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Resumen Hemos desarrollado un anticuerpo monoclonal formaldehído al 1 % más glutaraldehído al 1,25%, seccio- 
que marca astrocitos en las 3 especies de mamíferos nándose a 30 pm. El tejido humano fue también fijado, bien 
(humano, mono y rata) testadas. Utilizamos como inmunó- con formol tamponado al 10% o con paraformaldehído al 
geno, tejido de hipocampo extraído de un cerebro pp humano 4%, e incluido posteriormente en parafina. Los cortes se 
después de su muerte. El examen neuropatológico del cere- 
bro reveló una angiopatía congofiiica. El tejido fue congela- 
do hasta su homogeneización e inmunización por inyección 
del homogeneizado tisular en ratones de la cepa BALBIC de 
8 semanas de vida. Se utilizó un protocolo estandarizado 
para la fusión de los linfocitos del bazo del ratón con células 
de mieloma NS-1 carentes de la enzima Hipoxantina 
Guanina Fosforribosil Transferasa (HGPRT (-1) obteniéndose 
hibridomas cuyos sobrenadantes fueron probados mediante 
tests ELISA, técnicas inmunocitoquimicas (PAP y ABC) y 
técnicas de inmunofluorescencia. El anticuerpo monoclonal 
obtenido es una IgM, y reconoce una proteína de 43.000 
daltons, determinada ésta mediante Western blot. Las prue- 
bas inmunohistoquímicas se realizaron en tejido nervioso 
humano fijado con paraformaldehído al 4% y ácido picrico al 
0,02% mediante perfusión intracarotídea, y seccionado con 
un micrótomo de congelación a 30 6 50 pm. El tejido nervio- 
so de mono se perfundió por vía transcardíaca sólo con 
paraformaldehido al 4%, siendo seccionado a 50 l m  El tejl- 
do de rata que se fijó inicialmente siguiendo el mismo proto- 
colo de peifusión que se empleó con el tejido de mono, dio 
mejores resultados cuando se fijó con una mezcla de para- 
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intensificaron tras aplicar estas técnicas, con osmio-tiocar- 
bohidrazida. La dilución óptima del anticuerpo se tituló en 
1/50-1/100. En todas las especies probadas, los astrocitos,, 
tanto fibrosos como protoplasmáticos, se marcaron intensa- 
mente, incluso en sus prolongaciones más finas, tanto en la 
sustancia blanca como en la sustancia gris. La perfusión de 
tejido de rata sólo con paraformaldehido al 4%, resultó en 
un escaso marcaje limitado tan sólo a la glía subpial y a la 
glía de Bergmann del cerebelo. Su perfusión con parafor- 
maldehído al 1 % y glutaraldehído al 1,25% dio un marcaje 
similar al observado en el tejido humano y de mono. El mar- 
caje resultó nulo en aquellos cortes incluidos en parafina y 
previamente fijados con formol al 10%; sin embargo, la fija- 
ción con paraformaldehído y su posterior inclusión en parafi- 
na dieron un marcaje similar al observado en cortes de tejido 
congelado. Este anticuerpo monoclonal presenta una alta 
especificidad para la población astrocitaria en el sistema 
nervioso de mamíferos, pudiendo ser útil en una gran varie- 
dad de estudios de situaciones normales y patológicas del 
sistema nervioso. 

Summaty The development of a monoclonal antibody 
that selectively iabels the astrocitic population of the central 
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the sarne protocol, altnough better results were sean afler bl~: el grddo (le nllidad del inrniiri6gciio. 
shifling to 1 Y6 paralormaldehyde and 1.25% giutaraldehyde 1.3 üplicación de uri rn6twlo de t>roducciúri dc 

newous system in the three species tested (hurnan, monkey 
and rat) is described. The tissue used as immunogen con- 
slsted in a sector of the human hippocampus (CAI) from a 
brain removed shortly afler death. The neuropathological 
examination in this case reveaied an congophilic angio- 
pathy. The tissue was frozen until homogeneization and 
intraperitoneal ínjeciion ín 8 weeks old BALB/C mice, afler 
which lymphocites from the spleen were fused with NS-1 
rnyeloma cells devoid of the enzyme Hypoxantine Guanine r Phosphoribosyl Transferase (HPQT (-) ) followmg standard 

1 proeedures. The resulting hybridomas were tested by EUSA 
agsays. immunofluorescence and immunohistochemical 
(PAP and ABC) techniques. The monoclonal antibody obtai- 
ned was identified as an IgM and the Western biot analysffi 
indicated that it recognizes a protein of 43,000 dalton. 
Immunohistochernistty was performed in 30 or 50 pn sec- 
tions of human temporal lobe perkised through the carotid 
arteries with a mixture of 4% paraformaldehyde and 0.02% 
picric acid. Monkey tissue (sectioned at 50 lm) was obtai- 
ned from a brain with the same fixation. Rat t ime followed 

