incubd o3 i i ]

a

temperatura ambiente v luego & 4 ° durante 17 R par & que se
retralera el codgulo. Decspues e centriftugd & 1.000  rpopm

7

durante 10 min v se  separd el sueroc. Se  inactiva el

complemento por calentamiento a %6 © por 30 min.
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TITULACION DE LOS SUEROS

Los suercs inmunes se diluyeron sucesivamente a la mitad en
placas de lucita y posteriormente se transtfirieron a placas
de 96 pocillos {limbro o Muang) cue contenian mdrulas  de
ratdén gin Fijar, para titular por citctoxicidad, o bien
marulas o células TC-F? +fijadas con formaldehido &1 3,7 7% en
FES & & determinar el titulo del SUEI T xul

inmunoflucrescencia indirecta.

El titulo se definid como  la Ultima dilucidn en gque se
obhzervd reactividad, tantc para el ensayoc de citotoxicidad

comp para el de inmunoflurescencia indirecta.

OBTENCION DE HIBRIDOMAS

Se utilizd basicamente el procedimiento descrito por Kohler
v Mileteirn {19735} con las moditicaciones sedaladas &

cantinuaci dn:

i. PREPARACION DE LOS LIMFOCITOS ESFLENMICOE

Tres dias despudgs de la inyveccidn de refusrzo, la rata se—
leccionada para la fusidn e sacriticd por asfiwia con  éter

para narcosis. =

f

alwid la cavidao peritoneal v se retirad
el bazo en forma aseptica, depositandolo en una placa de
FPetri estéril gue contenia aproximadamente 13 ml de sclucidn

GER. L. celul

m
i
]
in

seplénicas se disgregaron Dor presidn con
una esRdtula metdlica v la suspensidn celular de tejido vy

agregados se centrifugd en wi tubo cdnico de 15 ml & - D0




rpm durante 10 min & temperatwra ambiente. El lavado con
GkN se repitid dos veces. Este procedimiento rinde

aprovimadamente 2 » 10%® linfocitos por bazo.

ii. PREFARACION DE LAS CELULAS MIELOIDES

Una semana antes de las fusion =e descongeld un  indculo
mantenido a —180 © con células de la linea mieloide NEO/Z2,
deticientes =] is enE 1 ma hiporantina-guanina—fosfo-
ribosil-transferasa  (HEGFRT) donadas por el Dy Cesar
Miletein del Laboreatoric de Biclogia Molecular, Cambridge,
Inglaterra. Las células se cultivaron hasta alcanrar  una
densidad de & » 10% cel/ml en medioc Dulbecco suplementado
con 14 % de suero fetal de bowino (BFE) de Hyclone Labs., vy
antibidoticos (7,3 » 107 M de estreptomicina y 200 UI/ml de

penicilinal.

He colectaron 107 ceélulas MSO/2 mediante centrifugacidn en
un tubo conico & 1.000 rpm durante 10 min., Las células se
lavaron por centrifugacidn con sclucidn BEN en un tubo  co—

nico de S0 ml & 1000 rpm para eliminar el suero fetal.
iii. FUBION SOMATICA

Las celulas esplénicas del animal inmunizado v las células
mieloides se mezclarcn v centrifugaron en un tubo cénico  de
2 owl.  El sedimento celular se desempacd con golpes  suaves

=

&l tubo v se agregd lentamente por gotec durante un min 0,5

ml de polietilenglicol 4.000 (PEG) &1 50 % p/v en  BEN. L&




L

agitacidn se continud en forma suave por 90 & a 37 ©, La
fusidn de las celulas se detuvo diluyendo el FEG con 10 ml
de GKN agregados gota a gota durante 5 min con agitacidn
cuave, La suspensidn de células fusionadas ce deid reposar
durante 5 min y se llevd el volumen a 40 ml comn GEN. Las
celulas se centrifugaron durante 10 min a 1.000 rpm. El
sedimiento celular se resuspendid en 40 ml de medio Dulbecco
suplementado con 10 7% de SFE, hipoxantina 1 x10 -9 M,
aminopterina 4 x 1077 M v & % 1079 M timidina medio de
seleccidn HAT) v antibidticos. Esta suspensidn ce sembrd
repartiendo 0,1 ml en cada unc de los 96 pocillocs de placas
de microcultivo (Limbro o NUNC). Se usarcon  en cada

experimento entre 4 v 8 placas de 96 pocillos.

Los microcultivos se incubaron a 37 © en una atmésfera
humeda al 10 % de CO= en aire. Al cabo de una semana de
iniciado el cultivo se adiciond a los pocillos 0,1 ml de
medio de cultivo con suero v antibioticos, suplementado con

hipoxantina v timidina {(medic HT).

iv. BELECCION DE HIERIDOMAS SECKRETORES DE ANTICUERFOS

ESFECIFICOS

Los pocillose que contenian microcultivoe con crecimiento
¥igoroso, que se manifesta por la acidificacién del medic de
cultivo, fueron encayados por inmunoflucrescencia  indirecta
con celulas fijadas de teratocarcinoma F9 que  habiian eido

crecidas en placas de 96 pocillos.
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v. EXPANSION DE HIEBRIDOMAS

Los microcultivos productores de anticuerpos de intereés cao

transgfirieron a placas de 24 pocillos, que contenian 1 ml de
medic condicionads, preparade com 49 ml de medic de cultiwve
completo v 2 % 107 linfocitos esplénicos provenientes de un

ratén no inmune {(células alimentadoras). HMas tarde, cuando
las ceélulas alcanzaban tna densidad adecuada er an

transferidas & botellas de %5 ocm= hasnta alcanzar una

densidad de aprosximadamente & » 10% colulas/ml.
wi. RECLONGSCION

Fara asegurar la monoclonalidad de los cultivoes, los
hibridomas de interés fueron sometidos a reclonacidon de 1a
siguiente manera: se determind el numerc de ceélulac poar  ml
del microcultive primario v se hizo  uns dilucidn de tal
manera gue quedaran dos células por cada Oyl ml. Be cembra
9,1 ml de esta suspersién en placas de 94 pocillos ¥
diluyendo en cada fila el numerc de células a la mitad de la
densidad anterior. Las diluciocnes se realizaron conn medio

de cultive completo suplementado con células alimentadoras.

El sobrenadante de los microcultiwvos qpas presentaron
crecimiento vigorcso se volvia a probar con el antigeno de
la manera antes descrita. Los monoclones secretores de
anticuerpos especificos se expandieron al velumen reguerido

en presencia de células alimentadoras.




vii. CRIOFRESERVACION DE LAS CELULAS EN NITROGENGO LIBUIDO

Fara este propdsitc se centrifugaron entre & » 105 v
2 x 10% células de cada hibridoma de interez, a 1.000 rpm
durante 10 min. El sedimento se resuspendid en 1 ml de
suero fetal suplementado con 10 %Z {(v/v) de dimetilsulféxidao
(DMS0Q) . La suspensidén fue enfriada a ~-80 < por 24 horas v

luego se sumergid en nitrdgenc liguido a -196 =,
II.MATERIAL RIOLOGICO
OBETENCION DE EMBRIONES PREIMPLANTACIONALES

Hembras de ratdn de &6 & 8 semanas de edad, de la cepa CF1
adquiridas en el Institutc de Salud Fublica, fueran
inducidas & superovilar con una inyveccidn intraperitoneal de
4 Ul de gonadotrofina de sueroc de vyegua prefnada (Sigma),
sequida 44 h después por una inveccidn intraperitoneal de 5
Ul de gonadotrofing coridnica humansa {SBiamal . Las hembras
s& Cruzaron con machos Swiss-Rockefeller o con  machos COF1.
Los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical W
s enpuss la via genital para aislar el oviducto o el Gtero,
Mediante este procedimientc se recolectaron gmbriones de 2
celulas v mérulas por perfusién de los oviductos, o
blastocistos mediante perfusion del uterc, con medio Riggers
suplementado con 4 mg de BS54 por  ml. Fara determinar 1la
edad de los emtwiones, e considerd el inicio del desarrello

la hora O del dia en que =se ochservd el tapdn  vaginal.

Esmbviones de dos ceglulas, mérulas vy blastocistos =]
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recolectaron a las 36, 60 v 8% horas  de decarrcllao

respectivamente.

También e utilizaran ratones Ealb/c, del Vivero Central de
la Facultad de Ciencias Hioldgicas de la F. Uriivereidad
Catdlica de Chile. Estas hemhbras se cruzaron con machos de
la miema cepa sin inducir superaovulacidn v la recoleccidén de

embriones se hizo de la manera antericormente descrita.

OBTENCION DE 0OO0OCITOS

Se usaran  hembiras  idvenes de la cepa  CF1 cacriticadas

mediante dicslocacidn cervical . Urna  wver expuesta la via
genital e les extrajeron los ovarios, Los  drgance se

lavaron con sclucidén  salina  con amor tiguador de fosfato
(FES) , antes de ser colacados en una capsula de Fetri con
medio Kigoeres suplementado con 4 mg de HS&/ml. Los ovarios
s aplastaraon con una espatula de acerc incridable, los

restos de tejido ovérico se eliminaran Y ooose  buscaron 1

o
n

cocitos en el fondo de le capsula con la avuda de  un

micrascopio esterecscdpi oo, be colectaron  con una

ipeta
tina los oocitos que [presentaban las siguientes  carac-
teristicaes: citoplasma tranesparente, vesicula germinativea
visible, ausencia de espacio perivitelino vz ana  pellcida

completa.
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OBTENCION DE LINFOCITOS

Se colectaron 4 ml de sangre de ratones CF1 por  puncidn
cardiaca. La sangre =e diluvd con 4 ml de FERS Yy después de
agitar suavemente se colocd la suspensidn de células sobre
ml de Ficoll-Fague (Sigma) en un tubo de centrifuga cdnico vy
se centrifugd por 20 min oa 1000 rpm oy & temperatura

ambiente. La capa gue conternia los lindacitos Y o monocitos

it

=e %

e e G L @O0 oo Ura wipeta. Leaw celul as g
¥ 2

resuspendl eran e sclucidn FRE,

Fara eliminar log gldbulos rojos de la preparacién se agrego
cloruwo de amonic &l 0,87 %2 v se  incubd  durante 10 min &
37 %, Luego las células e lavaron dos vecee mas con FES Y

ce depositaron gotas de 1% ul sobre portachbjetos smaltados

de 8 pocillos, los cusles se dejaron secar al aire para s

posterior fidacidn.

OBTENCION DE ESPERMATDZOIDES

Se usaron ratones de la cepa  Swise—Rockefeller del VI VEL O

centrel de la F. Univercidad Catélica., Los animales fueran

gl

sacrificados por dislocasidn cervical para exponer la  wvia
genital , alslar los conductos deferentes v perftundirlaos  oon
FEG a 37 @, Ge prepararon portachietos esmal tados  con ®
pocillos, depositando 15 Mi ode la suspension de EEEEr mi o
por pocililo.  Las preparaciones fueron secadas al aire Dar &

s posterior 1 3aC1 0.
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IMPLANTACION DE LOS BLASTOCISTOS IN VITRO

Se empled el procedimiento descrito pot Ferndnde:z e
Irguierdo {1983). Los blastocistos provenientes de hembras
superovul adas de la cepa CF1  fueran recuperadcs mediante
perfusicon del dterc con medic Riggers suplementado con 4 mg
de BESA/ml. Los blastocistos recolectados se  1lavaron C o
medic NCTC-135 (GIRCO) v se distribuyercn en placas de &
pocillos (NUMC) o cépsulas de cultivo (Falcon) aque contentan
el siguiente medic de implantacidn: MCTC—-138 suplementado
con SFHR al 1D %, penicilina (100 Ul /ml) ¥ estreptomicins
{100 ug/ml) . Los embriones ze incubaron & 37 S, 8N una

atmasfera humeds con CO= al 10 %, durante 2 a 4 dias segun

el estado de implantacion deseado.

CELUL AS DE TERATDCARCINOMA DE LA LINEA F9

Lae celulas de la linea nulipotente F9 de teratoccarcinoma de
ratén (TC-F?) usadas= en este trabaic fueron donadas por el
Drr. M. S. Sherman del FRoche Institute, New Jersey, US4,
Estas células fusron cultivadas sobre material de plastico
diesechable o sobre wvidrio previamente tratado con gelatina
al 1 % {pfvi. Las células fueron crecidas en medio Dulbecco
(DHMEM~-10) suplementado &l 10 % con 5FR, 7,5 107 M de

estreptomicing v 200 Ul/ml de penicilina. Las botellas ce

incubaron & 37 ° en una atmésfera hlmeda con Cle al 10 %

na wes gue las celulas establecian una MOMOC &G
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subcontluente, se cosechaban lavando la botella, céapsula o

placa de 96 pocillos 2 a 3 veces con medio GEN v después ee

incubaban durante 4 & % min Con ura saluci dén de
tripeina~-EDTA (Sigma) para  desprender  las  células, L&

accron de la Tripeine ce detenia agregando medio de cultivo
suplementado con SFE al 10 %. Fara continuar el cultivo las
celulas se valvian a sembrar, & una densidad apraximada de
19

celul as/ml ern  botellas tratadacs oreviamente oy

gelatina.

El procedimiento utilizado Fara criopreservar  indculos  de

s celulas fue sigilar al veado para mantener Bribridomes

fi

A=t

it

=&

i
i

e nitrdgenc 1iguido.

OBTENCION DE TEJIDOS DE RATON ADULTO

Con este propdsito se sacrificaron hembras (en algunos casos
prefadas) por dislocacion cervical , £€ erpuso la cavidad

peritoneal v se aislaron diferentes drgancs (Gvearios

=iy

cviductos, placenta, rinones, higado e intesting delgadai .
Los organos se colocaron inmedl atamente en un porta muestyra

metalico gue cantenia sclucian Tissue Tek (Miles Lat) Vo s

s

congelaron sumergléndal as lentamente en nitragenc 11 guidco,

Se prepararon cortes de &8 nm de QGrosor enn un criostato

Sakuwra v se recibieron en porta-oh jet e nuevos, desgrasados

—

coan alcohol al 7% 4. Luego fueron 1 jados Y o procesados de la
manera habiteal para inmunofluorescencia ndirecta, gue e

describivrd postericrmente.
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INDUCCION DE LA DIFERENCIACION DE CELULAS DE TERATOCARCINOMA

DE LA LINEA F9
i. INDUCCION DE LA DIFERENCIACION HACIA EMDODERMA FARIETAL

La teécnica usada fue descrita por Strickland y Mahdavi
11978). Para iniciar los cultivos se sembraron indculos que
contenian 5 x 107 ceélulas TC-F9 en placas de 24 pocillos o
sobre cubre objetos de widrioc previamente cubiertocs con
gelatina al 1 4. Be usd medio de cultive Dulbecco, con alta
concentiracion de glucosa (4,5 g/l) suplementado con SFR &l
10 4, antibidticos v &cido retincico 102 M, lLas ceélulas
se dejaron crecer durante 4 dias en este medio, renovandolo

cuando se acidificaba.

ii. INDUCCION DE LA DIFERENCIACION HACIA TEJIDO DE TIPO

MERVIGSO

Be usaron para este fin células gque habian crecido durante 4
dias de la manera antericrmente descrita, a laz cuales se
les agregd N&—-2 ' —0-dibutiriladenosina—3 15 —moncfosfato

ciclico {cAMF) 1074 M de Sigm=a.

Una wvez agregado el cAMF, la concentracicdn de suerc del
medio de cultivo se reduic a1l 2 %. Las celulas ==
cultivaron bajo estas condicicones durante 5 dias (Kuff Y
Fewell, 15B80). La observacidn del estado de diferenciacion
alcanzado se determinég con un  microscopia invertido Mikon

equipado con contraste de fase.
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I1I. TECNICAS INMUNOHISTORBUIMICAS
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

El material bicldgicao {embriones preimplantacionales,
blastocistos implantados, cortes de tejido, frotie de
celulas, y células TC-F9 adheridas =a plastico o vidrio)
empleado en los ensayos de inmunoflucrescencia fue preparado

de la siguiente manera:

i. FIJGACION

Frocedimiento 1: El material fue fijado en una solucidrm de
formaldehido al 3,7 % (v/v) en FES g medio de cultiva,
durante 20-30 min a temperatura ambiente. Fara preparar
esta solucidn se usd formaldehido en solucidn p.a. de Merck
que viene al I7%. Luego =se lavd con FES por aproximadamente
12 min con 3 cambics de FES. Finalmente ee incubg con
BEN-glicina 9,2 M durante 1 hora a temperatura ambiente,
para Rloquear los grupos reactivos dejados por la fijacidan

con formaldehilido.

Frocedimiento Z: El material fue +ijiado en paratformaldehido
&l 4% en FES durante 30 min = temperatura ambiente. Fara
disclver el paraformadehideo =e calentd a &0 © Y =&  agrega-—
ron unas gotas de MalOd 10N, El procedimientc de lavado fue
similar al descrito mas arriba. hlex =1 observaron

diferencias entre ambas procedimiento de fijacidén.
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ii. INCUBACION COW EL FPRIMER AMTICUERFO (ESFECIFICO)

El material fue incubade durante 1-2 B & 37 o & 4 e
durante toda la noche con el sobrenadante de los hibridomas
in diluir. Luego se lavd con FEE, durante aproximadamente

12 min haciendo varice cambiocs.

iii. IMCUBACION COM EL SEGUMDO ANTICUERFD (CONJUGADO)

El material tratado com el proimer  anticuerpo fué  incubado
entre 30 omin v 1 h & 37 ° can suero de conejo  anti-Igh de
rata conjugado con Isctiocianatos  de Fluoresceina (FITO)

{

oy

igmal, diluido 1:490 con PES-RSA &1 1 7. Luego se lavé de
la manera descrita mas arriba. El lavade final se hizo con
FRE-Tween 20 al 0,05 % {w/v), durante Z & 3 min para elimi-

nar los anticuerpos adheridos en foarma no especifica.

iwe TIMCION ¥ MONTAJE

0

& usd como tincion de contracte para  inmunofluorescencis
indirecta arul de Evans al 0,5 % oen FPRES.  La prreparacidn se
incubd en esta sclucidn durante = v o omin. El excezc de
colorante fue eliminado por lavados en EES ¥y Ffimalmente el

material se montd con solucidn DAERCO (Sigmal.

vo OBSERMGCION Y FOTORRAFIA

Las preparaciones fueron oheservadas con un microscopic Mikon
¢ Zeiss, ambos equipados con epiflumrescencia. Se usd peli-

cula Eodak-VYR de 400 455 para las fotografias en  colar S

TRI-Z de 400 484 para las totogratias en blanco Y ONegrc.
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vi. CONTROLES DE ESFECIFICIDAD

Se hicieron los eiguientese controles para asegurar la
especificidad de la reaccidn:

&) Material solamente fijado; b)Y Omisién del anticuerpo
especifico; ) Reemplazo del anticuerpo especifico poyr un
anticuerpo no especifico. Como control positive se  usd un
suero de rata anti-mérula o anti-haza de ratdr, diluido

entre 1:10 v 1:20 en medico de cultive o FRS.

CITATOXICIDAD

Be empled el procedimiento descritce por  Solter Yy kKnowles
{19750 . En  alguncs experimentos, los embriones  fueron
incubados durante 1 a 2 b con el anticuerpo  moncclonal

-
o

especifico, & 37 © en un ambiente humedo con CO0= &l 10 %

en aire. Luego se agregd complemento de cuy diluide 1210 o
1:20 en FEE v se incubd durante 30 min en  las il SMas
condiciones. En  otros experimentos, el material fue
co-incubade con el anticuerpo especifico v complemente. Los
resultades ochtenidos fueron similares en  ambos casos.
Finalmente, los embricnes fueron tefidos con Azul Tripan al

0,2 % en FPES v obeervados al microscopic de lus.

Be hicieran los siguientes controles para determinar la
especificidad de las reaccicones: &) incubacidn  sdlo  con
complemento de cuyi b) omisidn del anticuerpc especificoy o)

reemplazo del anticuerpo especifico por un suera pre-inmune.
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Como control positivo se utilizd suero de rata anti-bazo de

raton diluide 1:10 o 1:20 en medic de cultivo o FRS.