(sections were 30 pm thick). Paraffin emhedded human tis- 
sue (fixed h either 10% buffered formaiin or in 4% parafor- 
maldehyde) was also tested. All immunoreactions were 
intensified in a solution of osmium tetroxrde and thiocar- 
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minantes simadas en la superficie del antígeno y se 
unen a ellos. La combiaaci6n del anticuerpo con el 
antígeno desencadena cierta procesos capaces de 
neutralizar y eliminar ia sustancia extraña. 

Cuando se inyecta un agente inmnnizante en un 
animal, &te responde elaborando anticuerpos dirigi- 
dos contra las diferentes mol~cnias antigéniw del 
material inyectado y contra los distintos determi- 
nantes de un solo antígeno; produciendo también 
diferentes anticuerpas que se acoplan, en maya  o 
memt grado, a un mismo determinante anrigénku. 

Cibicamente, los anúnrerpos se producfan por 
inmunización de un animal con un antígeno deter- 
minado, y posteriormente se pugficaba el anticuerpo 
a partir del suero del animal inmunizado. La escasa 
especificidad de los antisuei-os obtenidos, limita su 
aplicaciones como reactivos de  inmunoensayos. 
Además, es difícil repetir las condiciones para la 
obtención de un antisuero de actividad definida, ya 
que es imprediccible la reacci6n del animal y variíi- 

bohydrazide. The rnonoclonal antibody gave best resulrs at 
a dillition of 1: 50-100, where it gave a sharp labeling o1 
both fibrous and protoplasmic asfxocytes up to the most 
delicate processes, both in white and the grey matter. Rat 
tissue fixed in only 4% parafomialdehyde resulted in less 
optimal labeling, mostly restricted to limiting glia and 
Bwgmann glia The other fixation prolocol (1% paraformal- 
dehyde and 1.25% glutaraldehyde) gave a labeling compa- 
rable to monkey and human tissue. Paraffm embedded tis- 
sue was posltive and similar to that obtamed in frazen tis- 
sue, onlywhen used the 4% pa~aforrnaldehyde fíxation, but 
not when it was fixed in 10% formalin. Therefore, this 
monoclonal antibody has high specifictty for the ashocitic 
population in the nervous system of mammals and it can be 
usefvl in avariety of studies of the normal and pathologioal 
situations of the newous system. 

Introducción 
Cuando una sustancia exrraña penetml o se inyec- 

ta, m el cuerpo de un uertebrado, uno de los aspectos 
de la consecuente respuesta inmune es la produccián 
de anticuerpos por parte de ciertas célulw piasmgti- 
as. Los anticuerpm son inmunoglobulinas con siriw 
de combinaridn que reconocen la forma de los deter- 
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anticue&s basados en la ternologí~del híbridoma 
(4, 5, 6, 11, 12, 13, 19) pennitiO la obrencián de 
hfbridas celulares con una cappacidad ilimitada de 
ptoliem y de producir constantemente un mismo 
anticuerpo. El desarrollo y aplicación de anticnerpw 
monoclonales (1, 2, 3, 7, 8, S2) ha contribuido, en 
gran medida, al deswbtimiento de un alto número 
de determinantes antigenicos intmcelulares o locali- 
zados en la supedicie celular, caractetíscicos de dife- 
rentes ripos o subtipos celulares. 

Los anticuerpos monocl~ndes detectan estructn- 
ras proteicas especlficds, permitienda pr~fundizar en 
la estructura funcional de las neuronas. Por lo tanto, 
es posible establecer el diilp,n&tico de muchtls enfer- 
medades a nivel moleenlar, lo cual dectaca como una 
de sus principales aplicaciones. Al mismo tiempo, 
son capaces de  detecta^ antígenos en b a j ~  proborcián 
y poblaciones celulares pequeñas, especiahehte en 
aquellos casos en los que se emplean mezclas antigé- 
nicas compLejas en La inmunización de animales. 

SU empleo constimye una poderosa herramienta 
para la microdiseccián @mica, anatámica y funcio- 
nal de sistemas complejos, como es d caso del siste- 
ma nervioso. 