IV. BIDENSAYOS

EFECTO DE LOS ANTICUERFPOS MONDCLONALES SOBRE LA ADHESIVIDAD

DE CELULAS TC~F9
i. EFECTO SOBRRE CELULAS RECIEN SEMERADAS.

Er una placea de 26 pocilles se sembraron 50 prl  de una
suspensidn de células TC-F9 cosechadas con tripeinas/EDTA, a
una dencsidad de 10% cel/ml. & los microcultivos se  les
agrego al momento de sembrar y & h post siembra, 100 1l del
sobrenadante de cultivo de cada hibridoma, o© 190 x1  de una
mezcla de schrenadantes. La preparacicén se incubd duwrante

24 horas a 37 © en un ambiente humedo con Clz &1 10 %,

Las merclas de sohrenadantes se prepar-aron tomandoe 100 yl de
cada wno de los componentes Y luego agitando la mezcla

suavemente, pars evitar la formacidan de espuma.,

[l

El efecto de laos anticusrpos sabre 1la celulas TC-F9 e
ohserva en un microscopio invertido  MNilkan. Se evalud el
estado de adhesidn de las células al sustrata, la adhe=sidn

entre celulas v la morfologla general del cultivo comparada

con las ceélulas del cultivo cantrol , sin anticuerpos.
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ii. EFECTO SOBRRE CULTIV0OS SUERCONFLUENTES

En estos experimentos los anticuerpos cse agregaron a
cultivose subconfluentes de teratocarcinoma en placas de 94
pocillos. 8 cadas pocillo =se agregaron 100 J1 de
sobrenadante de cada hibridoma o 100 nl  de una mezcla de
sohrenadantes. El efecto de laos anticuerpos s observé a
las 24 h de incubacidn a 37 © v en un ambiente himedo efuly]

Cls al 10 %,

EFECTO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES SDBRE EL DESARROLLO

FPREIMFPLANTACIONAL

-

Se usaron embricones de 2 a 4 células v marulas temprranas (no
compactadas) obtenidos en forma estéril por  perfusidan de
oviductos con medic Riggers suplementadc con 4 ma/s/ml de BSA
y cultivados con el wmismc medic, que ademds contenis
sobrrenadante de hibridomas diluide 1:1 o 1:4. Los cultivos
experimentales y controles se mantuvieron durante 48 hH  en
una estufa & 37 2 v en un ambiente humedo de CO0= al 10 Vin

Los embriones se chservaron a intervalos de & v 12 b e oun

microscopic invertido Mikon, para estudiar el efecto de los

B

anticuerpos sobre la compactacidn v schre la  formaci dn del
blastocisto. En todos los experimentos se usd como contiral
el medic de cultive Riggers con 4 masml  de BSA  ein

anticuerpos.
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EFECTO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES SOBRE LA IMPLANTACION

DE BLASTOCISTOS IN VITRO

Se obtuvieron blastocistos al cuarto dia de desarrollo, en
forma estéril. Los embriocnes e colocaron en capsul as
Falcon o en placas de 96 pocillps, v se incubaron en medio
NCTC-135 suplementado con suerc fetal al 10 %, 200 UI/ml de

penicilina v estreptomicina 7,5 x 105 My, en la precsencia

de sobrenadante de cultive de hibridomas diluide 131 v o 124,
El cultivo se mantuve 4 dias a 37 @ en un ambiente himedo
con C0p al 10 %, durante los cuales se cheerve ia
emergencia del blastocisto de la zona pelucida v 514

implantaciton sohre la superficie de las capsulas plasticas,
observandose con especial cuidado el procesc  de expansi dn

del trofobklasto.

V. TECNICAS INMUNOQUIMICAS

IDENTIFICACION DE ANTICUERFOS MONOCLONALES GQUE SE ASOCIAN &

FOSFATASA ALCALINA (FAL)

i. PREFARACION DE UN EXTRACTD DE CELULAS DE  TERATOCARCIMNOMS

DE LA LINEA F?, CON ACTIVIDAD DE FOSFATASS ALCAL INA.

Be ensayvaron varios detergentes para extraer la enzima
{Tween—20, Monidet F-40 v Triton ¥—-100) finalmente se adaptd

el siguiente procedimiento: las células TC-F57 fueran

cosechadas con tripeina/EDTH {5igmad o] i) GEN 4
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~

posteriormente fueron lavadas 2 wveces mé&s con GEN vy se
resuspendieron en una sclucidn amortiguada con bhicarbonato
de <sodio 5 mhM pH 8.1, Sacaross 0.23 mM, p—metil -
sulfonil—flucwra (PMEF) 1 mM v trasilol I mM, luego se

agrede Tritdn X-100 hasta una concentracidn finsl del 1 %

{w/v) dejando actuar el detergente durante 5 min a
temperatw a ambiente. El extracto se centrifugd = a0
rpm durante 15 ain v s colectd el sobrenadante. Se

determinaron proteinas segun el método de Lowry (1551 v

)

actividad de FAL, segtn el método descrito a continuacidn.

El sohrenadante se guardd a —-20 © hasta ser usadao.

-

ii. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FAL EM EL SOBRENADANTE

DE CELULAS TC-F9 TRATADAS COM TRITON X—-100,

S utilizd el metodo descritc por Bessey (1946) con algunas

1

modificaciones. e  tomaron 2040 ul  del =obrenadante de
c&lulas TC~-F9 extraidas con Tritdn en 250 ul de amortiguador

glicima 100 @b, pH 10,4 gue contiene Mallz 2 wmM, ZInCla

2 mM, titriplex 1 mb. La mezcla se preincubd durante S min

& 37 @ v la reaccidn se inicidé agregando 25 ul del sustrato
pnitro-fenil—fosfato (Sigma) 0.4 % ip/v) en 1 mM de HC1.
La mezcla se incubd durante 15 min a 37 © v la reaccidn  se

=

detuvo agreganda S0 ul de NalOH 3 K.

El productc de la& resccidon ce determind ezpectrofo-
tométricamente a 407 THT descontando la hidrdlisis

espontadnea del susztrato. Los resultados de actividad de FabL
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ce expresaron en unidades totales de actividad enzimatica.

11i. SELECCION DE  ANTICUERFOS MONOCLONALES  @UE  DETECTAN

ACTIVIDAD DE FaAL EN UM THMMUNOENSAYO EN FASE SKOLIDA (ELISA).

be utilizo la técnica descrita por  Crowther v Abu-Elzein
(1780) con las modificaciones gue e indican. Se  actiwvaron
pocillos de una placa de cloaruwro de polivinilo (FVO)  de
Dwvmatech Laboratories Inc. ., durante b con ) ﬁd de  una
solucidn gue contenia Y ong  de  geaswms  globulina  de  coneio
anti-gamma globulinea de reta purificada por afinidad en  una
calumna de Sepharose 48 activads con BrON o gue  tenie unida
covalentemente 1gb de rata. Una ver activada la placa los
si1tics reactivos remanentes se bloguearon con una  solucidn

de FES con ES5A al 1 7% durante 1-2 h & temperatura ambiente,

Tuego la placa se lavd con FPES-Tween—-20 al 0.5 % durante 4
3. A los pocillos de las placas activadas o
anti-anticuerpos de rate se agregaron S0 pl de 1oe

socbrenadantes de los hibridomas v los controles, las rlacas

.

s incubaron durante D b oa temperatura ambiente o toda la

i

noche a 4 . Luege se  lavaron 4 veces por 4 min con
e ey

FRE-Tweern-H0 al 0.5% % v se incubaron durante la mnoche a 4 @

con el seohrenadante del extracto de célules  TO-FY  tratadas

n

N

coan Tritan X-100, que presentaba actividad de Fal. L&

placas se lavaron de la manera ye descrita vy se revelaron

i

=

agregando & cade pocilio 50 opl de pe-Mitro-fenil-fostato 1

o

mosmloen amortiguador bicarbonato pH 9.6 v Mglle 2 mh. Las

placeas se incubaron por 2 b & temperatura ambiente vooola
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reaccicn =g detuveo agregando S0 uwl de NaOH 3 N

El producto de la reaccion encimatica e determind de la
manera antes descrita, diluyendo cada pocillo con 200 nl  de
aguia bidestilada v se leyd en una cubeta de 0.5% ml. Los
resultados del ELISH se expresaron en unidades totales de

actividad enzimatica.

FPREPARACION DE EXTRACTOS DE TEJIDOS DIFERENCIADOS

Hembras de raton de la cepa COF1 fueron sacrificadas por
dislocacidn cervical v =ze les extrajeron los rifones, el
higadeo v el intestino delgade. Frevic a la homogenizacidn
los drganos se lavaron con FES vy se pusieron en FRE gue
contenia PMSF 1 &M v trasileol 1 mM a 4 =, El higado y las
rinones se homogenizaron en un aparate de Dounce. El
intesting se llend con FES v se incubd 30 min a 37 < v el

epitelic de revestimiento del lumen se extraic raspando con

o

un cubre cbieto. A cada una de estas preparaciones se les

agrego,s duwrante S min, Triton ¥-100 hasts una concentracidn

fimal del 2 4 v/v. Luego se centrifugd a 1Z2.000 rpm durante
L.

1% min, se colectd el schrenadante v dializd contra FPES

durante 2 h.

Debido & gque las extractos preparados de esta mabera
presentaron hemolisis, e realizaran experimentos con
animales perfundidos. La perfusidn se realizéd invectando

por la cola 300 Ul de heparins, ¥ luego se perfundid con
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FEG-Heparina 100 UI/ml.

Frevio a los ensayos con los anticuerpos se determing la

actividad de FAL de los extractos.

PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES DE RATA

Fara purificar los anticuerpos moncclonales de mayor interés
s utilizd la técnica del &cide caprilico (Steinbuch %
Audran, 194871, Se tomd 1 ml del sobrenadante de cada
hibridoma concentrado aproximadamente 10 veces mediante
liofilizacidn., Los anticuerpos concentrados se diluvyeron
con 2 ml de amoertiguador acetato 0,048 M rH 4, obtenidndose
wia solucion con pH 4.8, Se agregaron lentamente 74,7 ul de
acido caprilico al 992 % (Sigma) v se deid en agitacidn
vigorosa durante 30 min & temperatura ambiente. Se
centrifugd a 2.000 rpm durante 30 min Y =g sgpard el

sobrenadante. El precipitado se resuspendid en 2 ml  de

amortiguador acetato 0,015 M pH 4.8 VoosE valwvid &
centrifugar durante 30 min & la misema wvelocidad. Se
iuntaron los sohrenadantes. Be ajustd el pH a =,7 Y s

dializd contra amortiguador acetato D,013 M pH 5,7 v luego

Hy

contra FRS. Se determing la cantidad de proteinas

purificadas segun el método de Lowry (1951,
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TIPIFICACION DE ISOTIPOS DE ANTICUERPOS MONDCLONALES

La determinacidn de clases v subclases de los anticuerpos
monoclonales de interés, se realizd con wn  test comercial
ohtenideo de Zymed Laboratories Inc, que utiliza anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los siguientes isctipos: IgZa,
Ig&b, IgiZc, Igh, IgM e IgE, marcados con biotina {(Rarin et
al., 198&). Fara determinar los isotipos se  activaron

placas de PVYC con S0 ul del sobrenadante de cada hibridoma o

can anticwerpos monocloanales puwificados, durante 30 min o
37 @, Las placas se lavaron 4 veces con FES-Tween 50 al

D.03 Loy se agregd & diferentes pocillos 50 Kl de una
solucidn que contenia los anticuerpos anti-isotipo
biotinilados en FES (0,01 pH 7.4), BSA al 1 % y azida de
scdia 0,00 4, durante 30 min a 37 ©. Las placas sg lavarcn

de la misma manera antes descrita v luego =se incubd con  una
selucidn gue contenia streptavidina conjugada con peroxidasa
en FEREE (0,01 M, pH 7,4), BSa &l 1 %, glicercl &l 40 % W

merticlato al 0,00 ¥4, durante 30 min & temperatura ambiente.
. L =

i

1

i

Finalmente las placa vadas se revelaron agregando 100 Ml

de  una solucidn gque contenia el sustratoc ABTS  (adcido

~a

Zyd-azimo-di-Z~etil-benritiazclinag sulfanica) durante 30 min

a temperatura ambiente.

Lomo contrel positivo se usd zuere de rats diluida 1:10  con

5x)

FES. Los pocillos positiveos s reconocieron visualmente For

su  intenso color  twguesa v también espectrofotomgtri -~

camente, midiénde la absorbancia a 41% nm.




ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS

La electroforesis se realizd en geles verticales de
poliacrilamida al 11 % p/v en 8DS al 0,1 %, segin el método
gdescrito por Laemli et al. (1%73) . Las muestras se
prepararaon mezclando 30 Fl de extracto {(con un contenido
aproximado de 50 ug de proteinas) y 30 Fl de una sclucidn
que contenia 15 % de Glicercl, 5§ % de Z2-mercaptoetancl v 3 %
de 8DS en amortiguador Tris-HCl 62,5 mM pH 6.8. Esta mezcla
g€ hirvid & 100 © durante 4 min v se aplicaron al gel. =

electroforesis se realizd a 40 volts por 15 h. Los geles se
fijaron y =e tiferon con azul de coommassie como describe la
técnica original, vy luego se elimind el excess de colorante

en una solucidon de Metanol al S50 % vy Acido acética al 10 %.

TRANSFERENCIA & NITROCELULOSA E INMUNDRREVELADD

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida, e transfirieron desde el gel & papel de
nitroceluleosa, de acuerdo a la técnica descrita por  Towbin
et al. {1979) mediante un aparatc gue consiste en un
sandwich de 2 esponjas plasticas, 2 laminas de papel 3 MM,
la lamina de nitrocelulosa v el gel, todo esto prensadec por
flejes plasticos, entre 2 soportes de plastico perforado.
El traspasoc e hizo a 4 ° v 30V en una solucidn que

contenia tris 75 mM v metanol 20 %, pH 8.4.

Todas las etapas siguientes se rvealirzarcon a 4 o Y o en
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destilada.

INMUNOFRECIFPITACION

1. MARCACION ¥ FREFPARGCION DEL EXTRACTO

Se utilizd la técnica descrita poar  Kessler L1985
algunas modificaciones. Les cultivos de cEiulas
teratocarcinoma se marcaron de la siguiente manera:

Py,

lcanzad

agitacisn suave. El papel de nitrocelulosa o

proteinas transferidas, se tratéd durante 3 h con

reactivos litwes de la nitrocelulosa. Después el papel

naftol 9,6 mg/ml en tris-HC1 50 @b, NaT1 200 m, pH

las

una

Ge

cortd en tiras de 0,5 a 1 om de ancho gue se incubaron

durante 24 h con el primer | anticusrpo sin diluir
{eobrenadante de hibridoms). Lusege se lavaron 4 veces

durante 4 min con  FPES-Tween-20 &l 0,1 % v e& incubaron

durante 12 h con un segundo anticuerpo  anti-rata conjugado

con perodidaza (Sigmal) diluido 1:1000 con FPES/ESES al Yon
Después se procedid a lavar de la mansra antes descrita %

finalmente se agregd el sustrato precigitante 4-cloro—1

7.

Hz20= 0,03 %Z. La reaccién se detuvo por dilucidn con agua

[ act '

de

S5g

caltivaron células en placas de 3,5 cm de diametro {(Falcaon)

¥OWaR Ve a & la confluencia se ret:rd el medic de
cultivo v =e lavaron 2 2 vecess con GEN. A las células
adheridas al sustrato se agregd 1,% @l de wmedic minimos

geencial (MEM) de Gibcoco fresco sin metionina, gque contenia

solucion de BSA a1l 3 % en PRS5, para cubrir los sitics

4y




62

suero fetal de bovino al 2 % dializadoc més 50O HCi de
metionina-5=2 (Amereham Labs.). Las ceélulas se cultivaron

en presencla del amincacido marcadoe dwante 15 h.  Luego se

eliming el schrenadante v se lavd can GEN. Fimalmente =&
agregd 0,0 ml de solucidn GEM vy se  sacaron las celul as
suavemente con una espatula de goma. La suspensidn  de

ceélulas colectada en un tubo de pléstico e centrifugd 1 min
& 12,000 rpm, al sohrenadante e le agreqd una eclucidn Quie
contenia Mall 150 mb, trie HOL S0 @M, pH 7.4, EDTE & mM pH
.8, Tritdre 2100 2,5 Y, 1 mM de trasilol v oo bomM de FPHSF

(tholucidn &) . La mezola se agitd suavemente en un vortew

para ecltar el pellet, e  agregd D W de  S8DS en  tampdn
trie-HCI v se calentd durante S min & 75 o, El D& =e

Fomplc por sonicacidn durante 20 s,

ii. FREINCUEBACION CON FROTEINA-A-SEFAGROSE.

Fare eliminar los componentes del estracto gue se  unen  en

forma inespecifica a la proteina—G-sefarosa (51 gme) =R

preincubd cade extracto mercado con 30 Ml de Froteina-

A-betarosa, previamente lavada con solucidn A, durante =T
My TOF @01 TACION BUAVE. Se centrifugd 1 omin & 12,000 rpom

yose elimindG el schrenadante.
113, INCUBSCION CON LOS anNTICUERFOS,

he agrego a cada extracto edsorbido con proteina A, 250 Ha

LHR ]

de  anmuncglobulinas purificadas 1 ioe hibridomas o

~r
i

Capr s bato, S incunéG C ot el ST I CUET o cur arnte
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aproximadamente 15 h a 4 ©C, en agitacién suave. Debido a

que los anticuerpos monoclonales eran de rata, fue necesarioc
incubar previamente a 1la proteina-A-sefarosa, corn un
antisuerc de conejo contra inmunoglcobulinas de rata pot-gue
las Ig de rata no ze unen a proteina A (Bazin et al., 19B&4).
Se agregd 15 Fl de suerc anti-rata obtenidec en conejo
{Sigma) y se incubd duwrante 1 h a temperatura ambiente Yy con

agitacidn suave.
iv. INCURACION CON FROTEIMA-A-SEFAROSA Y LAYADD.

Se agreqd 30 Hl de proteina-A-sefarcsa v e incubd durante 4
h a4 °C, con agitacién rotatoris suave. Se centrifugd v
se elimind el sobrenadante. Las particulas de sefarcsa se
resuspendieron en 1 ml de =solucidén A, 0,2 4 SDS. La
suspencsion se agitd durante 5 min, se centrifugd a 12,000
rpm durante 1 min vy se elimind el scobrenadante. Este
procedimiento de lavado se repitié 5 veces. Finalmente =e

lave de la misma manera perc con tris EDTA 10 @M dos veces.

v. ELECTROFORESIS.

Los sedimentos obtenidos =se resuspendieron en 30 /41 de
mezcla denaturante. Las muestras se calentarocn duwrante 2
min en un hkafc de agua en ebullicidan. Luego los
polipeptidos marcados se separaron por  electroforesis, en
geles de poliacrilamida-8DS al 11 Z, como se describid
anteriormente. La electroforesis se realizéd a 8o V' hasta
que las proteinas salieron del gel concentrador Y luego =e

subid &l voltaije a 180 V.
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vi. FLUOROGRAFIA

Antes de la exposicidn, el gel se deshidratd toda la noche
en DMB0O, comn agitacidn suave y rencvande 2 veces el DM&O
durante la Gltima hora de lavado, Luegoe =e  incubd 3 h o a
temperatura ambiente v en obscwidad con wuna solucidn  de
MBS0 vy 2,5%-difeniloxazeole (FFO) al 15 % p/v. El gel se lavd
1 h con agua de la llave en obscuridad v  posteriormente se

ceco en un papel filitro Whatman de 3 oom de espesor.

£l gel seco, se colocd en wn chasis en  donde se  espuso

durante 4 dias, a —80 @, a una pelicula Kodak-X—0MAaT—-AR.
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RESULTADOS

INMUNIZACION DE ANIMALES

Considerando la diversidad de métcodos de inmunizacidn  gue
s han usadoc para la obtencién de anticuerpos policlaonales v
moncclonales dirigidos  contra antigencs gque se expresan
durante el desarrollo preimplantaciconal, fue necesario
iniciar nuestro trabajo determinando las condiciones optimas
de inmunizacidn como: &l animal de enperimentacidan {(ratas o
ratones) , el antigenc {embricnes preimplantacicnales o ceé-
lulas TC-F?), la wvia de inmunizacidn (peritoneal o
endovencsa) v el usgc de coadyuvantes, para obtener un  buen
nivel de inmunizacién, sin lo cual la produccion de anti-

cuerpos monoclonales no habria tenido buen éxito.

Se iniciaron en forma paralela dos protocolos de  inmuni-
zacidan diferentes: uno singenico v otro xencgénico. En el
primerc, se inmunizaron ratones jévenes de 1a cepa  Ralb/c
un macho v una hembra) v de la cepa Swiss—Rockefeller fun
macho v dos hembras), por via endovenocsa comn mdrulas  de
raton de 8 células con zona reldcida. Este protocoloc no dio

resultados satiefactorics v no se intentd repetirlo.

El segundo, consistid en inmunizar ratas jovenes (2 machos vy

3 hembras) de la cepa Sprague-Dawley, por via endovenosa con




66

morul as de raton de 8 celulas, de la cepa Swiss—Rockefeller.
Con este protocolco después de la tercera inyeccitn, las
ratas presentaron titulos de alrededor de 1.000 diluciones,
medido por citotoricidad o inmuncflucrescencia indirecta con
mérulas de ratdn de 8 celulas. Estos animales s
consideraron bien inmunizados y se dejaron reposar para que
descendiera el titulc de anticuerpos, previo a la inyeccidn

de refuerzo v la fusion somatica.

Mas= tarde se ensayd un  tercer protocolc de inmunizacidn
también wencgénico. En este caso se inyectaron ratas via
endovencsa con células de teratoccarcinoma de la linea F9 de
ratdn. Después de la primera inveccién los animales (4
hembrasz vy un mache), presentaron un titule de alrededor de
300 diluciones, medido por inmunoflucrescencia indirecta con
celulas TC-F?. Después de la inmunizacién csecundaria =1
alcanzé un titulo de 1.000 diluciones, medido de la misma
manera, La inmunizacidén terciaria de loe animales no

aumento significativamente el titulo.

PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

Be realizaron 5% fusiocnes somaticas, con los linfocitos
esplénicos de los animales que moastraron respuesta inmu-
nologica contra mérulas y células de teratocarcinoma de
ratédn.  8Bin embargo, soleo en dos de ellas ce obtuvieran

hibridomas gue crecieron en forma estable Y  permitieron
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congelar indculos. En ambas fusiones se utilizaron ratas
hembras. Una de ellas inmunizada con mérulas de ratdn y la
otra inmunirada con células de teratocacinoma. En  ambos
casos se utilizaron células de ratdn de la linea mieloide
parental NS0/2 para producir los hibridomas. A los 14 dias
despues de cada fusidn se inicid la seleccidn de hibridomas
secretores de anticuerpos medil ante inmunofluocrescencia
indirecta con células de teratocarcinoma cultivadas en
placas de 96 pocillos v f1jadas con formaldehido al BT Ys
Esta fijacidn no permeabiliza las células, por lo tante, la
reaccicon positiva por  inmunoflucrescencia corresponde &
epitopos gque e encuentran puestos en la  superficie

celular.

Los hibridomas seleccionados se expandieron veriticando en
cada etapa su reaccidn positiva con células TC-F9 mediante
inmunoflucrescencia indirecta. De Tos hibridomas que
cumpliercon este requisito v presentarcon crecimiento Vigoroeo
se prepararon 3 inocculos de aproximadamente 1 o x 10 célulacs

por frasco v ose guardaron congelados en nitrogenc 1iguido.

Los hibridomas secretores de anticuerpos de interés ae
designaron de la siguiente manera: Ern  primer lugar se
indicd el antigenc en forma abreviada: Mo imdrulad , TG

{teratocarcinoma) . Luego, si era necesario, se  indicd el
numero de la placa en que crecid el microcultivo v o1
posicion de éste en un eje de coordenadas cartecianas. Erm

i

el caso de las reclonacicnes, se antepuso la posicién  del




monoclaon a la designacidn original del hibridoma.

En la Tabla 1 se muecstra el rendimiento de cada una de las

fusiones somaticas. De un total de 6372 pocillos con
crecimiento e  obtuvieron 176 hibridaomas aque fuer an

positivos por inmunoflucrescencia  indirecta con células
TC-F9. En la primera fusidn, se sembraron 384 pocillos Y oEn
todos hubo crecimiento. El sohrenadante de 22 hibridomas
fue positive con células TC-F9 v de ellos, 13 mostraron
reaccion cruzada con embriones preimplantaciconales. Cuanda

g e)xpandieron, e6la 7 crecieron en forma estable v

permitieron congelar indculas. Finalmente, de esta fusidn

=¥ lagrd reclaonar 2 hibridamas: Mo —F 286, Moo —HOED v
Mor —-G&D2,

Ern la segunda fusidn, de 6B4 pocillos sembrados SE
obtuvieron 248 pocillos con crecimiento. Despuds de la

rimera seleccidn can  celulas TCO-F9, s expandileraon &
5 b

placas de 24 pocillos 154 microcultiveos, v 58 de ellos

crecieron lo suficiente para congelar indculcs. De éstos,
4% presentaron reaccidn cruzada con  embriones. En  esta
fusidn se intentd reclaonar sdélo aguel lase  que por el

lacalizacidn o efecto son de interés.

68
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TABLA 1

RENDIMIENTO DE LAS FUSIONES SOMATICAS PARA OBTENER
HIBRIDOMAS CONTRA ANTIGENOS DE SUPERFICIE EMBRIONARIQOS

Animal Inmundgenc Hibridomas:

Exper. Tot.= +TC-F?® +Embr.< Cong.9 Recl.*

Rata Mor. 8 cel. 384 22 13 7 3

Fata TC-F9 248 154 43 54 7/12%

a: Focillos con crecimiento, generalmente mas de ur

hibridoma.

h: Seleccidén de hibridomas positives por inmunofluorescencia
indirecta con células TC-F9.

c: Hibridomas positivos por inmunofluorescencia indirecta
con ovocitos o embriones en cualqguier etapa inicial de
desarrcllo.

d: Hibridomas en que se mantuvo la reactividad después de
expandidos.

o: Hibridomas en locs cuales se recuperd la reactividad
inicial después de sembrar por dilucidn limite.

#: De un total de 12 hibridomas gue se han reclonado, 7 han
dadao buen éxito.
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LOCALIZACION HISTOLOGICA MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA DE LOS ANTIGENOS GQUE REACCIONAN CON LGOS

ANTICUERFOS MONOCLONALES.

De acuerdo al métode de seleccidn primaric usado en este
trabajo, todos los anticuerpos reaccionan por immurno-
fluorescencia indirecta con celulas de teratocarcinoma. Sin
embargo se cheservaron diferentes patrones de localizacidn de
los antigenos en dichas celul as, predominando una  die-—
tribucién que marca el contornc poligonal de las celulas,
Con variaciones de intermcsidad entre los anticuerpos. L.os
patrones menos frecuentes fueron el de manchas, quie
corresponden a cuerpos con intensa fluorescencia que parecen
scbhresalir de la superticie de lag celulas, v el patrdan
difusoc en que todas lac celulas se observaron levemente
fluorescentes. Los diferentes patrones de localirzacidn €11
celulas de teratocarcinoma se muestran en 1la Figura 4 v las

resultados se resumen en las Taklas 3, 85, 6. 7, 8, 9 v 11.

La localizacidn de lcos antigencs reconccidos por los
anticuerpos también fue estudiada mediante 1rmur e
fluorescencia indirecta veando 3 a 5 embricnec tamados de
varias hembras inducidas a superovul ar . Er este estudic ce
incluveran los csiguientes estados de desarrollo: cocitos
extraldosz del averic, los cuales en alguncs  cascs  tenian
adheridas células taliculares; embriones de d-oeélul as

recobrades desde el aoviducta al segundo dia de prenes;




FIGURA 4

FATROMES DE LOCALIZACION DE LOS ANTIGENDOS RECONOCIDOS
FOR LOS  ANTICUERFOS MONOCLONALES ERN  CELULAS TC-Fo9,
URSERVADAS MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

a) Contraol por omisidn del anticuerpo especifico.
Incubacion con suerce de conejo  anti-gama—globulina
de rata marcado con FITE,

b) Fatrdn de localizecidn que sigue el contorno
poligonal de las células, anticuerpo TOU-1G13D4.
fAfumento 350 X,

c) v d) Modificaciones de intensidad en la
fluorescencia del patran poligonal, anticuerpos
TC-6F4 v TC-GR7 respectivamente. GAumento 180 X.

e) v ) Fatrdn de manchas caracteristico del antigena
reconocido por el anticuerpo monoclonal TC-52C7  en
gue fluorescen infensamente e¢lo algunas regiones de
la membramna plasmética de las células.

En e, fotografia tomada directamente de la placa de
74 pocillos muestra el aspecto de las células con
bajo aumentao. Afumenta 180 X.

Ery £, preparacidn de ceélulas desarrolladas eohre

cubreckjetos obeservadas con mavor aumento 350 X,
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morulas de 8 células recuperadas desde el oviducto al tercer
dia de prefiez, y blastocistos implantados in vitro durante 4
diaz. Los implantes tienen expuesta la masa celular vy el
trofoblasto, por lo tanto, los anticuerpos alcanzan libre-
mente ambos tejidos, & diferencis del bléstmcisto aun no
implantado, en que las ceélulas del trofoblasto estdan
selladas por complejos de unidn que impiden el paso de los

anticuerpos, dejando la masa celular aislada en su interior.

Ademés, se estudid la localizacidn de estocs antigencs  en
gspermatozoides de ratdén, debido a gue las cé&lulas de
teratocarcinoma de la linea F9 son originarias de ceélulas
germinales masculinas {(Graham, 1977); tambien se estudid su
presencia en linfocitos de raton, para descartar agquellos
anticuerpos gue pudieran reconocer antigenocs de histo-
compatibilidad, preparacidn gue permitic ademas observar su
reactividad con fantasmaz de glébulos rojos. FPara los=
antigenas de mayor interds se estudiad =su localizacion er
otros tejidos: endoderma parietal v tejido nervioso obtenido
de células de teratocarcinoma inducidas a diferenciarse con
CAMF v &cideo retinoico méas chAMP respectivamente; utero,
oviducto, placentas de ratdn de 14 dias de prenez, fetos de

ratén de esta misma edad: v placenta humana de té&rmino.

los resultados de la locslizacison en cocitas ¥ en
blastocistos implantados Iin viire, nos permitieron elaborar
una clasificacidn en 8 grupos, la cual se @muestra en la

Tabla Z. Ez importante destacar en esta tabla gue se han




TABLA 2

CLASIFICACION SEGUN LA LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS
RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES, EN EMEBRIONES Y
CELULAS DE TERATOCARCINOMA, MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA
Grupo Numero de TC-F@ Oocito Blast. Implantado

Hibridomas MC T

(Total &1)
i 17 + + + +
11+ 0 + + + -
111 9 + + - +
v 4 + + - -
v 4 + - - +
VI 14 + - + —
VII* 0 + - - +
VIII 13 + - = =

¥ 3 Grupcs gque corresponden a wna categoria posible: peroc en
ecste trabajo no se han  obtenido anticuerpos dirigidos
contra antigencs que muestren esta localizacidn.

MC: Masa celular.

T ¢ Trotoblastao.
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incluido dos grupos, el II y VII, que corresponden a una
categoria tedrica, puestoc que no encontramos anticuerpos que
se unan a antigenos gue se encuentren desde el estado de
cocito y que durante la implantacion se expresen solc en la
masa celular {(Grupo II) ni tampoco anticuerpos gque se unan a
antigenos que aparezcan durante la segmentacidn y gue luego

se localicen en el trofoblasto {(Grupo VII).

La autofluorescencia gue normalmente presenta el material
bioldgico fijado v cbservado con filtro para fluocresceina
fue eliminada tifendo las preparaciones con azul de Evans.
Las preparaciones controles tratadas con este colorante
muestran color rojo. En las =zonas de unidn de los
anticuerpas especiticos se observa un colaor

amarillo-verdosc, ver por ejemplo la Figura 5.

GRUPO 1

Comprende 17 anticuerpos mancclonal ec que reconooen
antigenos que se expresan primerc en el cocito vy que luego,
durante la implantacion se encuentran en la masa celular v

en el trofobklssto, como se musstra en la Tabla 3.

f este grupo de antigencs corresponden  las mel écul as
reconccidas por los 7 anticuerpos cobtenidos de la fusidn  en
gque se utilizdéd el baro de una rata inmunizada con mérul as de

8 celulas. La inmunofluorescencia indirecta reveld que

ninguno de ecstos antigencs se encuentra en espermatoroides,




TABLA 3

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENDS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MOWOCLONALES DEL GRUPO I,
MEDIANTE INNUNOFLUDRESCENCIA INDIRECTA
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HIBRIDOMA  TC-F9/PATRON  OOCITO SEGHMENTACION INPLANTES BTROS 0BS.
2-cél. 8-cél. NC1 T/patrén Espers  Lint  6R C.Fol
Nor-F2A6 +/tc + + + + +-/d - - + - Reclon +
Nor -H5R2 e + + + + o+ - - + - Reclon +
Kor-56D2 +c + + + + +-/d - - - - Reclon +
Mor-B5 e + - +- ND - - - -~ Reclon -
Hor-C2 3 + + + +  tide - - - - Reclon -
Nor-C3 e + + + ND - - - - Reclon -
Hor-D3 +it + + + ND - - - -~ Retlon -
TL-284 t/c + + +- +- +-/do - - - KD No reclon
TC-587 +t + + +- + +-jdo - - - - No reclon
TC-3B4 +/c +- WD KD + i - ND WD KD Ne reclon
TC-36b +t +- +- - +  +/de - - - ND Ho reclon
TC-263 e = - +- + +d - - - ND Ne reclen
TC-4B10 +t + XD + +  +t/do KD ND KB ND No reclon
7C-301 +/t + - - + +-/d - - - KD  Recion -
TE-4611 +e + + + + Hic - - - + No reclon
Te-163 e + + + + +-/de - - - +  Reclon -
TC-4big +-iC + - - + - ND Nb + Noreclen
+ : inguncfluorescencia positiva intensa do : ineunoflurescencia difusa hosogénes
+- ¢ insunoflucrescencia tenue de : insunofluorescencia difusa heterogénea
- 1 insunofluorescencia negativa tc : insunofluorescencia contorno celular trofobldsticas
t : insunofluorescencia en contorno celular  tcp: inaunofluorescencia en contorno células
# : insunofluorescencia en sanchas periféricas trofoblasticas
d  insunoflorescencia difusa ND : no detereinado
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en celulas foliculares, ni en linfocitos, sin embargo, 2 de
ellos (Mor—-F2Aé y Mor-H6R2), fueron intensamente positivos
en fantasmas de gldbulos rojos de ratéon. La localizacidn de
lose antigenos en diferentes estados de desarrollo pre-
implantacional, muestra que 1los epitopes reconocidos por
estos anticuerpos, estan presentes en la superficie de los
blastdmeros durante todo este pericdo (Figura 5, lo cual
estéd de acuerdo con los resultados del test de cito-

toxicidad, gue se muestra en la Tabla 4.

En la Tabla 4, =ze cbserva gue con ningunc de los anticuerpos
ze alcanzdé un 100 % de efecto citotddico usando mérulas de 8
celulas. El efecto podria atribuirse a peguefacs diferencias
en el tiempo de desarrollo de los embriones, las cuales se
traducen en variaciones tantc de la cantidad como de 1a
distribucidn de los antigencs expuestos en la superficie
durante el procesc de compactacidn. Este fendmeno se
aprecia claramente mediante inmunoflucrescencia indirecta,
cbeservandose gque los embriones en un estado avanzado de
compactacion, muestran fluorescencia con distinta intensidad

(Figura 6).

Al estudiar la localiracidn de los antigencs reconccidos por
Mor—-F2As, Mor—-H&EZ2 v Mor-86D2 en blastocistos implantados in
vitra, se observd gue todos presentan una fluorescencia
intensa en la masa celular, en cambio débil en las células

del trofoblasto (Figura 7i.



FIGURA S

LOCAL IZa0I0N DE LOS ANTIGENOS RECOMQCIDUOS FOR LOS ANTI-

CUERFOS MOMNOCLONALES DEL GRUFO I EN DIFERENTES EBTADOS

DE DESARROLLO  FPREIMFLANTACIONAL  DE  RATON  ORSERVADOS

MEDTIANTE INMUNOFLUORESCENCIA.

a) Control por omisidn del anticuerpo especitico.
Incubacidn con suerc de conejo anti-gamaglobulina de
rata marcado con FITC. lLos embriones f{(de 2, 4
células v mdrulas) han sidoa contrastacos con Azul
Evans. Aumento 180 X,

b) Los mismos estados que enn a., incubados  con el

anticuerpoe monoclonal  TO-GeDZ  que <ce  ume & s

antigenc localizado en toda la superficie de los

lastdmerocs. Aumento 180 X,




79




80

EFECTO CITOTOXICO DE ANTICUERFOS MONOCLONALES DEL GRUFO I EN
DIFERENTES ESTADOS DE DESARROLO PREIMPLANTACIONAL

I
!
| TABLA 4
|

Hibridoma Ectado de desarrollo preimplantacional
2-cel. 4-cel. Morula 8-cel. Hlastocisto

Mor —-F2Abé 1/1 RY 10/13X a8/8

Mor —-HeRE 171 RS 12715 /9

Mor —G6&6D2 171 S/ B 12/14 4/4

Mor -k 071 273 1720 10/10

Mor -C2 171 R 10/14 &/ b

Mor—-C3 1/1 273 8/1% &/ b

Mor —D3 1/1 2/3 11/15 S5/5

Nota: Los resultados se expresan
citolizados sobre el total

Como control negativo se

por el numero de
de embriones obs

uscé medio de cC
complementc de cuy diluido 1:1d. Com
positivo se wusd suerac de
diluido 1:20 en medio de cultivo.

rata anti-bazo

embricnes
ervados.,

ultivo mas
o contraol
de ratdn

|
|
|
|



FIBURA &

LOCALIZACI0ON DE L.08 ANTIGENMOS RECONOCIDOR FOR
ANTICUERFOS MOMOCLONALES DEL GRUFO I EN MORULAS DE 8
CELULAS DE RATON OQBESERVADAS MEDIANTE INMMUNOFLUDRES—
CENCIA INDIRECTA: REDISTRIRUCIONM DE LOS ANTIGENOS DE
SUFPERFICIE DUROHNTE LA COMPACTACION.

a) Mdrulas semi-compactadas incubadas con el anticuerpo
monoclonal TC—-6GDZ. Aumento 180 X.

b} Fdrulas compactadas incubadas con el mismo
anticusrpo. Osdrvese las diferencias en cuantoc a
intensidad de la AFlucrescencia en los distintos
gmbricnes. En ambas fotografiss =e ha usado como

tincidn de contraste Arul Evans. Aumenta 180 ¥.
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FIGURA 7

LOCALTZATTON DE LOS  ANTIGENDS  RECONOCIDOS  FOR ANTI-

CUERFUS MOMOCLONALES DEL GRUFD T BN BLABTOCISTOS  DE

REATON ITMELANTADOS 1N VITRO QHEERVADOS MEDIANTE 1 MNMUNG-

FLUORESCEMNDIS INDIRECTA.