El sistema nervioso está compuesto pos una mez- 
cla de poblaciones celulares distintas, organizdas 
anatómicamente e interrelacionadas fuacionalmente. 
Las técnicas morfolbgicas clásicas identifican neuro- 



nas y células gl~rrles~ como las do8 mayores poblacio- 
nes ceiulares del sistema nervioso, 

Los anticuerpos monoclonales, capaces de recono- 
cer un determinante antigénico íinico dentro de un 
complejo antigáiica, han abierto una n w  etspaen 
el campo de la aprorimaciBn moleculsrt al estudio 
del sictema nervioso. 

La aplicación de las ecnicas de producción de 
anticuerpos monoclanales partiendo de tejido ner- 
v i o ~  humano como inmunógeno se hs visto limita- 
da pos la dificultad en consquir tejido nervioso 
humano Fresco, y par su rápida audisis postmor- 
tem, lo que tequiere una &pida extracción y proce- 
samiento del cerebro. 

Nuestro trabajo ha ido encaminado Micamente a 
la obtención de un anticuerpo monoclooal capaz de 
reconocer de forma espeeúica a l w a  de las poblado- 
nes celulares del sistema nervioso cenrwl, Miendo 
resultado un anricwrpo que marca sekctivainente 
los asrroutos. 

C lh i c~men t~  ka glía eh$Ioba dos grandes g r p  
hindruiientales, la irn~ogliia y la oligodendrag1ía. La 
astroglfa se ha dividido m dos subclases: los asttoci- 
tos f i b r m  ioealizados phrencemente en la sustan- 
cia blanca, p que expresan, de forma característica, 
muchos b n t o s  glides; y los astrocitos protoplas- 
mátims 1-03 fundamenralmente a nivel de la 
sustancia gris, y que expresan una pequeña canctdad 
de filamentos gliales. 

Material y métodos 
m ó a y  preparaci6n del cerebro 

El tejido utilizado para la itunuaizaaóni y poste- 
rior obtenci6n del anticuerpo monoclonñl, fue de 
una mujer de tTÉI años de edad que falleció sin afecta- 
a6n neuroldgica ni psiquiátria. El estudio anato- 
mopo16gico me16 unaangiopatia can&?ica. 

El cerebro se &tuvo 1 !m= d& del Meirnien- 
t ~ ,  s@ d k ó  el hip~~ampo y 6e miajo el sector CA1 
del hipocampo izquierdo, corrándde ehhgmentos de 
un peso medio aprOaam& de 125 mg Eavda uno. 

Ifpmogmeizacith y pmepadn del k x h ~ ~ & g e ~ ~ ~  
Dos de esros fiagmentm se descongelaron a rem- 

pera- ambiente durante 15 mihutas, y se homo- 
geneimn en un homogenizador (Kinemgtica AG 
Polytron PT 300) durante 2 minutos. 

mnams. El i n t e d o  de tiempo entre urda inyezi6n 
de recuerdo fue de 3 semanas. 

En la primera inyecciórr (dfa O) se mezclaron 250 
pi del hornogeneido tirular en mIuuán xnosa con 
250 pi de adyuvante completo de Pceund (CPA), y se 
inyectaron por via i n t q e r i t o d .  

E1 día 22 se inyecte5 la segunda inyección de 
tecuerdo, mezcl6ndose 250 N del homo@neizado 
t isuh en solución acuosa m 250 u de adyuvante 
incompleto de Fcmd (IFA), y se inyecwron par vía 
intraperitoneal y subcu&nea. 
Los días 43 y 64 se repitieron las inyrnciones a las 

mismas dosis y por las mismas vías. 
El día 85 se administró 1ai tlltima inyección de 

recuerdo al c d n  mris iimiunomaafvo, tras c e a l k -  
se un test ELISA previo, inyecthdose el homogenei- 
zado tisular en soluci6n acuosa sin dyuvante de 
Prennd, por via intraperitod e intravenosa. 

331 ddia 88: se realid lafmirai de las Celdas espleni- 
~ a a  del rarón más inmunorreactivo, con c8Lluas de 
mieloma N5-1 prwiamente cultivadas, carentes de 
la enzima Hipoxantina Guanina Posforribosil 
Tmusfem WGPR! 

FusíOn 
Se siguió el protocolo de kitín prcdmente modi- 

ficado de Gal&e y Mikteih Q), ~ o ~ e  S ñ lo6 
caulas espiéniics coh 106 cE?1ulas de mielonia con una 
viabilidad superior al 

El agente hsionante empleada fue polie~ilaiglicol 
(PEG) 1500 (Aldrich) a una concentrau6n del 50% 
durante 1 minuto. EL medio selectivo de creeimienro 
de lo8 hibridomas fue un medio con aminqttxina, 
hipomtina y timidina ((medio HA!). Las hibrído- 
mas se altivaron a 37" F y a una concenuaci6n de 
GOz del 5%. El cambio del medio de cultivo se 
efectuó los d h  O, 4 y 8 rm la fusión, y pwteriior- 
mente a esta kcha, se tealiz6 acorde con el cambio 
de color qeriraemado por el medio. A partit de la 
segunda semaha, el medio utilizado fue medio HT 
carente de aminupterina. El clmaje celular se 1 ~ 2 6  
meriiance 3 di luches &mite. 

M&ttxios de "scraerring" de los hibridemas 
E1 inmunoensayo d i d o  deccionadu por el "sere- 

ening" de los hibridomas fue 61 test ELICA. Al 
homogene~o  úsular se le afiadió dearicolato d i -  
co $1 4%, junto con agua destüada en una propor- 
&n 1:1:2. Ia mada se agitó durante 30 minutos, 
se puso en un M o  de dassonidos el mis- &m;pa 



y se centrifugó a 10.000 rpm dumnte otros 30 
minutos. 

Las placas de polivifiilo se cubrieron inicialmen- 
te con 100 pllpocillo del bomogen~izado a una 
dilución 1/64 [calculada previamente mediante un 
test ELIU ckeckerboard), y se incube toda la 
noche a 4 "C. La plaea se l a 6  con PBS y se incubó 
2 hoxas a temDeratura ambiente en PBS con leche .. .. 

en polvo desnatada al 5%. Tres 3 lavadas con PBS- 
Tween 20 al 0,0596, se añadieron los sobrenadante 
en diluciones seríadas i~cubindase Z horas a tem- 
peratura ambiente. la placa se incubó posterior- 
mente con LO0 pl/pwillo de un anticuerpo de c&fa 
anti inmunoglobuliaas de ratón polidente conju- 
gado con fosfatasa alcalina (Gxt anti-rnouse poly- 
valenr immun<rglobulins alkaiiline phosphawe con- 
jupte, Sigma) a una dilución 1/?50 durante 2 
horas y .a temperamra ambiente, Tras lavarla, se 
*&dieron 100 ~lporil lo del sustrato de ELISA, 
añadiéndoie una tableta de sustrato fo~Eatasa Sigma 
104 (p-nitrofenil fodato disodio, 5 mg/t;rbleca) por 
c ~ d a  5 m1 de  sustrato, y se incubó durante 30 
minutos. La placa se leyó ron un lector ELISA 
(Titertek Nultbkan Plus) cm un filtro de 405 nm 
de longitud de o&. 

hspacillos seleeúonadop como posrcivos tras este 
test se sometieron a térinicac imuncrcitoqufmuas 
(PAP y ABC) y de inmunoflnorescencia. 

Test ELISA parala detecci6n de la dasc 
de inmw&* 

Se determinó el imipo de las inmun~lobdioas 
de rarón a la que perenecfa el anticuerpb, urilizaudo 
el Kit El<-5050 (Mame nomlanal sub-isoryping 
Kit EK-5050, Hyclone). 

~íectmf~esi9  en $cl de peiiacriiadda-dudeciI 
suüatn sádico CSDS-Page) 

& aplicó el praocoh parcialmente modificado de 
Laemd (14). 8 h0rnogeneii;aao tisular previamente 
tratado mn SDS d 1% se m c l ó  en proporción 1:l 
con el tampón para mesugs 10,5 m1 de Si% a4 
1Q@, OJ m1 de Dithiothreitol (DTLJ 1 M, O , i  m1 
de 4 de bmmBFeno4 0,s m1 de glicerol al 60% y 
0,5 m1 de rampún del "stracking" [cancentracidfi 
finai: Tris-HCI OJ5 EVP, y SDS O,4%), hitviendose 5 
minutos. La eIectrofiKesis se realizó m un Bio-Rad 
mini pratean li, y el hom~geneizado tisular se corrid 
en un gel de ppktilanida (a una concentración del 
"resolyifig* gel del 12% y a una c ~ n m a d ó n  del 
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"stmcking* gel del 5% ron grad~entej a intensidad 
constante y a unvoltaje de GO V durante 90 minws. 

Westem Blotchg 
8e aplicó el protocolo parciahnente modificado de 

Towbin y mk. I21). La rransfe~ncia a los filtros de 
nit10celuIosa se realizó a altaje constame, con una 
intensidad de 200 m.4, y aproximadamente en 1 
hora e" un aparato de transferencia (2005 Transphor 
Electrophoresis Tranasfer U& LKB}, utilizando un 
tampón de transferencia (cmsentíacidn i5na1: Tris 22 

tuna 192 rmM, y metano1 20%). agl' ' 

Los filtros se atrajeron, se lararon con PES en 
agkacr"6n y se incuhamn toda la noche a 4 "C con 
PBS con leche en polvo desnatada al 5%. Se añadiir 
el anticuerpo manoclonal a una drlucitk lil0B en 
PBS con Iwhe en polvo desnatada al 1%, y se rnan- 
tuvo 2 horas en agitauón a tempemma ambiente. 