a) Control  por  omisidn del anticueroo especifico.
Incubacidn con swero de conejo  anti-gama-—globul ins
de rata marceado conn FITC. Tincidn de contraste  con
Azul BEvane. Masza Celular MC) Troetoblasto (1.
fGumenta 100 X,

b) v ©) Lacalizacadn de los antigencs recanoo:dos ulaly
Tas anticuerpos Mor-FZ285 v Mor ~HaBD respectivamente,
Intensa +lucrescencia  en la superficie de ias
celulas de la masa celular inlerna v terwe e la

cuperficie de lase células del trofobdlasto, Fament o

1 X,




8L




85

La localizacion de los antigenocs blancos de ecstos
anticuerpos también se estudid en otros tipos celulares
{Tabla 5). En cortes de tejido de ovario, los anticuerpos
monoclonales se unen & la superficie de los cocitos en
diferentes estados de maduwracion, siendo negativos en los
otros tipos celulares gue componen el estroma del ovario
(Figura 8). En cortes de oviducto se chservé que laos tres
se localizaron en  algunas regiones del epitelio de
revestimiento del lumen (Figura 8). En placenta de fetos de
raton de 14 dias de gestacisn, el antigenc reconocido por
Mor—B6D2, se esxpresa en la superficie de las celulas tro-
foblasticas gigantes, que estan sobre el trofoblasto
esponjosoc  (Figura 9. En wellosidades coridnicas de
placentas humanas de término, noc se observdé reaccitn  por
inmunofluorescencia. En los cortes sagitales de fetos de 14
dias de gestacidn, Mor-HoOERD y Mor—-G&4D2 reaccionan con  los
centros de formacién de las wértebras. Ademas, los tres
anticuerpos reconocen antigencse presentes en los tipos
celulares obtenidos de la induccian de la diferenciaciaén de
celulas de teratoccarcinoma: endoderma parietal v tejido
nerviocso (Figura 10). Al estudiar su localizacidn en cortes
de riftn, Mor-F286 v Mor-H6ERT? fueron reactivos con la
membrana bassl v el lumen de algunos tubulos de la corteza
remal, no asi Mor-G4D2. La similitud en la localizacidén de
los antigenos reconocidos por Mor—-F2as y Mor-H6RZ v sugiere
que podria tratarse de epltopos diferentes de una misma

molecula, o epitopos gue se encuentran en molecul as
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LOCALIZACION DE ANTIGENDS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONDCLONALES DEL GRUPD I Y 111
EN ALBUNDS TEJIDOS ENBRIONARIDS Y ADULTOS MEDIANTE INMUNDFLUDRESCENCIA INDIRECTA

TEJIDOS ENBRIONARIOS

TEJIDOS ADULTOS

Srupo  Hibridoma  Endo P. T. Nerv. Eabr.14 Pla.raton Pla.hus Ovaric Oviducte  Rigon Higado
dias 14 dias  teraino
1 Nor-F246 + + ND ND ND  +/poc +/epit  +/ab,epit  MD

Ror -H6B2 + + +y NB - t/poc  +/epit  +/sb,epit  ND
Hor-64D2 + + +/fy +/dec - +fopc  +fepit - -
T¢-5M ND KD +/ar,fv  tfnf ND ND ND ND -
TE-103 ND ND /e,y +/&f - ND ND ND -

111 TC-A34F5 + + +/ac,fv +/af - ND ND - -

Endo P: endoderso parietal ab : mesbrana basal

T nerv: tejido nervioso sf @ saterial fibrilar

Pla : placenta #C : mesenquiaa cara

oot @ pocito fv : centros forsacitn vértebras

epit : células epiteliales KD : no detersinads

gec @ células deciduales




FIGURA 8

LOCALIZACION DE AMTICUERFOS MONOCLONALES DEL GRUFQ I EM

CORTES DE TEJIDOS CONGELADOS DE OQVARIOD Y DE OVIDUCTO DE

RATON ORSERVADOS MEDIANTE IMMUNOFLUORESCENCIA INDIREC~

TH.

a) Corte de ovario irncubado sélo  con el segundao
anticuerpo: suero de conejo arnti-—gama—globulinag de
rata marcado con FITC. Aumento 200 X.

b)Y El mismo tejideo gue en a, incubado con el anticusrpo
Mor-G6D2, chesérvese la intensa fluorescencia en la
superticie celular del pocito (D ¥ la ausencia de
reactividad 'dal resto de los tejidos. Células
foliculares (CF). Aumento 200 X. )

c) Corte de oviducto incubado en las mismas cnﬁdicicneg
que en &. Aumento 200 X,

d) El mismo tejido que en c; incubado con el anticuerpo
Mor-FZ2aé. Nétese la  intensa fluorescencia en la
superticie del epitelic gque reviste el lumen (L) del

cviducto. Aumentoa 200 X.
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FIGURA 9

LOCALIZACION DE ANTIGENOS RECONOCIDOS FOR  ANTICUEREOS

DEL GRUFQ I EN CORTES DE CRIQSTATO DE FLACENTA DE FETOS

DE RATON DE 14 DIAS DE GESTACION, OBRSERVADOS MEDIAMTE

INMUNOFLUOGRESCENCIA INDIRECTA.

a) Control, omisidn del anticuerpo especiftica eIy
incubacidn con suero de conejo anti-gama—globulina
marcado con FITC. Aumento 300 X.

b) Localizacidn del antigeno reconoccido potr el
anticuerpoc TC-5D1. Ndétese la intensa fluorescencia
en la region de la decidua (D) v la +Falta de
reactividad en las células del trofoblasto eSpon jos0
(TEY. Aumenta 300 ¥,

) Localizacidn del antigeno reconccido pot el
anticuerpo Mor-G6D2, en la superficie de las células
trofoblédsticas gigantes (TG). Aumento 300 X, Er
todos los casos se usd Azul Evans como tincién  de

contraste.
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FIGURA 10

LOCALIZACION DE Las ANTIGENDOS RECONOCIDOYS FOR

ANTICUERFOS MOMNOCLONALES DEL GRUFO I EN CELULAS DE

TERATOCARCINOMAG INDUCIDAS A DIFERENCIARSE, QBRBERVADAS

MEDIANTE TNMUNOFLUORESCENCIA IMDIRECTA.

a) localiracidn del antigeno reconcoido pow el
anticuerpo monoclonal Mor~HAETD £ celul as de
teratocarcinoma indiferenciadas. Aumento 1.500 X.

B) Control por cmicidan del anticuerpo especifico, ce
incubd sdlc con el conjugado: suero de conejo
anti-gama—globulina de rata marcado con FITC.

€) Ceélulas inducidas a diferenciarse hacia endoderma
parietal con acido retinoico. Incubacidn con el
anticuerpo monoolonal Mor—-F264. Aumento LTI

d) v ) células inducidas a diferenciarse hacia tejido
nervicso. con &cido retinocico y cAMF. Incubacidén con
el anticuerpo Mor-F204 ¥ Mor-G&DZ2 respectivamente.

Bumento JI50 X,
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diferentes que tienen una localizacion semejante.

Los otros 10 anticuerpos de este grupo fueron obtenidos de
la fusion en que se utilizd el bazo de una rata inmunizada
con celulas de teratocarcinoma, reconccen antigenos que
poseen las siguientes caracteristicas. Ninguno de ellos se
localizd por inmunofluorescencia indirecta en espermatozoi-
des, en linfocitos, ni en glébuleos rojos, sin embargo, 3 de
ellos (TC-5G11, TC-1C3 y TC-4D10), g2 localizaron en la
superficie de las células foliculares. En embriones
preimplantacionales, todos se localizaron en la superficie
de los blastdmeros, con excepcidn  del antigenc recornocido

por el anticuerpo TC-SD1 ¥ TC—-4D1d,

En blastocistos implantados in vitrao, los 10 anticuerpos se
unen a la masa celular, sin embargo, en ecste tipo celular
fue dificil reconccer patrones, pues las célulac forman un
grupo peqguenc y compacto. En cambkioc, en el trofoblasto, en
que laz células estan extendidas scbre el sustrato, se
distinguieron ~varios patrones de localizacidn, lo cual
sugiere la existencia de diversos antigencs reconocidos por
estos anticuerpos. En el trofoblasto, algunos mostraron una
fluorescencia intensa en el contorno de las ceélulas, como es
el caso de los antigenocs reconocidos por  los anticuerpos
TC-3B4 v TC-6G11 o en forma tenue, como es el caso de los
antigencs reconccidos por los anticuerpos TC-2E4, TC-5Di Y
TC-4D10 {(Figura 11). Otros, presentarcn un patrdan  de

localizacidn difuso y hetercgénec, es decir stlc fluorecian




FIGURA 11

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS RECOMNOCIDOS FOR LOS

ANTICUERPOS MONOCLOMNALES DEL GRUFO I EN BLASTOCISTOS DE

RATON IMFLANTADOS IW VITRO, ORSERVADDS MEDIANTE INMUNO-

FLUORESCENCIA IMDIRECTA.

a) Control por incubacidr con el segunda  anticuerpo.
Doz blastocistos implantados. Tincidn de contraste
con Azul Evans.  Aumento 100 X,

B) Lacalizacidn del antigeno reconoclido por el
anticuerpo TC-6611 en 2 blastocistes implantados.
Internsa fluorescencia en la superficie de las

celulas de la masa interna v en la superficie de las

células trofoblésticas de ambos embriocres. Aumento
100 X,

€) lLecalizacitn del antigenc reconocido Lo &1
anticuerpoc TC-2E4. Fluorescencia tenue en 1a

superficie de las células de la masa interna Yy en el
trofoblasto.  Aumento 100 Y.

d) Localizacidn del antigena reconccido po el
anticuerpo TC-1C3. Intensa Fluorescencia en l1a
superficie de las ceélulas de la masa interna. En el
trofoblasto la flucrescencia es intensa sdélo en la
superficie de algunas células. Tincidn de contraste

con Azul Evans. fumento 100 X,
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algunas ceélulas del trofoblasto, comoc es €1 casc de los
antigenos reconocidos por los anticuerpos TC-8R7, TC-1C3 vy

TC-3G6 (Figura 11).

La expresidn de estos antigenos en ctros tejidos, se resume
en la Tabla 5, donde sdlo Ffiguran aquellos qgue tienen
interés por algunas caracteristicas gue se describirdan méas
adelante. Como ez el casoc de los antigenos reconccidos por
los anticuerpos TC-8D1 v TC-1C3.  En cortes de placenta de
tetos de 14 dias, ambos e localizaron en la regidn de las
celulas deciduales, regidn que contiene abundante material

fiboilar (Figura 1) TC-1C3  no =

T

= localizd e las
vellosidades coridnicas de placenta humana de tér@ino. Er
cortes sagitales de fetos de ratdn de 14 dias de gestacidn,
ambos se localizaron en forma intensa en el mesénquima de la
cara vy en los centros de formacidn de vértebras. La
similitud en los patrones de localizacidn de leos epitopes
reconccidos por estos dos anticuerpos, en todos los  tipos
celulares analizados, sugliere gque podria tratarcee de un

miemo antigenc o biern gue se encuentran ascciados entre =1,

GRUFOC 11

Como ya se ha sefalado, no hemos obtenido  anticuerpos  que
reconczcan antigencs en el oocito vy que mas  tarde se
expresen  en la masza celular interna pero no er el

traofoblasta.
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GRUFO I11

Comprende 9 anticuerpos monoclonales gue se unen a antigenos
que se edpresan en el oociteo vy luego en el blastocisto
implantado se localizan s6lo en el trofoblasto, como se

muestra en la Tabla 6.

En este grupo, todos los antigenos reconoccidos por los  an—
ticuerpos monoclonales se  encuentran en los diferentes
ectados de segmentacidn, perca muestran diferencias en
intensidad de la fluorescencia {Figura 12). Bu distribucidn
en blastocistos implantados Iin vitre revela algunos patrones
de localizacidn no chservados en el grupoc descritoc ante-
riormente. Los antigenos reconccidos por les  anticuerpos
TC-2D10, TC-3F4 vy TC-4ES, se localizaron solo en 21 contorno
de las ceélulas periféricas del trofoblastoc (Figura 13).
Ninguno de los antigencs analizados, se localizd ern
espermatozoides, en linfocitos, ni en gldébulos rojos. En
celulas foliculares no =e detectd su  presencia, con la

excepcion del antigeno reconccido por el anticuerpo TC-403.

Tiene especial interés, por algunas caracteristicas quie
describiremocs mas adelante, el antigenc reconccido por el
anticuerpos TC-A34FES, por lo cual se estudid su expresidn  en
diverseos tejidos {Tabla 5). En placents de ratén de 14 dias
de gestacicon, se localizd en la regidn de la decidua, sobre
las celulas gigantes de trofoblasto, perc no da reaccidn

positiva en vellosidades coridnicas de placenta humana de




LOCALIZACION DE LOS ANTIBGENOS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

TABLA &

NEDIANTE INMUNOFLUDRESCENCIA INDIRECTA EN EL GRUPD III

HIBRIDOMA  TC-F9/PATRON GANETOS CLIVAJE INPLANTES OTROS 0BS.
Ovo, 2-cél. B-cél. NCI T/patrén  Epers Lint. 6R. C.Fol.
TC-2D10 e + + + - #tep - - - - No reclon
1C-3F4 +e + + + - t/tep = = = ND Ne reclon
TC-4E% +it + = = - Htep - S NI No reclion
TC-A34F3 +c = + +- - +-/d - - - ND Feclon +
TC-4R4 +e + ND +- - +/d - - - - No reclon
TC-6F2 +e + + + - +d - = # - WNo reclon
1C-7D8 i + + + - +/d = ND WD - No reclon
TC-589 +-/pc + KD ND - +id ND NI ND NI No reclon
TC-4C3 +/d +- ND + - 4Hitc ND ND WD +- No reclon

+ 1 insurcofluorescenciz positive intense  do s

+- 1 insuncflucrescencia tenue

- insunoflucrescencia negativa
: insunofluorescencis en contornc celular top:

&  insuncfiucrescencia en sanchas

d : inaunoflorescencia difusa,

de

tc

insuncflurescencia difuse homogénes
inauncfluorescencia difusz heterogénes

insunofiuorescencia contorno celular trofobldsticas

insuncfluorescencia en contorno céiulas
periféricas trofoblasticas
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FIGURA 12

LOCALIZACION DE AMTIGENOS RECONMOCIDOS FOR  ANTICUERFQOS

MONOCLONALES DEL GRUFO I1I EN OOCITOS Y EMEBRIONES PFRE-

IMPLANTACIONALES DE RATOM, ORSERVADOS MEDIANTE INMUNQ-

FLUORESCENCIA INDIRECTA.

a) (ocito con slgunas células Foliculares adheridas
{tlechas). Control, incubacidn cor el sequndo
anticuerpo, suerc de coneio anti-gamma—globulina de
rata. Aumentc ZE0 X.

b) El mismo estadc gue en a, muestra la localizacidn
del antigeno reconoccido por el anticuerpo monoclonal
TC-6C2. Aumento 250 X.

c} Morulas de 8 células. Contrel, incubacidn con el
segundo  anticuerpo, suerc de coneic anti-gamma—
globulina de rata.. Aumentc 150 X,

d) Embridn de 2 células y Mérula de g celulas
compactadas, incubadas con el anticuerpo TC-&6FZ.
Obzérvese las diferencias en cuanto & intensidad Y
distribucitn de la fluorescencia entre ambos
estados. En la mdrula compactada la Fluocrescencia

=4

]

mas tenue v no es posible distinguir el contorno

de los blastdmeros. Aumentoc 150 X,
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FIGURA 13
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termine. Ern fetos de ratdn este anticuerpo se une &l
mesénquima de la cara vy en los centros de formacicén de
vertehras. También se localizd en células de endoderma
parietal vy células de tipo nervicso, obtenidas por induccidn
de la diferenciacitn de células de teratocarcinoma. En
cortes de tejidos de animales adultos, no ce detectd en el

rindn ni oen el higado.

GRUFO IV

Comprende 4 anticuerpos monoclonales que se unen a antigenos
gque se exprecan en el cocito peroc gue en el hlastocisto
implantado no se reconocen en la masa celular ni en el

trofoblasto, comoc se muestra en la Tabla 7.

Durante la segmentacion, con la excepcidn del antigenc
reconccido por el anticuerpoc TC-1C4 gue fue positivo hasta
el estado de mdrula, los deméds no se detectan, nluly
inmunofluorescencia indirecta en esta etapas del desarrollo.
Ninguno rescciond con espermatozoides, linfocitos, glébulos

rojos, nil oen células foliculares,

GRUFQO V

Comprende 4 anticuerpos monoclonales que se wnen a antigenos
cuya expresioan se inicia durante la segmentacidn. MNa
aparecen en el cocito vy en el blastocisto implantado estén
tanto en la masa celular como en el  trofoblasto (Tabla 8.

: Figura 14).

S
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TRBLA 7

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENDS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
MEDIANTE INNUNOFLUGRESCENCIA INDIRECTA EN EL BRUPD IV

HIBRIDONA  TC-F9/PATRON BANETDS CLIVAJE INPLANTES DTROS 0B5.

Dve. 2-cél, B-rél. MCI T/patrés  Esp. Linf. GR. C.Fol.

JC-1C4 +r + + + - - - - - ND Mo reclon
TE-164 it + ND - - - ND N N -~ No reclon
TC-4411 +/c +- - - - - - - - +- Ne reclon
TC-H32H12 +/d +- ND - - - - - - ND HReclon +
+ : inmunotluorescencia positiva intensa  do : inmunoflurescencia difusa hosogénea

+- 1 insunoflucrescencia tenue de : insunofluorescencia difusa heterogénea

- & insunofiuorescencia negativa tc @ insunofluorescencia contornp celular trofobldsticas

¢ : insunofluorescencia en contorno celular tep: inmunoflucrescencia en contorno células

# : inmunofluorescencia en sanchas periféricas trofoblasticas

d¢ : insunoflorescencia difusa.




TABLA 8

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
MEDIANTE INSUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN EL BRUPO V

HIBRIDONA  TC-FQ/PATRON GANETOS CLIVAJE INPLANTES OTROS 0BS.
Ovo. 2-cél, B-cél. MC1 T/patrén  Esp Liné, BR. C.Fol.
TC-3F12 +e - ND +- + -+/d = = - ND No reclon
7C-284 +ie 5 ND ND ¢ 4/do NI ND - ND No reclon
TC-4C8 +-/t = = = +- +/de - - - NI No reclon
1€-5C7 +/a - + + t t/a - = = - No reclon

+ @ insunoflucrescencia positiva intensa  do :  inmunoflurescencia difuss homogénea

+- 1 insuncfluorescencia tenue de : insunoflucrescencia difuse heterogénes

- & insunoflucrescencia negativa tc @ inmuncfluorescencia contorno celular trofoblésticas
¢ : inmuncfluorescencia en contorno celular tcp: inauncfluorescencia en contornc células

8  insuncfluorescencia en manchas periféricas trofoblasticas

d¢ : insunofliorescencia difusa.




FIGURA 14

DIFERENTES FATROMES DE  LOCALIZACION DE ANTIGENOS

RECONOCIDOS FOR ANTICUERFOS MONOQCLONALES DEL GRUFPO WV EN

RLASTOUISTOS IMPLANTADOS Tk VITRO, OHSERVADOS MEDIAMTE

IMNMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

a) Localiracidn  del arntiaeno FECanaol do Jaly el
anticuerpo TC-4C8 en dos blastocistos implantados.
Fluorescencia tenue en la superficie de las células
de la masa interna v en la superfticie de las células
del trofoblasto. Aumento 100 ¥

b) Localiracidn del antigenc reconacildo por el
anticuerpo  TC-2R4, Intensa Fluorescencia en 1a
superficie de las célulae de la M & interna v del
trofoblasto.  Aumento 100 X,

€} Locelizacidn del antigerc reconocido fuly el
anticuerpo monoclaonal TO-507. Notese el patréan de
localizacidn de manchas en la superficie de algunas

celulas trofobldesticas, Tincidn de contraste Car

Arzul Evane. fAumento 100 X,
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El estudic de la localizacidn de estos antigenas en
espermatozoides, células foliculares, linfocitos y alsbulos
rojos, mostrd que ninguno de ellos se enpresa en estos tipos

celulares.

En este grupo tiene especial interés el antigeno reconocido
por el anticuerpo TC-5C7, gue en cé&lulas de teratocarcinoma
mostrda localizacidn de manchas, 1o cual también se obeserva
en el trpfoblastc de blastocistos implantados in wvitra
(Figura 14). En este tejidao, el antigeno se localizd en
algunas celulss en una region de la superficie celular gue
esta sobre vesiculas. Esta localizacidn también se cheervd
en endoderma parietal vy tejidoc nervicso obtenido desde
células de teratocarcinoma diferernciadas (Figura 15, Sin
embargo, en los embriones preimplantacionales, este antigeno
se distribuvd homogéneamente =obre toda la superficie de los

blastémeros.