Marcaje con al:entee-enzímatiros 
T u  e1 l e d o  se ailadii5 un anticuerpo de conejo 

anti racdn (Sigm) a una diluudn 11200 en FBS con 
leche en polw desnatada al 1% ineubándme 2 horas 
en agitacien, y a tesnpaatura ambiente. En el 
siguiente pase, se incnbaron con un anticuerpo de 
cabra anti conejo conjugsdo cm percocidasa fS&ma) 
a utia dilutióh 1J500 en PBC con leche en polvo des- 
natada al 19% dumnte 2 horas en egitacidn, y a tem- 
peratunr ambiente. La peroxidasa se reveló con dia- 
minobewidina terr&idtdotada (%&m) y pesina'do 
de hiddgeno a1 30%. 

Maccajje coniodu radioactiva 
Tras aikdir el anricuarpo monwlonal, los a t r w  se 
lavaran y se incubaron con f"&mentop P (AEi') 2 de 
oireja anti inmu~ogloldinas de mrón marcados con 
Iz5I @heep anti mouse Ig lZs1 labelled F (AB') 2 
fra$ment, Amenha),  a una diluci64 112.00O en 
PBS con leche en polvo desnatada d 1% durante 2 
horas a temperatura ambiente, y en agimción' LB 
filtros se secitron, se Introdujeron junm con ruia pell- 
cuia en una cassette a -SO" C duranze 48 horas, y LE 
peifnila se revel& 

Precipirnaiancon sulfam amótrim 
E1 sohrenadaute extraído del &vo de los hibri- 

domas se centrifugd a 2.000 z p ,  a 4  BL, durante 10 
minutos. Se desechó el pellet, se añadi6 1% mitad del 
sdkm a d n h  requerido para alcaflzar una cmceh- 
tracidn final de ~satnracidn del mismo det 50% [a 1 

B 



11tt0 de la soli~ción problema, sería necesario añadir- 
le 313 g de sulfato amónico), y se dejó en agitación 
6 hnras a 4 "C. Ln snlnción resultante se centrifugó a 
2.000 rpm durante 30 minutos a 4 "E, se desechó el 
pellet, y se akdió la otra mitad de sulfato amónico, 
dejándolo en agitaciín otras G haras a 4  "C. 

La snlución mnleante se centrifugó a 12.000 rpm 
durante 30 minutos a 4 'C. Se desedi6 el snbrenadan- 
te, y se resuspendió el pellet en un volumen de PBS 
aproximadamente enxre un 5 a un 10% del volumen 
inicial de sobrenadante. La saluuón se transfirió a 
una membrana de diAisis toda la noche a 4 "C. 

Filtración en gel 
Un gel de agarosa (Pharmacia Sepharosa 4B3 se 

transfirió al interior de una columna (Pharmacia) 
con una capacidad para apzmmadamente 20 veces 
el volumen total de anticuerpo. Este se extrajo de la 
membrana y se filtró a través de la columna. Se cal- 
culó la concentración de proteína exisrenre (mgfml) 
en las fracciones rragídas, por el método de Layne 
(115) y f>oe el de Lowry f17). 

Prepamción clel tejido nemimo 
Los sobrenadantes positivos al test EIJSA, y pos- 

teriormente el anticuerpo monoclorial purrficado, 
fueron probados en cortes congel& de tejido ner- 
viom humano, de msno y de rata, y en cortes inclui- 
dos en parafiia (tejido humano y de rata). 

El tejido nemioso hwnano fue fijado mediante una 
perfustón intravascular (vía arteria carótida interna) 
con una solución de paraformaldehido al 4%, con 
ácido pfcrico al 0,02%, diluida en tampón fasfato 0,l 
M a pH 7'4 dnrante 2-3 horas. El cerrbrn se postfijó 
durante 24-48 hnm con una solución de paraforinal- 
dehído al 4% reci6n preparada. Después wn una S&- 

ción de gliceroi al 10% en tampón fodatn 0,1 M con 
DMSQ al 2% durante 3 días, y finalmente en una 
solución de glicerol al 20% en el mismo tampón can 
DMSQ al 2% durante 5 días. Los bbloqnes se cpngda- 
ron y se almacenaron a -80 'C cartándose con un 
microtamo de cn~eiación (Reichert-Jung Histoslide 
2000) a 30 y 50 pn de mpesor. 

El tejido nervioso de mono fue fijado mediante 
uha perfusión por vía transcardíaca can una solución 
de p3safomaídehído al 4% en tampón fosSato 0,l M 
a pH 7,4, y se introdujo en una solución de sacarma 
d 30% en el mismo tampSn. Las cnrtes se ekctna- 
ron a 5 0 pm de espesor. 

Parte del cejidn nervioso de rata fue fijado con la 
- - - p. - - 
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misma solución de fijauó,n que en el can del tejido 
nerviwo de mono. El tejido nervi~so de otras ratas fue 
perfundidn por vía transcardíaca con paraformaldehido 
al 1% con glutaddehída al 1,25%. Posteriormente se 
perfundiÓ con estas mismas soluciones a las que se les 
añadió sacarosa al S O%, a 4%. Tms ello, y rarabien en 
hielo picado, se perfundi6 con nna solncián de sacarosa 
al 10% en tamp6n fosfato 0,l M pH 7,4. El cerebro se 
introdujo en una mlución de sacarosa al 30% en el 
mismo tampón, los bloques se congelamn y se corta- 
ron a 30 pm de espesar. 

Los tnrtes de rata previamente fijados en fnrfnol 
tamponado a1 10% e iincluidos posteriormente en 
parafina, y aquellos fijados en parafarmaldehído al 
4% e incluidas también en parafina fueron cartados 
con un micrótomo de parafrna (Reichert-Jung 
Parafina 2030) a 7 pm de espesor. 

Técnicas inmunocitoquímicas 
Se aplicaron dos técnicas inmunocitoqufmicas: la 

técnica de los complejos peroxidasa anti-pernxidasa 
íJAP), y la t4cnica de los complejos avidina-biotiaa 
WC) .  

En la tecnica del PAP se aplicó el ptotorolo par- 
cialmente modificado de Stefnberger y cols. (20). 
Los cortes se ttataron coa HzOz al 1% durante 30 
minutos, en agitación y a temperatura ambiente, y 
ce incubaron, tras su lavado con PBS, con suero nor- 
mal de cabra (Zymed) al 5% en PB$ con Triton X- 
1 O0 (Panreac) al 0,3% dnrante 30 minums si tempe- 
ratura ambiente y en agitación. 

Los cortes se incubaron con las sobrenadantes de 
los hibridomas en cultivo, o con el anticuerpo. 
monoclonal, a 4 "C, en agitación durante 24 hnm, a 
una dilución 1/SO-11100 en FBS con Trimn X-100 
al 4%. Tm su lavado se incubaron durante 1 hora a 
temperatura ambiente y en agimción, con un anti- , 
cuerpo de cabra anti inmunoglobulinas de ratóti 1 
polivalente conjligado con peroxidasa (Goat anti- 
mouse palyvalent immunoglnbulias peroxidase con- 
jugate, Sigma) a una dilucióu 11350 en PBS Con 
Triton X-100 al 4%. Los cortes se incubaron con 
una solución de 33'-diaminobencidina tetrahidm- 
clorada (DAB, Sigma), a una concentración del 
0,05%con HzO, al 0,033s durante 15 minutos. 

En la técn~ca del ABC se apiica el psotocolo par- 
cialmente modificado de Hsu y cols, (10). En este 
caso, los cortes se incubaron con el anticuerpo mono- 
donal a una dilución l/IOO durante 48 horas a 4 *C 
y en agitación. Después, con un anticuerpo de cabra 

- 
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anti IgM (específico de la cadena b) de rat6n eonju- 
gado con biotina (Caat anti-mouse IgM (p-chain 
specific) biorin conjugate, Sigma) a diluciones entre 
115.000-lB0.000 en PBS más Triton X-100 dilui- 
do al 4 B  durante 1 hora a tempertusrt ambiente y en 
agitación. 

Tras el lavado, se incubaron con los complejos avldi- 
na-biotina (ABC Complex-HRP (Dakopatts) y 
Vectastain ABC Kit Wector)) a una dilución 11100 en 
PBS durante 1 hora a temperatuta ambiente y en agi- 
tación. El revelado se realizó en las mismas condiciones 
y con los mismos reacúvou que para Ia técnica del PAP. 

Los cortes obtenidos se intensificaron en ambas réc- 
nicas con osmiatiocarbohidf;l;iida. Se empleó tetróxi- 
do de osmio (Sigma] al 0,00596 y tioca&ohidmida 
W C ,  Electron Miamcnpy Science) al 0,0596. 