GRUFD VI

Comprende 14 anticuerpos monoclonales, cuyos antigenoas
aparecen en el clivaje y gque luego durante la implantacidn,
€& expreszan en la masa celular v no en el trofoblasto {Tabla

7).

Minguno de los antigenocs reconccidos por laos anticuerpos de
gste Grupo, se observd mediante inmunoflucrescencia indi-

recta en linfocitos, glébulos rojos Yy celulas folicularess




IS

FIBURA 15

LOCALIZACION DEL ANTIGEMO RECOMOCIDD FOR EL  ANTICUERFO

TC-53C7 EN CELULAS DE TERATOCARCINOMA IMDUCIDAS £

DIFEREMNCIARBE, ORBERVADAS MEDIAMTE INMUMOFLUDRESCENCIA

INDIRECTO.

&) Control por omisidn  del anticuerpo especifico.
Incubacidn con suerc de conejo anti-—-gamma-globulina
de ratz. Aumento 350 X,

b} Ceélulas diferenciadas hacia endodarmna parisetal.
Notese manchas Ffluorescentes en la superticie
celular. Aumento 350 X,

c) v d) Células diferenciadas hacia tejido nerviocso.

Be observa el mismo patron.  Aumento Ja0 K.
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TABLA

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONDCLONALES
MEDIANTE INMUNDFLUDRESCENCIA INDIRECTA EN EL BRUPD VI

111

HIBRIDDHA  TC-F9/PATRON BAMETDS CLIVAJE INPLANTES 0TRG5S DBRS,
Bva, 2-cel. B-rél. MCI T/patrén Esp Linf. BR. C.Fol.
TC-3H5 21 - - - = - - - - ND  No reclen
TC-5H10 e - - +- + - - - - ND  No reclen
TC-HBAF4 -/ - - +- + - - - - - Reclon +
1C-181304 e - - + - - - - - Reclon +
TC-E74R7 +ic - - + - - - - - Reclen +
TC-D78R4 +c - ND +- + - - - - - Reclon +
1C-7H7 t/c - - - + - - - - KD No reclon
TE-1D4 e - - - - - - - ND Mo reclon
TC-18% e - - - + - - - - ND  No reclon
TE-4F3 +fr - ND XD t - - Kb KD KD Mo reclon
1C-4F3 +-/c - +- +- + - - - - - Ko reclen
| TC-1E3 -/ - + +- = - - b D ND  Reclos -
; 16-3p41 +-fr - ND - - - - ND  ND KD  Reclon -
| TE-3¢! +-ig - - - + - + - - -

+ : inmunofluprescencia positiva intensa

+- 1 insunofluorescencia tenue

- & insuncfluorescencia negativa
¢ : insunofluorescencia en contorno celular tcp: inaunoflucrescencia en contorng télulas
# : insunofluorescencia en sanchas
d ¢ inmsunstlorescencia difusa.

de : inkuncflurescencia difusa hosogénea
de : inaunoflucrescencia difusa heterogénea
tc ; insunofluorescencia contorno celular trofoblisticas

periféricas trofoblésticas
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en espermatozoides, con excepcidn del antigenc reconocido
por el anticuerpo TC-3C1, todos fueron negativos. Al
estudiar su distribucidn en diferentes estados de desarrocllo
preimplantacional, se chservéd que s6lo dos de ellos, TC-4F4
y TC-1E3, se expresan en el estado de dos celulas; otros se
observan desde el estado de 8 celulas, como es el casoc de
los antigenos correspondientes a los anticuerpos TC-16143D4

y TC~-E74R7 {(Figuwa 16).

flgunocs de los antigenos reconccidos por los anticuerpos de
este grupo no se detectan en estados de desarrollo prevics a
la implantacidn, sin embargo, esto podria ser un artefacto
poerque en el caso del antigeno reconccido por el anticuerpo
TC-1G13D4, & pesar gque hemos chservado una intenca
fluorescencia, en toda la superficie de los blastomercs en
morulas no compactadas presionadas entre porta vy cubre-—
obijets, las mdrulas compactadas presionadas en igual Fforma
e0lo presentan fluorescencia en las dreas de contacto entre
los blastomerocs (Figuwra.16). Estos resultados sugieren que
los antigencs no detectados en el estadc de 8 celulas,
podrian estar segregados al intericr del embridon, en las
areas de contacto interblastoméricas, io cual seria
consistente comr s localizacidn en la masa celular de los

blastocistos implantados in vitro.

Ern blastocistos implantados in vitra, comc es caracteristico
de este grupo, solo reaccionan células de la masa celular.

Se obhservd gue algunos antigenos mostraron  una senal
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FIGURA 16

LOCAL IZACION DE ANTIGENOS RECONOCIDOS FOR  ANTICUERFOS
MONOCLONALES DEL GRUFO WI  EN  EMBRIONES DE RATOM EN
DIFEREMNTE ESTADO DE DESARROLLO, OBRSERVADOS HMEDIANTE
IMPMUMOFLUDRESCENCIA IMDIRECTS,

a) Localizacidn del antigena recanccido poy el
anticuerpe TC-E74RE7 en estados de 2 células,
celulas v en mdrulas., Se observa una Fluorescencia
ternmue en la superficie de la mdrula (flecha=).
Apumento 170 X.  blo se usd tincidn de contraste.

BY v ©) Mdrula de 8 células no compactada v compactada,
respectivamente. En la primera, se distingue una
tenue flurescencia en toda la superficie de los=
blastdmercs, en cambic en la segundsa, la reactividad
estéd restringida a algunas zonas de contacte entre
los blatdmercs {(flechas). Aumento 300 X. Los

embricnes se contrastaron con Arul Evans.

4
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fluorescente tenue, como la de los reconocidos par los
anticuerpos TC-3HS, TC-1E3 y TC-3D11; e intensa el recsto

(Figura 17).

Laos  resultados del estudic de la expresidan de ectos
antigenos en otros tipos celulares, estan resumidos en Tabla
14, Todos los monoclonales ensayados reaccionaron con el
endoderma  parietal de las células de teratocarcinoma
inducidas & diferenciarse, sin embargo, Minguno  reacciond

con celulas de tipo nervioso derivadas de ceélulas TO-F9. Er

14

tejidos fetales de ratdn de 14 dias de gestacidn, tres
anticuerpos reaccionaron con el mesénguimea condensado facial
(TC~2HS, TC-HEAF4 v TC-4F4) v en la placenta, siete
anticuerpos (TC-5H10, TC-16G13D4, TC-D78ER4, TC-1D4, TC-4F4,
TC-1E3 v TC-3C1) mostraron mayor o menor intensidad de
flucrescencia en la regidn de la decidua, scbre las células
de trofoblasto gigante. Ninguno se unid a la= vellosidades
caridnices de placentas humanas de término Y tampoco

Feaccionaron con tejido renal vy hepatico.

GRUFO VII

Carnforme a la va indicado, no disponemos de anticuerpos que
reaccionen con antigenos  que  aparecen durante la == Ta b

mentacion v luego se expresen en el trofoblasteo pera no s

edpresan en la masa celular.
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FIBURA 17

LOCALIZACION DE ANTIGENOS RECOMOCIDOS PFPOR &MTICUERPOS

FOMOCLOMALES DEL GRUFGO VI EM  RLASTOCISTOS DE  RATOH

IMPLANTADDS IN VITRG, OBSERVADOS MEDIAKMTE  IMMUNOFLUO-

RESCEMCIA INDIRECTA.

a) Control por omizicon del anticuerpos especifico.
Incubacion con suerc de coneic  anti-gamma-globulina
de rata. Tincion de contraste con Azul  Evans,
120 X.

b) v ©) lLocalizacidn de los antigencs reconccidos por
los anticuerpos TC-8BH1O v  TC-6F3, respectivamente.
Motese intensa fluorescencia en la superficie de las
celulas externas de la masa interna v la falta de
reactividad en la superficie de las cé&lulas del

tallo iflechs! v en el trofohlasto. Sumento 120 X,
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TABLA 10

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
DEL BRUPD VI EN ALGUNOS TEJIDOS ENBRIONARIOS Y ADULTOS, MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

TEJIDOS EMBRIONARIOS

TEJIDOS ADULTOS

Hibridoaz  Endo P, T. Nerv. Embr.i4 Pla.raton Pla.hus Rifon  Higade
dias 14 dias  terminc

TC-3H5 + = +/nc fv ND ND ND ND

TC-SH1C + = ND +at - - -

TC-HB6F4 + ND +/8C ] - = -

TC-1613D4 + - - +/af = ND ND

TC-E74E7 + = ND - - - ND

7C-D78B4 + - ND +/af - - -

TC-7H7 + - - ND - ND KD

TC-1D4 + ND ND +/at - ND ND

TC-4F4 ND ND +/at +-/af - ND -

TC-1E3 ND ND - +-/pt = ND -

TC-3011 KD ND KD - = KD -

7C-3C1 + - KD +-/ gt - ~ -

Endo F: endodersc parietal ab : aesbranz bacal

T nerv: tejidc nerviosc sf : material fibrilar

Fia : placenta BC ! BESENQUIBE Carg

gor i oocite fv 1 centros foreacion vértebras

epit : células epiteliales ND & no deterainado

dec @ células deciduales

118
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GRUFPO VIII

Comprende 13 AMCe, que corresponden a antigenocs que e
expresan s6lo en células de TC-F9, v en los embriones no &6
observan por  inmunoflucrescencia  en las etapas de de-
sarrollo embricnario analizadas, comc se muestra en la Tabla
11. Ademas, estos antigenos no se expresan  en linfocitos
perifericos, en gldébulos rojos, ni en ceélulas folicul ares.
En espermatozocides sélo dos de ellos, TC-1GY vy TC-768%,  dan
reaccion positiva por inmunotluorescencia: el primera en  la

pieza media v la cola, vy el segundo sdlo en la cola.

EFECTO MDRFOGENETICO DE LOS ANTICUERPOS

EFECTO DE LOS ANTICUERFOS MONOCLONALES SOBRE  EL  DESARROLLOD

INICIAL DEL RATOM

La participacidn de los antigernos reconocidos por los
anticuerpos monocclonales en el desarrcllo inicial del ratdn,
se  investigd mediantev el efecto inhibitorio de los
anticuerpos en las etapas de compactacidn, blastulacidan e
implantacidn. Con este proposito, entre 2 v 5 embriones en
estade de 2 & 4 células Yy morulas no compactadas ce
cultivaron durante 48 horas, en presencia de cada sobre-
nadante de hibridoma. El scbrenadante fue diluido a la
mitad con medio Biggers porque en medio Dulbecca  -—en que
crecen los hibridomas— no hay desarrclla embrionarica. Er

estas condiciocnes, ninguno de los anticuerpos mostréd efecto
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TABLA 11

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENDS RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
NEDIANTE INMUNDFLUDRESCENCIA INDIRECTA EN EL BRUPG VIII

HIBRIDOHA  TC-F9/PATRON BAKETOS CLIVAJE INPLANTES BTROS BBS.
Ovo. 2-cél, B-cél. MCI T/patrén  Esp Linf. 6R. L.Fol.

TC-1E16C1E +/c - - - - - - - - - Reclon +
TE-2C10 +c - - - - - - - - - No reclon
TC-4D8 +/t - - - - - - - - ND Mo reclon
TC-7C9 +t - - - - - - - - - Mo reclon
TE-2HZ +t - - - - - - - - - Mo reclen
TC-169 +fc - - - - - + - - - Mo reclon
TC-4Ct + - - - - - - - - ND He reclon
TE-3C9 +-/c - - - - - - - - ND No recion
1C-783 +-/c - ND ND - - + - - - No reclon
1C-265 +-ic - - - - - - NDND KD Ko recion
TE-3A4 +-f - - - - - - - - HD No reclon
TC-2F1t +-fr - - ND - - - b KD ND Ne reclion
TE-368 +-it - - - - - - - - ND HNo reclon

+ @ inmunofluorescencia positiva intensa  do :  insunoflurescencia difusa hosogénes

+- 3 insunoflucrescencia tenue de : insunofluorescencia difusa heterogénea

- 1 insuncfluprescencia negativa tc : ineunsfluprescencia contornc ceiular trofobldsticas
€ : ineunpfluorescencia en contorno celular fcp: insunofluorescencia en contorne células

¢ : insunoflucrescencia en sanchas perifgricas trofoblasticas

d : insunoflorescencia difusa.
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sobre la compactacién ni sobre la blastulacién. Tampoco
hubo efectoc de estos mismos anticuerpos, diluidos a la mitad

con medio NCTC/135, sobre la implantacitn de blastocistos in

vitra.

EFECTO DE LOS ANTICUERFPOS MONOCLONALES SOBRE LA ADHESIVIDAD

DE CELULAS DE TERATOCARCINGHMA

Be estudid el efecto de todos los anticuerpos obtenidos,
individualmente o en mezclas gue contenian igual volumen, de
cada sobrenadante sobre 1la adhesividad de celulas de
teratocarcinoma. El efecto se evalud en células recien
sembradas después de cosecharlas con Tripeina/EDTA v también
sobre cultivos subconfluentes. En ambos casos el efecto de

los anticuerpos se evalud a las 24 horas de incubacian.

Ninguno de los anticuerpos por i soclc tuve efecto sobre la
adhesividad al sustratoc o entre las células cuandoc se
agregatron al momento de sembrar o seis horacs después de 1la
siembra. Sin embargo, se encontrd un efecic que se muestra
en la Figura 18 de algunas mezclas de anticuerpos. Se
chservd gque las células se adhieren al sustrato rerac forman
masas redondeadas, en que no se manifiesta la extensidn de
lag ceélulas en el sustrrato, extensidn gue se observa
claramente en las células controles, sin anticuerpn, o con
anticuerpos del mismo isctipo gque no  tienen efecto ivéase

Tabla 1%,

En la Tabla 12 se presentan en una matriz las mezclas de




meesN

FIGURA 18

EFECTO DE AMTICUERFOS MONOCLOMALES SORRE LA ADHESIVIDAD

DE CELULAS DE TERATOCARCINOMA IN VITRO.

al

b)

Celulas en . oukltivo control subconfluente. Be
observa la forma poligonal de las células vy el
amplio espacioc intercelular entre ellas. QOptica de
Momarski. Aumentoc Q00 X.

Ce&lulas incubadas durante 24 horas, desde el momento
de sembrar, con la mezcla de anticuerpos TC-E74R7 v
TC-1G613D4. Ha desaparecido el espacic intercelular
v las céglulas forman una masa continua, semejando

una aglutinacidn. Aumento 800 X.
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anticuerpos. Se observd gue las ceélulas se adhieren al
sustrato perc forman masas redondeadas, en gue no se
manifiesta la extensidn de las células en el sustrato vy que
se observa claramente en las células contrales, sin
anticuerpo, o con anticuerpos del mismo isotipo gue no

tienen efectc (véase Tabla 15).

En la Tabla 12 se presentan en una matriz las mezclas de
anticuerpos que mostraron el fendmenc descritc. Se observa
que las mezclas del anticuerpo TC-4C3 con TC-4EHS o TC-8E4 o
TC—-4R7 producen una inhibicidn de la confluencia de las
celulaz, yva sea agregadas al momento de sembrar o seis horas
despueé’'s de la siembra. Cuando estas mismas mezclas se
agregan & cultivos subconfluentes se observa gue 1a mezcla
de TC—4C3 mas TC-4B& no  tiene efecto: TC-4C3 mas TC-8R4
tiene un efecto parcial, es decir, se ohservan salo algunocs
grupos  celulares en que ha desaparecido el espacio
intercelular, en cambio, en presencia de la mezcla de TC-403
mae TC-4R7, todas las células han adoptado esta morfelogia
Figura 18). Llama la atencién gue la mezcla TO-8R4  mas
TC—-4H7 que no tenia efecto agregada al momentc de sembrar o
cseis horas después de la siembra en cultivos subconfluentes
atecta parcialmente la morfoleogia celular. Ern estas  miemas
condiciones algunos anticuerpos soleos producen un efecta
parcial como es el caso de TC-8R4, TC-4R7 v un efecto total

como es el caso de TC-3D4.
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TAELA

12

INHIEBICION DE LA CONFLUENCIA DE CELULAS DE
TERATOCARCINOMA IN VITRO POR AMC O MEZCLAS DE AMC

AML agregados al

momento de sembirar

Grupao

ITI
IT1
VI
VI

VI

AMC agregados & horas

después de la siembra

e
e

AMC agrecados Z4 horas

despugs de la siembra
fcultiva subconfluente)

MOTH:

ND:

En 1a

takhla,

los

Hibridoma

125

resul tadaos

chservados después de incubar 24 b con los AME.
Signitica efecto sobre la morfologia celular

extensi an

de

las

Mo determinado.

células

403 4B&  BR4  4KE7  3ID4
4C3H - + + + ND
4E& - - - ND
8E4 - - NI
4E7 - ND
D4 -
407 - - + + ND
4E& - - - ND
BE4 - - ND
AE7 - ND
AD4 ND
403 - - + /- + +
44 - - ~ ND
8R4 /- + ND
4K7 b + /-
D4 +

corresponden  a los
« 1o hay

en

el

asustratao.
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CARACTERIZACION INMUNDGQUIMICA DE LOS ANTIGENDS RECONDCIDOS

POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

ANTICUERFOS MONOCLONALER BUE SE UNEN & FOSFATASA ALCALINA

No se intentd producir anticuerpos contra fosfatasa alcalina
porgue la enzima disponible comercialmente es de origen
bovino vy su purificacidn desde embriones o de células de
teratocarcinoma presentaba dificultades técnicas. Fara
obviar estos problemas, se investigd la presencia de
anticuerpos anti-fosfatasa alcalina en el repertoric de
anticuerpos monoclonales contra células de teratocarcinoma
F?. Con este proptsiteo se desarrclld un ensayo ELISEA en gue
lps anticuerpos monoclonales se emplearon como elemento de
captura, para retener la actividad de FAL presente en un
extracto de células de teratocarcinoma, como se muestra en
el esguema de la Figuwra 19, El ensayo consistid
bé=z=icamente en: activar una placa de FVYLC con suero de conejo
anti—-inmunoglobulinag de rata vy luege incubarla con los
anticuerpos moncclonales de rata (scobrenadante de medioc de
cultivo o anticuerpo pwificadaol. Luege se  incubd con
extracto de ceélulas TC-FY +tratadas con Tritom X-10G vy
finalmente se reveld la actividad de FAL retenida por los
anticuerpos usando como sustrato especiftico el fosfato de
paranitraofenilo, & pH 10,4, Loz pocillos con  anticuerpos
que retuvieran en forma directa o« indirecta FaAL, sg

reconocieron par la hidrdlisise del sustrato, que da color
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ESQUEMA DEL ELISA USADO FARA DETERMIRNAR ANTICUERFOE OUE
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amarillao. Hay que considerar en este ensaya que los
pocillos con anticuerpos gue se unen a FAL pero gue inhiben
totalmente la actividad de la enzima no desarrocllarian colar
y por lo tanto aparecen como negativos. Fara determinar ece
tipo de anticuerpo por ELISA convenciconal se requeriria de
ensayos  con enzima purificada o investigar el efecto
inhihitoric directo de los anticuerpos sobre preparacicnes

de la enzima.

Como FAL es una enzima integral de la membrana plasmatica,
los tratamientos para obtenerla, descritos en publicaciones,
generalmente usan solventes orgéanicos w detergentes
{Fishman, 1974). Para obtener un extracto de ceélulas de
teratocarcinoma con actividad de fostatasa alcalina
estudiamos el efecto a distintos tiempos de tres detergentes
no idnicos: Tritdn X-100, Nonidet P—-40 Y Tween—-20, sobre una
suspension de aproximadamente 1 ox 107 celulas por ml,

cosechadas con Tripsina/EDTA. Los resultados se muestran en
la Figuwra 20, gue relacions el rendimiento de la extraccidn,
expresado en unidades totales de  actividad enzimé&tica con
los diferentes tiempos de accidn de los detergentes {(entre 2
v 10 min), mantenienda constante la concentracién de las
detergentes al 1 %. Del andlisis de sste grafico s puede
concluir gque 1 Tween-20, es el menos efectiwvo para extraer
la enzima, v que en tiempos de extraccoidn cortos, el Triton
=100, es el més eficiente. For esta razon,  fue elegidao

para la preparacidn de esxtractos con actividad de Fab.
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FIGURA 20

EFECTO DE DIFEREMTES DETERGEMNTES NO-IONICOS SOBRRE LA
ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINS DE  UN  EXTRACTO  DE
CELULAS DE TERATOCARCINOMA.