Té&a de inmunofiuorescenua 
En esta técnica se aplicó el ptotocolo parcialmente 

modificado de Higgins y cols. (9). Las cortes se 
incubaron con un anticuerpo de cabra anti inmuno- 
glohulinas de ratón polivalente conjugado con iso- 
tiocianato de fluaresceína (F'IIC) [Goat anti-mouse 
polyvalent immunoglobulins PTIC conjugate, 
Sígma) a una dilucih lJlOO en PBS con Triton X- 
100 .al 4%, en a$itación, a rempeatura ambiente, y 
durante 1 hora 

Resultados 
Fusión 

El rendimiento micial de la fusión fue aprnxima- 
damente del 28% (40 pocillos con hibridmas, de 
un total de 144 p o ~ i l l ~ ~ j .  

Los 40  pocillos iniciales con hibridomas se 
sometieron a un inmunoensayn en fase sólida. Se 
realizamn 4 test EL.ISA, con un intervalo de t i a -  
po aproximado entre ellos de 4 a 7 días. Tras este 
primer 'kcreening", se seleccionaron 5 pocillos con 
hibridomas positivos a este test. El criterio de valo- 
ración de la p~sitividad a este test se bar6 en la 
existencia de al menos dos test ELISA positivos, 
con unos valores >0,500 despues de restar el valor 
del control negativo. 
'lb su "screeningn mediante el empleo de las téc- 

nicas inmnnocitoqufmicas y de inmunnfluorescen- 
cia, solamente el sobrenadante de uno de los 5 paci- 
Ilos identificados inicialmente como positivos, 
marcó específicamente una determinada pnblación 
celular en todos los mtes del tejido nervioso huma- 
no, de mono, y de rata preparados a tal efecto. 
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Cacacterización del anticuerpo rnomdonal 
El resultado del test ELISA para la determinación 

de la c k  y subunidad de inmunoglobulina a la que 
pertenece e l  anticuerpo, que se hizo empleando el 
Kit EK-5050 de Hyclooe, cúncluyó que el anticuer- 
po monoclonal (GMA) es de la clase IgM. 

Tras una electtoforesis en gel de poliacrilamida, 
usando SDS al 10% como agente desnaturalizante 
(SDS-Pagel, las protefnas se transfinemn del gel a 
un filtro de nirrocelulosa, mediante un Western 
BIott. El marcaje posterior de los filtros de nitroce- 
lulosa con iodo radiactivo (ln 1), reveló la existencia 
de 3 bandas muy próximas entre sí. El anticuerpo 
monoclonal (GMA) sin purifica& reconoce 3 poli- 
pGptides cuyos pesos moleculares aproximados son 
de 38, 40 y 43 KD. Una vez que el anticuerpo 
momclonal se purificó, el marcaje de los fiItms con 
"'1, y con peroxidasa-DAB reveló la existencia de 
nna única banda príncipai, con un peso mnlecular 
aproximado de 45 KD. 

Concentraclon óptima de trabsjo 
del anricuetpo monoclonal 

Las diluciones del sobrenadante de los hibridomas 
en cultivo empleadas en las ttiuiiras del PAP y del 
ABC, abarcaron diluciones comprendidas entre 1/50 
y 1/32.000, estando su rwgo óptimo de wtmción 
en las diiuúones 1150-11100. 

La concentración del anticuep monoclonal una 
vez puriiicado, determinada por el método de Layw 
y por el método de Lowry, fue de 2,5 mg/ml. El 
rango óptimo de trahajo del anticuqo monoclonal 
purificado se obtuvo en díluciancs comprendidas 
entre 1/50-11500, siendo las diluciones 1/50 y 1/100 
ins que producían un marcaje m& uniforme en todas 
las series de cortes de tejido nerviosa examinadas. 

Marcaje del GMA en c-8 

de teildo ~ervioso congelado 
En el caso de tejido nervioso humano y de mono, 

el precc>colo de fijaci6n con pa&rmaidehfdn al 4% 
y ricído pfaico a1 0,02%, es suficiehte para preservar 
el antIgeno de manera que el GMA lo marca de un 
modo espe&~co. El anticuerpo monaclonal obtenido 
tras la inmunización con el hornogeneido tisular 
de hipocampo humano, marca de forma especifica 
las celdas gliales, y dentro de esta clase, los asuoci- 
tos. En ningún czm hemos obsehrado la presencia de 
neutonas marcadas en las prepataciones esmdkdas. 
E1 anticuerpo monoclonal produce un marcaje espe- 
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+bw& prot&lasmát~co del wWo radial del C~&CAI de 
hipccamp0 h - ' ( m  

&+ación deun pie &Ligadar en wmacfo mn Ia paM, de m 
cepnar(uwa], 

A9tfooitos de loa estratos ortefls y p h l &  dd sector OA? de 
N h r n p o  A w n m  liria. 