Una unidad de actividad enzim&tica () =se define como

la cantidad de enzima que hidroliza 1 M mcal de

prnitrofenil fosfato por minuto & 37 @ & pH 10,4,
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Ademis se estudid el efecto de diterentes concentraciones de
Tritdm X-100, sobre células cosechadas con Tripeina/EDTA.
Los resultados se muestran enn la Figura 21, en gue se
relaciona el rendimiento de la extraccidn, expresado  en
unidades totales de actividad enzimética, con las diferentes
concentraciones de detergente, durante S min. Se ocbhserva
que en concentraciones superiores al 1 % de Tritdn X-100,
hay un rapido decaimiento de la actividad enzimética,

probablemente por un etecto inactivante del Tritdn X—-100.

Como el medioc utilizado para cosechar las células contiene
tripeina, que es una proteassa gue modifica la superficie
celular, se compard el efecto scbre FAL de dicho método de
extraccion con el meétodo de casechar con GEN —el  cual no
tiene actividad proteclitica—- sin encontrar diferencias
significativas, por lo tantoc se prefirid el método con
tripeins que s mas rapido vy eficiente para esoltar las

céElulas del sustrato.

De investigd la capacidad de 22 anticuerpos para reterner 1a
actividad de FAL por el ensayo ELIGA descrito anteriormente;
16 de estos dieron resccion positiva. Erv la Tabhla 13 se
muestra las caracteristicas de los anticuerpos que se unen a
FaL v el grupc al cual pertenece el anticuerpo. L&
intensidad de la reaccidn medida por ELISA se expresd  en
torma arbitraria con cruces, gue indican la intensidad del
color amarillo al cjc del cheservador: también se indica el

valor de absorbancia & 407 nm de un  experimentoc  tipo. Se
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FIGURA 21

EFECTO DE La COMCENTRACION DE  TRITOM X-100 SORRE LA
ACTINVIDAD DE FOBFATABA ALCALINA DE UM EXTRACTO DE

CELULAS DE TERATOCARCIMOMA.
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TABLA 13

DETERMINACION DE ANTICUERFPOS MONOCLONALES QUE SE UNEN
DIRECTA O INDIRECTAMENTE A FAL EXTRAIDA DE CELULAS DE
TERATOCARCINOMA, MEDIANTE ELISA

Grupo Hibridoms ELISA=
I TC-5D1 ++ (0Q,798)
TC—-1C3 + {1,434)
I1t TC-AZR4FE ++ (0,726)
VI TC-GH1D ++ 0,864)
TC-HB&F4 ++ (Q,758)
TC-D78R4 ++ {0,820)
TC—4F4 ++ Q0,774
TE-1EZ ++ {0, 73E8)
TC-3D11 + (0,594,
TC-3C1 + {0, 460)
VIiI TE-1E16C11 + {(Q,32&)
TC-4D8 + (2,482)
TC-7C% + (0,4464)
TC-2H2 + {(0,494)
TC-1G9 {0,272)
TC-5A4 + {0,334

Nota: La intencsidad del color amarille al ohservador se
indica mediante signos: ++ intensamente positivoy <+
pasitivo; +- positivo tenue; - negativa.

Se indica entre paréntesis 1a absorbancia a 407nm.
Corresponde a la lectura de un experimenta.
Hidrélisie espontanea phpp 0,020,
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expresa el resultade de una sola serie experimental, porgue

1os distintos ensayos de ELISA muestran diferencias en la
lectura de fondo, 1o cual impide promediarlos. Es
importante destacar que los anticuerpos gue se consideraron

positivos, lo son en todas las seriecs.

El an&lisis de la Tabla 13 sugiere que existirian 2

anticuerpos gue corresponden al Grupo I  ({TC-3D1 vy TC-1C3)

que captuwra una forma de FAL que =g encontraria presente en
el oocito ¥ la maza celular v el trofoblasto del embridn
implantado. De los dos, TC-3D1 es el gue mostrd mavor
inteneidad en la reaccidn. Otro anticuerpo que pertenece al
arupos I11 {TC-A34F3S) reconcceria una forma de FAL que =se
observa en el cocito v luego se seqgrega al trofoblasto. Se
encontraron ademds 7 anticuerpos del grupoc V1 gue reaccionan
con una forma de FAL gue swgiria durante la segmentacidn.
De ellos, TC-EHIO, TC-HB&F4, TC-D78R4, TC-4F4 vy TC-1E3
fueron intencsamente positivos, mientras gque TC-3D1i y TC-3C1
mastraron una reactividad tenue. Estos anticuerpos, comoc es
caracteristico de este Grupo, no se unen a @moléculas
presentes enn la superficie del oocitoc W durante 1a
implantacidn se asociarian & una forma de FAL que se espresa

en la masa celular. Ademds, =e encontrarcn & anticuerpos
del Grupoc VIII gue reconccerian una forma de FAl que s8lc se

encontraria en las celulas de teratocarcinoma.

Debido a gue los anticuerpos gue reconccen FAl en el ELIGA,

pertenecen a 4 Grupos diferentes =se trataria de enzimas
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distintes, por lo que consideramos pertinente estudiar a
cuales de las isoenzimas de FAL descritas en la literatura
corresponden. Con este propésito, se realizd un ELISA
zgimilar al utilizado anteriormente, sdélc gue en esta
oportunidad se reemplazo el extracto de celulas de
teratocarcinoma por diferentes extractos de tejidos de ratén
adulto, obtenidos de manera csimilar. Se ensayd higado,

rindn e intestino.

Los resultados del ELISS con extractos de tejidos de
animales adultos se muestran en la Tabla 14. Se observa que
ninguno de los anticuerpos reacciona con la forma de FAL que
se expresa en &l higado. En cambioc, con el extractoc de
rifion los dos anticuerpos del Grupo I son positivos, TC-5D1
reacciona en forma intensa v TC-1C3 en forma tenue. Un
anticuerpo del Grupoc III, TC-A34FE, también fue positivo con
la iscforma remal de FAL. Del Grupc VI, 4 de 1ips 7
anticuerpos gue reconocern FaL ers Rty extracto de
teratocarcinoma, TC-SH1O0, TC-4F4, TC-1EZ vy TC-3C1l, fueron
debilmente positivos, mientras gue TC-D78EB4 fue intensamente
positivo con la isoforma renal de FAL. Del Grupe WVIII se

probd un s6lo anticuerpo, TC-1E16C11, el cual reacciond

debilmente con la iscforma intestinal vy renal de FAL.
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TABLA 14

DETERMINACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES GQUE SE UNEN
DIRECTA O INDIRECTAMENTE A FAL EXTRAIDA DE TEJIDOS
DIFERENCIADOS DE RATON, MEDIANTE ELISA

Grupo Hibridoma Higado Intestino Fifon

I TC-5D1 {0, 028) = 10,084) ++ {1,141)
TE-1CE {0, 074) - {0, 044) + {0,497

111 TC-A34F5 L, 0100 - {0,047 + 40,749)

VI TC-GH1O {0,0032) +— 40,113 +— {1, 134)
TC-HBLF4 {0,037 - {0,028) - 40,074)
TC-D78R4 (0, 002) +- LD, 18D ++ {0, 83Z7)
TC-4F4 {0, 0070 = {D,010) +=— {0,154)
TC—-1EX {0 ,038) — {0,042) +— (0,129)
TC~3D11 {0, D07) = A0, 030) - {0,083)
TC-3C1 {2,018) = {0D,080) += {0, 128)

VIII TC—-1E16CH1 — {0 03D +— {0,115) +—= (0,122)

Nota: La intensidad del color amarilic &l
indica mediante signaos: ++
positivoy +-~ positive tenue:

observador, se
intensamente positivoy <+
= negativo.

8e indica entre paréntesic la absorbancia a
Corresponde a la lectura de un experimento.
Hidrdliceis esponténea del pNpp: 0,020,

407 m.
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DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS ANTIGENOS

RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLDNALES

TRANSFERENCIA A NITROCELULOSA E INMUNOREVELADO

Fara determinar el peso melecular de algunos antigenos
reconocidos por los anticuerpos monoclonales de interés se
realizo una tranferencia a nitrocelulosa con extractos de
celulas de teratocarcinoma. Bin embargo, con ninguno de los
anticuerpos ensayados se obtuvieron bandas especificas.
Esta técnica no se continud usandoc porgue se csahe que  muy
pocos anticuerpos monoclonasles son reactivose mediante este

procedimiento {(véase Feizi, 1985),

IMMUNOFRECIFITACION

Este método para determinar el pesco molecular de un antigenoc
tiene la ventaja que la estructura de los epitopos s man-—
tiene mejor preservada gue en la transferencia a nitrocelu-
losa. Hemos aplicado esta técnica con algunocs anticuerpos
que han sido reclonados vy purificados mediante caprilatco
(Tabla 1%). Gin embargo, aun no tenemcs buencs resultados
debido & problemas de inespecificidad producidos por el
suero de conejo anti-rata. El antisuerc precipita en  forma
inespecifica componentes del entracto, por 1o cual es nece-
saric adsorberlo previamente con el extracto de TC-F9. Este
segundo anticuesrpo no puede ser reemplazado, porque la
proteina A no se une & los anticuerpos de rata (Razin et

al., 198&).




DETERMINACION DE LA SUBCLASE DE LOS ANTICUERFPOS MONOCLONALES

DE RATA

En la Tabla 1% =e muestra el resultado de la tipificacidn de
algunos de los anticuerpos monoclonales. Es  1lamativo que

la mayoria corresponde al isotipo IgM.




TABLA 15

CARACTERISTICAS DE ALGUNOS ANTICUERFOS MONOCLONALES
DIRIGIDOS CONTRA ANTIBENOS DE SUPERFICIE DE CELULAS

EMERIONARIAS

Grupo Anticuerpo Subclase
I Mor-F2(6 IgG2b
Mor—-1H&EBZ IgG26
Mor—-G&6D2 IgG2b
TC-5D1 Igt
I11 TC-2D140 IgGzk
TC~4ES IgBzZb
TC~-4R6 Igh
Vi TE~-EHS IgM
TC-HB&F 4 Igh
TC-1G13D4 Igh
TC-B74R7 IgM
TC~-D78R4 IghM
TC—-1iDh4 IgM
TC-3C1 IgHM
VIIT TC-1E146C11 Igh
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DISCUSION

El objetivo general de este trabajo ha eido investigar la
participacion de algunos antigenos de la superficie celular
del embridon inicial del ratén en el desarrocllo preim-—
plantacional , habiéndose postulado gue durante este periedm
=& expresan moleéculas de superficie que estén funcionalmente
comprometidas en la diferenciacién celular manifestada en el

bBlastocicsta.

En su busgueda se utilizaron Como hervramienta los
anticuerpos monoclonales, porgue permiten analizar los
componentes individuales de una mezcla de antigencse sin
necesidad de aislarlos. En los primeros trabaios realizados
para identificar antigenocs de diferenciacidn, se usaron
sueros policlonales dirigidos contra embriones iniciales o
celulas de teratocarcinoms. 5Sin embargo, €l usc de este
tipo de reactivos complica la interpretacion de los
resdltados por las reacciones cruzadas que persisten, aur gue
e realicen adeorciones para aumentar la especificidad. En
numerocsas oportunidades nos referiremos & ellos en esta die-—
cusion aungue su validez para identificar antigencs de dife-

renciacidn puede ser ocbietada.




140

INMUNIZACION Y PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

El uso de embriones preimplantacionales comoc material inmu—
nogenico para producir antisueros y anticuerpcs monoclo-
nales ha si1do limitado debido a su pequefic  tamafc v a la
dificultad de obternerlos en cantidad suficiente, puesto que
para inmunizar los animal es y desarrcllar los ensayos de
especificidad v seleccidn se requieren al menos MiCrogramos
de antigeno. Esta limitacidn ee sUpera en parte uwtilizando
coama inmunagenc células de teratocarcinoma  en  ver de los
embriones. Din embargo, con esta apro)imacion  experimental
no se pueden estudiar molécul as que sean exclusivas de los

embriones,

Al comenzar esta investigacidn ce empled un protocoloe de in-
munizacidn  isogénico  inocul ando ratones Ralb/c v Swiss
Rockefeller con mérulas de la cepa respectiva, suponiendo
que sclo serian inmunogénicos 1os antigence de diferencia-—
C1on expresados por 1os embriones: probablemente ee habria
reguerido una dosie mayor de antigenc v el ueo de Ccoadyvuvan—
tes para alcanzar un nivel adecuado de inmunizacidn. No =1
e  dnformado  sabre ningun protocole  con e=ztas Carac—
teristicas, en cambic, se& han desarrollado frrotocolose de
inmuanizacidn singénicos inoculande ratones can celulas  de
teratocarcinoma de la linea F9 para  producir  anti-sueros

policlonalese (Grtz et al., 1973; Gachelin, 1978,

El protocole mas  weado para  producir anticuerpos  mono-
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clonales contra antigencs embrionarics ha eido el aloge-
nico, inmunizando ratones con células de teratocarcinoma de
raton (Sclter vy kKnowles, 1978: Randle, 1982). Nileson et
al. (198&6) v Svalander et al. (1987) han utilizado un
protocol o de inmunilzacidn alogénico cor embriones,
inyectando intraesplénicamente machos de la cepa DRA/Z  con
un total de 40 blastocistos de la cepa CE7BL/&, para
producir anticuerpos monoclonal es contra maléecul as
comprometidas en la adhesidn del blastocisto al  esustrato
durante la implantacidn. fpsl  obtuvieron dos  anticuerpos
monoclonales de isotipo IgM., gue c=on reactivos con el
trofablasto, uwsando cantidades de inmundgenc en el orden  de
loe nanogramos. Fensamos desarrollar en el futuwroc este
protocolo de inmunizacidén, pero en  condicicnes isogéenicas

para evitar el polimorfismo.

Ern el presente trabaioc se empled urs protocclo de
IMmUniZaclon xenogénico, incoul &ndose ratas Sprague-DDawley
can un total de 200 mérulas de raton de & células. De la
tusion somética realizada con €l barc de esta rata se
obtuvieron 3  anticuerpeos monoclonales  {(Tabla 1), Estos
fueron seleccionados con células de teratocarcinome VoG OO
embricones, lo cual permite reconccer sclamente 1oc antigencs
que son comunes a ambos tipos celulares. Esta limitacidn
debimos aceptarla porgue una seleccidn realizada exclusiva-
mente con embriones era lenta v debia decidiree rapidamente

cudles hibridomas secretaban  anticuerpos de interés far &




expandirlos de inmediato a un mayor volumen de medio ¥

asegurar su crecimiento.

En los primeros trabaiocs en gue se emplearon protocolos de
inmunizacidn xenogéniceos, ee inocularon oocitos o embriones
preimplantacionales completos, en dosis superiores a las
utilizadas en este trabajo. For ejemplc, Moskalewski v
FKoprowski {1972) inyectaron aprosimadamente 2 x 10>

cocitos, Wiley v Calarco (1975) produjeron w suero  anti-—
bBlastocisto incculando un total de 1,6 % 107 plastocistos Y

Shevinsky e+ al. {1982) inmunizaron una rata con
apractimadamente 4,5 x 10% gorulas de 4-8 celulas de ratdn,

golubilizadas con detergente para producir anticuerpos
monoclonales. Estos Wltimos autores seleccicnaron los
hibrridomas con marulas, mediante inmunoflucrescencia
indirecta v radioinmunoensayo. De 220 hibridomas que
proaron obtuvieron sdéloc uno que secreta un  anticuerpo
moncclonal gue reconcce  un antigenc embricnaric. Ecte
anticuerpo es de isctipo IgM, 1o gue es caracteristico de l1a
respuesta inmune primaria. FPor comparacion con ese trabajc
se puede concluir gue nuestro protocolc de inmunizacion
#enogenico fue méds eficiente en cuanto a mumerc Yy calidad de
los anticuerpos ocbtenidos, puesto que inoculamos 5 veces
menos material y los tres hibridomas reclonados {(Mor—-F26s6,
Mor —HOERZ v Mor—-Go6D2) tienen isotipe IgB2b  {Tabls 137, 1o

cual es caracteristico de una respuesta inmune secundaria.

Finalmente desarrollamos otro protocolo de inmunizacicn
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renogenico invectando ratas con células  TO-FS por  via
endovenosa. Supusimos que de esta manera las modificaciones
de los antigencs serian minimas puestc  gue el uso de
adyuwvantes, cuande se inocculan célul as enteras, puede causar
lisie celular y degradacidn de algunas moléculas por efecta
de las proteasacs presentes en la preparacidn.  Un . protococlao
cemelante ha eido el més wtilizacdo Dara inmunizar  con
antigencs embriconarios, tanto para producir anticueros

paliclonal ee (Edidin v Gooding, 1975; Gachelin, 1978;
Calarco y Banca, 1979%; Ducibella, 1980; Yoshida v Takeichi ,
1982 Vestweber v Femler, 1984, , COomo anticuerpos
monoclonales (Goodfellow et al., 197%: Yoshida Noro e al.,
1984 Hamasima et al., 198%5; Gaunt, 198%5). Al revisar estos
trabajos se comprueba  que no hay uniformidad en  cuanto a

las dosis de antigenc v la via de inoculaciéng por otra

arte, en la mavoria de las ublicaciones citadas no ee
b E

=

menciona el titulo de anticuerpos séricos slcanzado por los
animales, lo cual es necesaric para estimsr el rendimiento
de estos protocolos en cuanto & calidad v cantidad de los

anticuerpos monoclonal es obteridos.

Lae ratas 1nocculadas de acuerdo con nuestro  protocclo
alcanzaron alrededor de 1000 diluciones de titula despuds de
la segunda inveccidn de antigenoa, megdido  por irmuric—
tlumrescencia indirecta, lo gue es adecusdo palra producie
anticuerpos monoclonal es. e hiro wuna fusidn  con lip—

tocitos esplénicas de  una rata  en que  la inveccidén de
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refuerzo fue la segunda inyeccitn de antigenc Yy por 1o
tanto, los hibridomas chtenidos corresponden a una respuesta
secundaria en el animal. De esta fusidn sg obtuvieron 43
hibridomas que secretan anticuerpos monoclonal es e
reaccionan con los embriones en alguna de las etapas de
desarrollo analizadas. La mayoria de las inmunoglobulinas
que han sido tipificadas corresponden a la subclace IghM
{Tabla 1) sugiriendoc que no =e  alcancd Uuns  respuesta
secundaria vigorosa. En  teodo casa, en ningun frabaic
publicado hasta ahora se ha obtenido un numerc tan altoc de
hitridomas que secreten anticuerpos con las caractericsticas

descritas en la seccidn resultados de esta Tesic.

Después de analizar los trabajos en que =e han buscado
antigenos especificos de la etapa inicial del desarrcllo del
ratdn mediante anticuerpos monoclonales, puede apreciarse
qu; esta metodologia no ha side 1a més eficarz para
identificar dichos antigenos: probablemente Do el
desconocimiento de las condiciones Gptimas de inmunizacidn
con embriones como podria ser su inyeocidn intraesplénica,
para gue iz respuests del hud=ped Sea dirigida

mayoritariamente contra antigenos de diferenciacidn.
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CLASIFICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES SEGUN LA

LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS

El uso de la técnica de inmuncflucrescencia indirecta para
estudiar la localizacién histoldgica v celular de un
antigenc al microscopio de luz es el metode mas sensible
para reconocer su unidn con el anticuerpa. Es preferible al
ensayo de citotoxicidad porgue éste depende del izmptipo del
anticuerpos v  los anticusrpos que ne  fiian complemento
aparecen como falsos negativos. Sin embargo, el ensayo de
citotoxicidad es complementaric de la inmunofluorescencia en
cuanto permite asegurar, cuando es pozsitivo, que el antigenc
en cuestidn se encuentra sohre la membrana celular. En este
trabajo hemos empleadc de preferencia el ensayo de
inmunofluocrescencia para localizar los antigencse recornocidos
por los anticuerpos monoclonales, complementandolo  en al-—

qunos casos con el ensayo de citotoxicidad {(véase Tabla 4).

En la primera etapa de este trabaic se estudid la loca-
lizacidn de los antigenocs reconocidos poar  las  anticuerpos
moncclonales en cocitos obtenidos de ovariac v en lps tejidos
del blastocisto implantadc. A=1 fue posible clasificar los
anticuerpos segun la presencia o ausencia del antigenc en
oocitos v en blastocistos implantados in vitra, va sea en su

maza celular o en sl trofoblasto o en ambos teiideos {Tabla

El Grupo I la componen 17 anticuerpos que FeEconooen
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antigenos que se expresan en el ooccito y luego en el
blastocisto implantado se reconocen en la masa celular v en
el trofoblastc. Su localizaciodn en los estados de dos y de
ocho celulas, reveld que estos antigenos estan presentes  en
mayor o menor  grado durante  todo este periodo del
desarrolleo. For esta razén, se trata de moleéculas que nio
sirven para definir preciszsamente un antigenc de estadoc, ni
tampoco  para estudiar linajes celulares en el embridn
preimplantacional: sin embargo, no =2 puede descartar que

correspondan a moléculas cuya expresion oourre sclamente  en

t

ecapas embrionarias v seria importante completar los
estudics de localizacidn en diverscs tejidos fetales v
adultos. Un ejemplo de esto, aungue no =ea un antigenc de

superficie, es la molécula de hemoglobina, gque presenta ura

forma fetal v una adulta.

La Tabla 1é resume algunos trabajos publicados por otros
autores donde se descriken antigenos cuya localizacion
permite incluirles en este grupn. En su mayoria ﬁan sido
caracterizados con  sueros policlonales producidos contra
oocitos de raton (Moskalewski y Foprowski, 1972), células de
teratocarcinoma embrionaric de ratdén (Calarco y Banca, 1979;
Banca v Calarco, 1984), conoc ectoplacental {Cearle N
denkinson, 197%) y placenta de raton Wiley vy Calarco,
1975 ., Utilizando anticuerpos monoclonales 24lo se ha
descrito un antigenc con las caracteristicas de este grupc

{Hamasima e+ al., 17851 . Sin  embargo, su  inclusidn es
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LOCALIZACION DURANTE EL DESARROLLD INICIML DE MAMIFERGS DE ALBUNOS ANTIGEMDS CARACTERISTICOS DE CELULAS EMBRIONARIAS,
WEDIANTE SUERDS POLICLONALES O ANTICUERPOS MONOCLONALES DESCRITOS EN LA LITERATURA:  BRUPDS Ly nym

GRUPO  ANIMAL DE

INNUNDE  ANTICUERPD

LOCALIZACION EN ESTADDS INICIALES DE DESARROLLO

OTRAS  CARACTERISTICAS EFECTD REF,

EXPER 60C 1 CEL ACEL B CEL BLAST BLAST INP LOCALIZ DEL ANTIGEND  DESARR
MCL 1 K PREINP
H Cobayo Hvos raton Suero + L1 + ¢ -+ HD ND N N 124
Conejo Bulli-5CC} Suero A-NI ¢ + + + LR Np Cel gera  Blicoprot Inhibe ?
masc {-) &7 XD 2
Rata -Fo AMC-F2 D + + + LR ) WD ND 1] L1 1}
PCCA aza !t
Il Lonejo 1C-402 AY  Suero + + + N #- & - i 1 N 40
Conejo 1 Suerp - - - N+ + - ND ND N 3
Rata 4-8 cel  AMC-SSEA3 + + + + + ¢ + - TICraton{-) Blicoprot LI V)
raton TC hus (4} 72, 45 KD
Rison
Erit hus
11 Lonejo Placenta  Suero APL + + + + + ¢ - +  Sincitiot Blicoprot NI 187
de ratén
Raton TC-PCI3 ANC-2C5 + + + + -4 ND Dviducto ND ND 140
Uters

KD: No detersinado.
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provisoria porque los autores no  informan gi el antigenc
reconocido por el AMC-FZ ecstd presente en oocitos, aungue
también lo observan en el estado de una célula. Se
omitieron en la Tabla 16 los trabajos en gue se usaron
antisuweros dirigidos contra células esplénicas Y del
cerebelo de ratdn (Solter vy Bchachner, 197&) porgue si  bien
reaccionan con antigenos que estan presentes en el oocito vy
estados preimplantacionales, su distribucidn sugiere gue
corresponden & moléculas constitutivas que tienen una
funcidn general. For la misma rardn  se han omitide otras
maléculas, como los alcantigenos o los antigenaos de
histocompatibilidad, gque también se enprezan en esta  etapa

iJohnson v Calarco, 1980b; Jenkinmson, 1981).

Es posible que los antigencs del Grupo I, cumplan alguna
funcion en el reconocimientco inmunclégico de la madre por el
feto durante 1a implantacitn, como ha sido propuestc  por
Wiley v Calarco (1975). FPara responder  esta  interrogante
tendria gue estudiarse la expresion de dichos  antigencs  in
viva v analizar la correlacion  entre esu gripresidn vy la

prefnez.

En el grupo II de nuestra clasificacidn deberiamos incluipr
los antigencs que se expresan en el ococite vy luego se
reconccen e6lo en la masa celular de blastocisto implantado,
pero no hemos observado ningdn  hibridoma secretor de

anticuerpos con estas caractericsticas, Otros  auvtores han

descrito antiaenos ue corresponderian a ecste grupo,
i Grupo,
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meediante sueros policlonales dirigidos contra célulacs de
teratocarcinoma (Edidin y Gooding, 1975) v tambieén medilante
anticuerpos monoclonal es producidos contra embriones de 4 &
8 células de ratdn (Shevinsky et al., 198Z), véase Tabla 16.
Este Wltimo antigenc, denominado 8BEA-3, ha esido utilirzado
para estudiar el linaje del tejido endodérmico del embrion,
perc a nuestro parecer nc define propiamente un antigeno de
diferenciacitn de esta etapa inicial del desarrcllo porgue
FEaCCiona  con otros tejidos embrionarios v adultos,
localizandose en algunas célul as de 1os tubulios renales  del
rindn de ratdan (Fox  ed ad ., 1981), en eritrocitos Y o en

celulas de teratacarcinoma humanc (Damiancv et al., 198

Se clasificaron en el Grupa 111 & los anticuerpos
moncclonal es gue reconocen antigencs gque se expresan en el
cocita v gue en blastocisto implantado  in vItE o =1

encuentsran sclusivamente en el trofoblasto.

Otros  investigadores han descrito antigenos can esta
localizacidn mediante antisuerco canvencionales producidos
contra placenta de ratén (Wiley vy Calarco, 197%) v  mediante
anticuerpos moncclonales contra teratocarcinoma {(Handle,
1982) {(véase Tabla 167. El  antigenoc caracterirade «Jaly
Randle (1982) se reconcce en el citoplasma del hueve  nao
tertilizade v en la superticie celular de los primeros

ectados de segmentacidn. Cuando se disocian los blastdmeros

de la mérud & avanz ada , meEdi ante inmuncod lucrescencd a

indirecta, se ocbheserva guie el antigene se elipresa  en tas
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celulas de mavor tamado y que en las ceélulae pequenas fsu
expresidn es  reducida © auveente. El miemo  autor, en
estudios de reagregacién de blastomercs, ha demostrado que
las blastdmeros («123 mernor tamano contribuven
s1anificativamente a formar la masa celular, mientras los
grandes se encuentran sdélo en el trofoblasto. Los
resultados sugieren gue el antigenc descrito por FRandle v
todeos los antigencs de este arupo  descritos  en nuestro
trabajo, san velilosos para estudiar el linsie de las celul as
trafoblédsticas  del emta1Gn inicial  de  mamiferoe, Debe
ternerse en  cuenta qQuie los ecstudics morfal dgicas

boquimicos revelan notahles diferenciacs entre  la masa
celular v el trotoblasto, peroc ne se hen descrita
diferencias categdricas entre masa celular Yy trofoblasto
presuntivos. For otra parte, los antigenos del Grupoc II1,
al igual gue los del Grupo I, podrian estar participando en
los mecanismos de reconocimiento maternofetal, como 1o
sugiere el hecho que algunos antigencs también =& encuentran

en el epitelic del oviducto v el Utera (Randlie, 198%2).

En el Grupo IV se clasificaron 4 anticuerpos  gue  reconccen
antigence gue edlc estan presentes en el oocitao. Ee
posible, ein embargo, que  correspondan &  antigencs  de
diferenciacidn que se expresan dwante la oogénesic Yo ogue

luego desaparecen durante el decarrcllo.

13

En el Grupo V se clasificaron 4 anticuerpos que reaccionarn

con antigencs cuva expresidn se inicia durante 1T
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segmentacion del embridn vy gue mas tarde, en el blastocisto
implantado, se encuentran tanto en la masa celular como en
€l trofoblasto. BSe han descrito numerosos antigenos gque ce
localizan en forma similar a los del grupo Y. Estos  fueron
caracterizados mediante antisuerocs convencionales dirigidos
contra blastocistos (Wiley v Calarco, 1975; Johnson ¥
Calarco, 1980&) vy células de teratocarcinoma {(Artz et &l.,
1973; Ducibella, 1980) o mediante anticuerpos monoclonales
de rata (Hemler et al., 1977; Hamasima et al., 1985 v de
ratan (Fenderson et al., 1983%) véase Tabla 17. El antigenc
detectado por el suerc singénico anti-células de TO-F9 {Arts
et al., 19737 fue propuecsto como un antigeno exclusivamente
embr-ionaric que participaria en los mecanismos de adhesidn
celular, puesto que es posible inhibir el desarrollo
mediante fragmentos Fab de las Ig6 del suerc (Kemler et al.,
19777 . For otra parte, estudios con anticuerpos
monoclonales de rata producidas contra estas mismac ce&lulas

(ECMAZ v ECMAT) han permitido definir un antigenc gue se

expresaria exclusivamente en las etapas iniciales del
desarrollo del embrion de ratdn. Los determinantes
. antigenicos reconocidos por eatos dos anticuerpos

moncclonales tienen una naturalerx cligosac&rida, que est4a
presente en el embricglican  (Muramatsu et al., 197%;
Muramatsu e? a1., 1983). &Un no esta claro que la molécula
reconocida con dichos anticuerpos monoclonales corresponda &
la especificidad reconacida proa el sUer G singenico

anti-ceélulas TC-F9.
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Fenderson et al. (1983) han descrite dos antigenos gue
también corresponden  al Grupo v, cuvos determinantes
antigenicos son reconccidos por los anticuerpos monoclonales
Cé6 v LS sbdlo después de tratar los embriones preimplanta-—
cionales con newraminidasa, sin embargo, este tratamiento no
5€ requiere para revelar la presencia de ectos epitopos en
embriones post-implantacionales. Estos resultados sugieren
que loc= epitopes reactivos con  estos anticuerpos estan
enmascarados por residuce sidlicos terminales v omuestran que
durante la embriocgénesis hay madificacianes de los

carbohidratos expuestos en la superticie celular.

En el Grupo VI, e clasificaron 14 anticuerpos que reconocen
antigencs cuyva expresidn surge durante la segmentacidn v
luego en la implantacidn se reconocen c=élo  en la masa

celular del embridn.

Al estudiar la localizacidon de algunos antigencs del grupo

<
s

en celulasz de teratocarcinoma inducidas a diferenciarse,

=
=

1]

cbhservé que todos =ze expresan en el endoderms parietal Y
ningurno en &l tejido mervioso. Esto es consistente con la
localizacidn de la mavoria de los antigencs de este grupc en
bBlastocistos implantados, puestc gque flucresce el entornc de
la masa celular interna, que es la regidn que corresponde al
endoderma presuntivo, en cambic no fluoresce el tallo,
Fegidn que corresponde al ectoderma presuntivoe {véase Fig.
17). Los resultados indican, por lo tanto, que disponemos

de anticuerpos Gtiles para estudiar la diferenciacidn vy &l
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LOCALTIACION DURANTE EL DESARROLLO INICIAL DE MANIFEROS DE ALGUNDS ANTIGEWDS CARACTERISTICOS DE CELULAS
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ANINAL OE  INNUNDG  ANTICUERPD  LOCALIZACION EN ESTADOS INICIALES DE DESARRDLLE  OYRAS  CARACTERISTICAS EFECTD REF.
EIPER 00C 1 CEL 4 CEL BLAST  BLAST IMP LOCALIZ DEL ANTIGEND  DESARR
NCI7T L PREINP
Raten TC-FY Buero-anti WD + + - ¢/~ ND CE Blicoprot Fab 3
F9 M, 22 Inhibe
Conejo Blast.  Suero A-B! - +- + - 4;/- - - Bvarip ND Inhibe 187
raton Placenta
Conejo Blast Suero A B12 - - - - &/~ ND TC-F9 2 Blicoprot Inhibe B9
raton 85, 70 1D
Cone jo TE-F9 Suero AF9-2 ND L1 + - &/ KD 1Y ND Inhibe 33
Rata 1C-F9 EtMA 2 y - + + + ¢ Ic Blicoprot No
ECHA 3 {eabrioglican) 128
Raton EC-SCC!  AMC-AS y ND KD L 1] ND + 0+ Ectoder Blicoprot RD 43
ANC-Ab Eadoder
Becidua
Rata TL-F9 o ANC-P2 ND - - - - ND KD KD ND 54
PCC4

ND: No detersinado
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linaje de las células de 1a masa interna del embridn.
Actualmente estamos completando los estudios de la
localizacidn en otros tejidos rara determinar si  alguno de
los anticuerpos de este grupo reconoce unn antigenoc que se

enprese exclusivamente en esbriocnes preimplantacionales.

Otros  autores han descrito antigenos que tiernen una
localizacion semejante & los del grupao VI, mediante
anticuerpos monoclonales de ~ata contra célul as de
teratocarcinoms FELE {(Gaunt, 1285) o anticuerpos

monaclonales de raton dirigidos contra células TC-E9Q (Sclter
y knowles, 1978) v contra baro de rataon (Stern e? al.,
1978). En estos dos Gltimos trabajics se describen antigenos
que aunque se encuentran en etapas iniciales del desarrclla
no  definen antigencs especificos de estado puesto que
también se expresan en algunos  tejidos diferenciados. El
antigenc de Forssman (Stern et al., 1978; Willison Y Stern,
1978 ese localiza en cerebro ¥ tejido linfoide, y el
antigenc SSEA-1 {Solter v Knowles, 1978) ce reconocce en el
epitelio del oviducto, dtero vy epididimo v ademd&s en cerebro

¥ tlbulos renales.

Al Grupo YII, corresponderian los anticuerpos quUe recornccen
antigenos cuya expresidn se inicia durante la segmentacidn 24
luego, durante la implantacidn, sdlo se Kprresan  en el
trofoblaszsto. Moo encontramos  ninguan antigenc con  estas
caracteristicas. Bu ausencia podria na  ser ararocsa  =ing

indicar que la determinascitn  del trofoblasta, el  primer




teiido en diferenciarcse del embridn, ocurre durante 1a
maduracidn del oocito antes de la csegmentacidn. Esta
hipdtesis es apoyada por los resultados de nuestro trabajo vy
también por trabajos de otros investigadores que han
cbrservado antigencs en el oocito los cuales durante 1a
segmentacion segregan al trofoblasto: Grupo III (Tabla 1&).
5i esta proposicidn ee correcta, las moléculas reconocidas

por estos anticuerpos se encontrarian localizadas en  las

cElulas peritéricas de la mérul a, genaranda la
especificacion regional gue est& involucrada ert la
diferenciacidén del traofoblasto {véass Figura 22 .,

Complementando este raciccinio, los monoclonales  del  Grupo
VI segregarian hacia células internas de la morul a. L&
existencia de antigenacs trofokléasticos especifticadas
regionalmente desde la oogénesis no estad  en contradiccidan
con los modelos propuestos para explicar el desarrcllo de
mamifercs v podria ofrecernpes una herramienta para estudiar
como 28 edpresa v regula la informacion espacial  del huevo
durante la segmentacion. FPor otra parte, la segregacion de
antigencs en huevos de mamiferc podria ser homdloga & la
distribucitn de localizaciones citoplasmédticas observadas en

les huevos de algunos invertehrados {véace Davideon, 197&4).

S& han publicado trabajcs en que se describen mediante el
usc  de  anticuerpos policlonales, antigenos que poderd an
quizas incluirse en el Grupo VII. Ez el casc de un antigena

que fue reconocido por un suero anti-gonadotrofina coridnica
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OOGENESIS COMPACTACION . BLASTULACION

GRUPO

GRUPO

B) — = AT Vi
!

FIGURA 22

SEGREGACION DE ANTIGENOS DE SUFERFICIE DURANTE LA
SEGMENTACION DEL EMERION FREIMFLANTACIONAL DE MAMIFEROS.

A. Moléculas reconocidas por anticuerpos del Grupo I111.
Antigencs de superficie cuya expresién se inicia
durante la oogenecsic. 5u  segregacién hacia lacs
celulas periféricas de la mérula determinaria la
diferenciacidn tlex estas celulas hacia el
trofoblasto.

H. Moléculas reconccidas por anticuerpos del Grupo VI.
Antigencs de superficie cuvya enpresidn  se inicia
durante la segmentacidn. Su localiracidn en  las
celulas intericres de la miarula, determinaria la

diferenciacidn de estas células hacia masa interna.




(hiley, 19745, Sin

considerarse un antigenc de diferenciacidn,
cerlo su receptor v por esta razoén, no lo hemos incluido €1

la Tabla 18. Er otros deos articulos ce decscriben

gue aparecen durante

trofoblasto, pero no se
celular interna; en uno

de ratdn (kometani et al, 1973) v en &l ctro contra cerebel o

de la miema especie (Zimmermarn et al. 197860,

Diversos autores han preparado antiesueros

de trofobhlasto humanc e

superficie gue se
tejido. Es el caso del

erpresa en el

transformadas v Th=, que se expresa en el trofoblasto v en
linfocitos {(Faullk v Hsi ,
investigd mediante citotoricidad la presencia del

Thz en placentas de diferentes dadorac fan

embargo, una

ecstudid su

erpresarian

trofoblasto v en
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hormona no puede

aunque pudiera

antigenos

la segmentacidn vy luego € el

presencia en la masa

ge habia inmunizado contra placenta

d

contra membranas

identificado  &lgunos antigencs de

preterentemente  en st e
antigenao

denominada T@a, que =e

ciertas lineas humanaec

1983) . Estudics en lose cuales ==
antigeno

demostrado que’

el antisuerc Th: es citotdxico s=dla para los linfocitos de

fored

&

polimorfico,

caracterizar un grupc importante de

TLA Faulk v Heil, 1987%)

Vindtooitos,

permitido describiv um antigenc, denominadeao TrFM, que sdlo

& enpresa en la superficie celular del

gunas placentas sugiriendo gue se

Ubservaciones de ecste tipo  han

trata de urn antigenc
permitido
antigencs, denominados

que reaccionan en forma crurada coan

tro antisuero preparado de marera similear, ha

sincicioctrofoblastao




LOCALIZACION BURANTE EL DEBARROLLO INICIAL BE NAMIFERDS,
EMBRIDNARIAS MEDIANTE SUERDS POLICLONALES O AMTICUERPGS N

TABLA 18

DE ALGUNOS ANTIGENOS CARACTERISTICOS DE CELMLAS
ONOCLONALES DESCRITOS EN LA LITERATURA: BRUPD VI
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ANINAL DE  INNUNOE  ANTICUERPD  LOCALIZACION EN ESTADDS INICIALES DE DESARRDLLD  OTRAS  CARACTERISTICAS EFECTD REF
EIPER OOC 1CEL A CEL B GCEL BLAST BLAST INP LOCALIZ DEL ANTIGEND
KT K17

Conejo TC-PCC4  Antisuere 11 - - KD Esperaat ND ND St
e

Rata Bazo de  AMC-NA/22.25 ND - + + Espersat  Elicoprot No 168, 188
Rison {Forssaan)
Cerebro
Tej linf

Raton 1C-F9 AMC-SSEAL - + + + Ectoder Elicoprot No 48, 81, 131
Endoder 144, 185
Cel gers
Bviducto
Utero

Rata TE-PCI3  AMC-2B5 - + + + Bviducto  Blicoprot No L1}
Utero
Esperaat

Rata 1C-F9 ECCD-{ - + + + Cel epit  Blicoprot Inhibe 192

ftuvoaorulina)

ND: Mo detersinads.
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Y no se reconoce en otras regiones del trofoblasto fu

mesenquima {(White y Locke, 1979).

Estos trabajos han tenido como obietivo fundamental analizar
la interfase maternc—fetal desde un punto de vieta
propiamente inmunoldgico v por lo tanto no =e ha estudiado
la ewpresién de estos antigencs duwante el desarrcllao
inicial, lo cual habria planteado problemas éticos por
tratarse de embriones humancs; sin embargo, en el caso de
tener reaccidn  cruzada  con embriones murincs podria

analirzarse cuando v dénde se inicia su expresidn,

Mo =e discutirdn aqui otros anticuerpos monoclonal es
preparados contra trofoblasto humano chtenidos de tlacentas
de diferentes tiempos de gestacian (Johnson et al., 1981ib;
Weblk et al., 1984). fAdemas, es importante destacar aue en
nuestro  laboratoric se estudiaron 44 anticuerpos mono—
clonales de ratdn v de rata gue eram en su mayaria reactivos
con trofoblaste humano. Estos anticuerpos fueron enviados
por la Organizacidn Mundial de la Salud (0OMS) para  analizar
los resultadeos de diferentes grupos de investigacidn en  un
taller sobre antigenocs de trofoblasto humano aue ze realizd
ern Toronto {Anderszon et al., 1987), Mingurno de ellaos
reacciond por inmuncoflucrescencia indirecta con oocitos  ni

blastocistos de raton implantados in witro.

Finalmente en el Grupoc VIII hemos clasificado lo=s 15

anticusrpos gue e ONOT S antigenos en celulas de

in
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teratocarcinomas v no en ococitos o embriones preimplan-
tacionales. La Gnica razdn para mencionarlos aqui es gque
alguros de ellos ¢ unen a fosfatasa alcalina, comoc se

discutirad mdée adelante.

EFECTO MORFOGENETICO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Se estudid el efecto que tiene la neutralizacidn de los
antigenos por los anticusrpos del Grupoe I, III, IV, V vy VI,
sobre la compactacidn, blastulacids e implantacidn. En las
condicicones empleadas en este trabaioc - diluvendo el medig

de cultivo de hibridoma com medic de cultivo de embriones,

en iguales wvolumenes — no se oheervd ningdan efecto
inhibitorio de las anticuerpos en el decsarrcllo. Sin
embargo, para poder asegurarloc habria sido necesario

realizar estudicos con fragmentos monovalentes {Fab) de las
anticuerpos monoclonales. De hecho, Kemler et al. {i9a0) Y
Hyatil et al. (1980 ochservaron que los fragmentos Fabk  de
las I1gBG de un sueroc policlornal de coneio dirigide contra
celulas TC-F9, producian una  inhibicien  del desarrollo,
mientras que la molécula entera no tenia efecto. Estamos
interesados en realizar experimentos con  fragmentos de
aquellos anticuerpos gque por =y localizacian sean e
interés, pero es necesaria que =u is=otipo corresponda & Igt
porque no estan descritas las  condiciones para generar
tragmentos similares al Fabk con IgM de rata {Rousseaux etf

al., 198&4).
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Hasta hoy, nc se ha caracterizado ningun antigenc de dife-—
renciacion que se exprese en  las etapas iniciales del
desarrcllo embrionaric, cuya neutralizacion mediante anti-
cuerpos monoclonales inhiba el desarrcllo. Sinp embargo, can
anticuerpos pocliclonales dirigidas contra blastocistos
Wiley y Calarco, 1975) v contra células de teratocarcinoma
Femler et al., 1977, Hyvafil et¢ al., 1989 y Ducibella, 1980,
g2 ha observado inhikicidn de la compactaci én % S
Elastulacidn. Ee posible que ura fraccoidn de los
anticuerpos de estos sueros este dirigida contra moléculas
implicadas en adhesidn celular, puesto que no hay evidencia
que su efecto se deba a la neutralizacien de antigencs de
diferenciacion, comoc se ha demostrade en cambio, mediante
anticuerpos monoclonales con laos cuales ha sido posible
identificar unoc de los antigenos reconocidos por el
antisuero contra células—F% {Yoshida-Noro y Takeichi, 1984).
El anticuerpc ECCD-1 tiene como ligando una glicoproteina
denominada uvamorulina o cadherina (véase introduccidén) gue
participa en los mecanismos de adhesion celul ar dependientes
de Ca™=, {Otros estudios, mediante antisuercs preparados

contra el material gue ee libera al cultivar um  tumor
mamaria humano &n un medio libre de suero, muestran  que
probablemente esta misma molécula o moléculas muy semejantes
estdn presentes ern numerosas teiidos epiteliales
emtdv-icnarions v adiltos, cumpliendo probablemente el mismno
papel en la adhesidn celular Damsky ¢ al., 1987, Sabrre

la base de estas chservaciones se ha propuesto gue  la  uvo—
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morulina podria tener una funcidn analoga a las moléculas de
adhesidn celular (CAM) descritas para otros sistemas en
desarrollo, especialmente en la formacisn del sistema
nervioss (Edelman, 17873 Damjanov, 1986a; Izguierdo, 1984&).
Como vya fue planteadoc en la introduccion, 1la amplia
distribucidn biclégica de uvaomorulina, la descarta como
antigeno de diferenciacion exclusivo del desarrcllc inicial
de mamlfercs vy obliga & reconsiderar 1= erxistencia de

antigenos de diferenciacidn gque operen durante este periodo.

Hemos estudiade el efecto de todos ios anticusrpos
monoclonales, agregados salos o en mezclas, sochre la
adhesividad de las células de teratocarcinoma al momento de
sembrar vy en cultivos va establecidos aue eran subcon-—
fluentes. Be observéd gue las merzclas del anticuerpo TC-407%
con TC-4B4 ¢ TC-BR4 & TC-4B7, cuando ce agiregan al momentao
de sembrar, inhiben la extensidn de las celulas; es decir,
aungue estas se adhieran al sustrato permanecen  formando
actmul os redondeados, como célulacs aglutinadas, en gue no se
distinguen los limites celulares. Este resultadoe no se
obserwvd con ningan anticuerpo por s =cla. El  anticuerpo
TC-4C3, gque produce este efecto en combinacidon con leos antes
mencionados, se localiza en el cocito pera durante la

implantacidn segrega al  trofobhlastc, Emn 1a condiciones

i

exparimentales ensavadas por nosotros no inhibe la extensién

de este teijido.
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Aungque ningun anticuerpo tenga efecto por =i solo sobre 1a
adhesividad de las células recién sembradas, algunos
(TC-BEB4, TC-4H7 v TC-3D4) afectan 1a adhesividad de ceélulas
en cultivos va establecidacs que son subconfluentes. Es
posible que la tripsina utilizada para cosechar células haya
digerido los correspondientes antigenos v éstos regensren en
cultivos establecidos. Sin embargo, el fendmenc de adhesidn
podria ser dependiente del estado de las celulas en cultivo
porque la mercla TC-4C3  mas TC—-4R4, que inhibe ls
adhesividad de células recién zembradas no tiene efecto en

cultivos subconfluentes,

Ozawa et al. (1985) han descrito en celul as de
teratocarcinoma un efecto similar sobre la adhesion,
producido por un antisuero policlonal dirigido contra una

glicoproteina aislada del teratocarcinoma O7TT6050, mediante

una  columna de afinidad prepar-adsa con una lectina
{aglutinina de Ricinus Comunisc). Este antisuerc tambieén
inhike la adhesién Y% extensidn del trofoblasto de

blastocistos implantados in vitra, La caracterizacidn del
antigeno o de los antigenos comprometidos en este efecto, ha
mostrado que la malécula involucrada ez una glicoproteins

ton un pesc melecular de 125 kD (Knudsen ef al {1285 .

Wilizando anticuerpos moncclonal es producidos contra

celulas de embricnes de polloc, han encontrado un antigeno

que por electroforesis en geles de poliacrilamida =1

=

resuelve en tres componentes de pesc molecular 160 kD, 135
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kD y 110 kD, cuya neutralizacion afecta la adhesidn de las
celulas de teratocarcinoma al sustrato. Mo hay pruebas de
gue las molecul as descritas o ambos grupos de
investigadores sean las mismas, aunque  es  sugerente  gue
ambras sean glicoproteinas que participan en una funcion

semeiante y con un pesc molecular similar.

CARACTERIZACION DE LOS ANTIGENOS

Coma algunas propiedades de fosfatasa alcaling sugierern que
podria definir un antigenc de diferenciacidén, nce interesd
estudiar la& union de nuesstros anticuerpos monoclonales & 1a
fosfata alcalina presente en un  extracto de celulas de
teratocarcinoma solubilirzadas con Tritdn X100, Se utilizg
un  ensaye de ELISA indirecto, en que los anticuerpos
moncclonales se emplearon comc elemento  de captwa de 1la
enzima. La placa de CPV no se activa directamente con los
anticuerpos moncclonales, sinc que previamente se pusc un
suero de coneic anti-inmunoglobulina de rata {(Fig. 20}, para
rezlizar un ensavo en gue sl sitic de combinacidn de los

anticuerpos estuvieras totalmente expuesto.

Los resultados del ELISS mostraron que  de G2 anticuerpos
monoclonales  ensavados, 14 =se umen & Fal directa @
indirectamente v retisnen su actividad. Mo es posible
sfirmar que se trata de un  reconocimiento directo de 1a

mulecula de FAL  porque en los extractos obtenidos con

detergentes generalmente se formar miscelas. For esta razon
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es posible que en ellas FAL esté acsociada a ua o varias
proteinas gue podrian ser los verdadercoc blanco de estos
anticuerpos. Los anticuerpos que capturan actividad de FalL
pertenecen & ditferentes grupos: TC-5D1 v  T1C-1C03  pertenecen
al  Grupoc 1 TC-4F%  pertenece  al Grupc 111 TC-Ed410,
TC-HB6F4, TC-D78R4, TC-4F4, TC-1EX, TC-3D11 \% TE-3C1
perterncers al Grupao VI vy TC~-1E16C11, TC-4DB, TC-7C9, TC-2HZ,
TC-16Y v TC-5A44 pertenecen al Grupo VIl Una  manera de
comprobar 1 unidan de eetos anticuerpos & FAL e @) S EaY G
ge transferencia a nitrocelulosa e inmunorrevel ado o también
la irnmuncprecipitac:dn. Eaetos experimentos == ect &
realizando v aun no e tienen recul tadoe concluventes, Q&
posibilidad, es disponer de FAL purificads desde las células
FY v realizar un encsaya  de ELISS convencional , con el

antigeno pegeado directamente a 1a placa de FVC.

Nusstros resultados SUGL EFen que e el embr i dn e

exprezarian al mencs dos formas  de  Fal: L& que  gutaria
presente desde el ocociteo v otra desde la segmentacidn del
embricn.  En segundo lugar, los resultados indican que las
celulas de teratocarcinoma gedpreszarian m&és de urna 1ECENT 1 MmE
de F&LL, 1o el caontirma obhservacicones de alauros

investigadores en otros  tipos celul ares tumorales (Herz

1985 .
La actividad de FAl se reconcce en embricones - por metodos
citoguimicos o bicouwimicos -  sclamente desde el estado

tzrdic de 4 células tlehivama e  Izguierdo. 1977 Izauierdo
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et al, 1980; Izquierdo v Marticorena, 1975). 5in  embargo,
los resultados muestran que alguncs anticuerpos moncclonales
— de los grupos I y 111 - reconocerian la enzima desde el
estadoc de oocito. Esta discrepancia podria rplicarse
suponiendo gue FAL est& presente, pero inactive, desde antes
del estado de 4-células ©, menos probablemente, que =u
concentracion estd por debajo de la sensibilidad del metado
bicguimico v de las metados citoguimicos emnpl eados.,
Resultados recientes de nuestro laboratoric muestran gue
crando se cultivan durante una hora quimetras farmadas de
embriones en estado de Z2-celulas, las regicnes de contacto
interblastomérico revelan actividad de FAL, con el miemo
metodo citoquimice gue sole la revela en el stado de
4-celulas avanzado de embricones novmales (Sepllveds =3
Izguierdo, cobservaciones no publicadas). Estps resultados
sugieren que podria tratarse de la activacidén de una

moléculs pre-existente.

Mo obstante lo  anterior, pensamocs gue  aun es  prematuwro
comparar los resultados cbtenidos con métodos citoguimicos v
los resultados obtenidos por inmunoflucrescencia Yo por
ELISA, porgue nc hemos ohservado  un patrdrm  de inmuno—
flucrescencia que cea semejante al citoguimica. LCon este
timo método se reconoce actividad de fosfatazsa alcalina

exclusivamente en los contactos celul ares d

il
il
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Faud
m
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Q.
o
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m

4 celulas tardio v no en la superficie celular libre

{Izguierds et alf., 1980). La discrepancia entre nuestiracs
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observacionez con el método de ELIGA v observaciones
anteriores con meétodos citoguimicos no  podra resol verce
hasta gue tengamos seguridad de gue el ELISA identiftica la
propia enzima v no otras proteinas unidas a esta, las cuales

podrian  ser distintas entre los primeros estado de

if

desarrollo v los estados més avanzados.

El hecho gue los= anticuerpos monoclonales gue se urnen a FAL
s& encuentren distribuidos en diferentes grupos seglan la

localizacian  del antigent, nos induic Compar ar ieg

0
1n

ispenzimas descritas en distintos tejidos con las exprecsadas
par los embricnes. Con este proposito se estudid, mediante
inmunofluocrescencia indirecta, la union de estos anticuerpos
& diferentes tejidos diferenciasdos de ratdn que expresan las
iscenzimas de FAL v tambien, se estudid su unien a FaAL

obhtenids de extractos de tejidos diferenciados tratados con

Tritdm ¥X—100,

Los resultados preliminares de estos ensayce mostraron  gue

ningunc de los anticuerpos reconoce la iscenzima de Fal  gue
se erpresa en el higado, ni en el intestino., en camhbio

wt

algunoe reaccianarian con eritopos que se encuentran e&n la
formea renal, que corresponde & la  forma  no especifica  de

tejidos {Tahkla 143, Ez interesante mencionar el caso de los

anticuerpos TC-HB4F4 v TC-3D11 que no fueron reactivoe  con

i

ninguna de estas isoenzimas, sugiriendo, o hbien gue el
epitopo que reconooen no &8 accesible en  esstos tejidos o

bien gue se trats de epitopes que s expresan  =dlo en el




embridn preimplantacional y celulas F? vy gue por 1o tanto
reconocen una forma de FAL gue podria definir un antigeno de
diferenciacién. Eete prohlema requiere un  estudic mas
profundo, en el cual se purifique FAL, por ejemplo, mediante
columnas de afinidad preparadas con  estos anticuerpos vy
luego se caracterice la enrima retenida en cuanto a algunas
propiedades fisicogquimicas coma pesoe molecular, contenido Y
tipo de carbohidratos Y  también efecto de inhibidores

especificos de cada una de las  formas descritas de FalL.

H

sta aproximacion experimental ha sido usada para estudiar

f

fond

as icscenzimas de FAL cue <o esprrezan en itejidos  dasen
Y

t

hepatico (Bailyes et al., 1987;.

fungque una interpretacidn sea premstura, conviene dectacar
que todos los anticuerpos que =& unen a FAL en cortes de
tejidos, observados por inmunoflucrescencia indirecta,
presentan una localizacian mUuy marcadsa en una zona vecina de
las células gigantes de trofablasto que al parecer
corresponde a material fibrilar de 1a decidua. 8in EmbargQo,
carn la misma técnica no hemos encantradoe reaccidn pasitiva
con ninguno de los anticuerpos en tejido renal, resultados
que estan en desacuerdoc con el ensavo de ELISH. Uria
explicacidan posible es que en  cortes de teijido renal las
eplitopos no sean accesibhles al anticuerpo, en camhic queden
expuestos en los extractos por efecto de 1a sclubilizacidan

con Tritdn ¥—-100.
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Nuestro principal interés en el futuro se centrard en
detectar anticuerpos que inhiban la actividad de FAL para
estudiar su funcion en el desarrolleo preimplantacicnal. Es
conveniente destacar gue uno de los anticusrpos gue e une a
FAL (TC-E78R4) estd comprometido en el efecto morfogendtico

ocbzervado sobre células de teratoccarcinoma.

Como  comentaric final scobre la caracterizacion de lo=
antigenos reconccidos  por  los  anticuerpos monoclonal es
obtenidos en este trabajo, guisiera aclarar que no  es

posible preci=ar el namero total de antigenos reconocidos
par el repertorioc de anticuerpos. A priori podria decirse
gue hay & moléculas, una por cada unc de  los grupas
eztablecidos, excepto el IT v el WII. Sin  embargo, el
analisis de la localizacidn sugiere que en todos los grupos
hay mas de una molécula hlanco de los anticuerpos. Fara
precisar este andlicis es necesario, ademds de determinar la
locsliracidn histcldgica en  embriones voooen diferentes
tejidos, conocer va ses la composicidn polipeptidica de los
antigencs por inmunoprecipitacion o el peza molecular de los
pelipeéptidos  inmunorreactivos mediante transferencis &
nitroceluloss. Estos experimentos han sido dificiles de
realizar por los problemas gque presentan los anticuerpos
monoclonales cuando se estudian por  estas  técnicas {véase

Feiri, 1285,
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CONCLUSIONES

1. Hemos producido &1 anticuerpas monoclonales, 48 de los
cuales reconocen, mediante inmunofluorescencia indirecta,
antigenos de superficie celular comunes a enhriones

preimplantacionales v a células de teratocarcinama.

Z. Estos anticuerpos moncoclonales se han agrupado en 8 clases,
de acuerdo a la localizacidan del antigenc en ococitos, en los
tejidos del blastocisto de ratén implantade In vitro Y o oen
teratocarcinoma. De las 3 clases, 2 representan categorias
posibles perc no hemos obserwvado anticuerpos que tengan esas
propliedades. La agrupacidn de 1los anticuerpos en las

restantes & claszes sugiere gque hemos detectado por loc mencs

& antigencs diferentes.

3. Lba distribucidn espacial v  temporal de los antigenos
reconocidoes por los anticuerpos moncclonales en embriones v
tejidos diferenciadaos sugieren que 9 anticuerpos podrian
SErViE comn marcadores del limaje de las celulas
trofoblacticas {Grupo 111) v gue 14 de ellos podrian  servir

comc marcadores del linaje de lasz celulas de la masa celular

interna {Grupo VI).
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La ausencia de anticuerpos monoclonales que reconozcan

antigenos que aparezcan durante la segmentacién Y que  luego
durante la implantacicn se expresen en el trofoblasto, tanto
en nuestro trabajo comoc en los de otiros autores, v por otra
parte, la presencia de 9 anticuerpos gque reconocen antigenos
expre=zados en el cocito Y gue luego segregan al trofoblasto,
sugiere que la determinacidn del trofoblaste =e inicia
durante la cogenesis v procede PO seqgregaci én de

componentes hacia la periferia del emba-ion.

Mingumo de los anticuerpos monoclonales interfiere con el
desarrallo hasta el estado de blastocisto implantado, rera
mezclas de estos afectan la agregacion de células de
teratocarcinoma in vitra cuandeo se agregan  al momentc de
sembrar v también algunos anticuerpos producen este efecto
individualmente cuandco £e agregan & cultiwvos subconfluentes

de teratocarcinoma.

De los anticuerpos moncclonal es, 19 s&e unen directa o

indirectamente in ¥itrae a fosfatasa alcalina asocianda

ecsta propiedad con 1a clasificacidn en grupos se propone que

hay al mence 2 iscenrimas de Fal activa o inactiva, en

embriones preimplantacional es,
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