-. 

c&mZ -tanm & h m&tw frbrafas c m a  de las 
p f o t w U c m >  s in  p e  &=a n i q p a  mpcEd- 
dad xgfand, er, de$& p ~ e 8 ~ a  wa distribSi6~ ~ n i -  
forrnem los - de tejido &pvioso msliradm. 

Los mtcaitos p r a m p i ~ i l b s  h a  sida descrita 
c W m c h a  en Qwmncia gris del sistema n w i o s  
cmtrai. & imunmwci& a nivel de duk  in&i- 
dual pduce  un maxmje "pmiTicei de tmb e1 astro- 

üetalle de los as%u<ribs del m a w  or- de la rigura ante- 
fiar Cr8b0. 

cito, pdikndm &m un w m  ceiular peque&+ 
de cmwno 4 o rria~wlai. Del sama surgen um 
etie de prelensaeiones que se ramifican pdus-  
-a, confiriendo ii la &l& un eapec~, t ? s t r e ~ o .  

El úmpiasm de Ids astmit~g e p e d d  discma- 
m e  xmsado f&g. IA, 1B; y 1El. La inmu~i~~eae- 
ciárn parcm dis~ribda p~ e1 cit~1pimm. Este 

aai unas ~dmsaciooes ea su F e  eatmim* 
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I u r a  1 (F) 

~ r i o  pmWasmáüaa de~orteza tamooral humana (rzso), Ast~~citce wotoplasmáti~o~ de la capa VI de osrtezy -ra[ 
hIm=Wl. 

en o m i o m  de wpecro Filrlaienroso. Cuando el 
plano de serci&.idn del e t rar i to  ~ s a  a nivel del 
núcIe0, queda un @p"" vaeb corrali>gndierste al 
núcleo que na muestra inmunoreactividad dgwa 
En orm casimes se rnomacm hrm mtrwimk 
m& m h t w  g g m m  Cfig. le, ID y tq, irradian- 
& m roda las direscienes a p i r  del soma ctolular. ' Se a k t ~ r a n  qans iona  dtqdasmdtícas quk se 
m h D  pfiducienda ~toYetc&m que a b n  la 
'superfr& de hpima& Lw mtrücim Situadm t e m  
&-la s@@ficjc del ceiebm, a a nivel de la &ida 

supet$de de la phrmdree, en dmde I$s proy~ciones 
de un p n  ~ttmtm de excensi~na de ios pies t u -  
ada de los e~or í tag  forma la gira limitante [&+. 
m). Esa me n i ~ 1  &mis el GMA @uóe un m&- 
je asmximia - hteam* lo que af 
un mpopan&o, o en ocasimes, r e c i d & .  

'1$1 y como t o m p n d e  a la dmmipr@n cliisica de. 
los @m@cit&a cl(rmerbtica ti'@ es ia ptmencea 
de pie$ Fhupdote*; en .tos capilarea $el sís- m£- 
uiwo oeat~al (ti&. IEQ. la inmmoreactividad dmm- 
rada en los a~~roeiess alama h $mb da 
1% =miras. Bn orm wagiena Lar, capílam ame- 
ten mbl6a cm unagm cantidad de pies &np& 
res qne m ~1Igwos mns se pueden S&I bata las 
ct.lulm de @sip. 

- 
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A Ilivtd de la smtancia blen~a, l?a: amcterlSt.ica la 
aistenrla de astr~icos f h ~  (68. 2A3 h i m u -  
nmci6n abeenida prmmta earncterfstim en tedo 
punto similares al mrcaje de los a a w i t m  pmm- 
piasdtix7as. Lz~pbLad&a &tilar os ill&tic~ a laque 
se o b m a  m la sustand# gris, pustú que m i m  
ranto zl S- tomo las pmhgaeiom Q U ~  riacen de 
gi. En este cm, se o b ~ ~ ~ - a h  preLongaciones grum 
y que awecen eo el plaaa de sw&3n PP un* dis- 
ranci~ certa. E1 fonda est5 ~ c i c u i d o  p u n a  co&- 
decable midad  de pzalu~fg~iones glidts, a dife- 
rctii-ia del  observad^) cri Iu susrlncia gris. 

I!n el tejido ticwiíw de rata la prrfusióti cori p r d -  

formaldelií~lo al 4% dio lugx a 1111 rnur1,;iie astrtzi~ario 
escssa, frsgrn~nmrio y &al de l e o & ,  m p d -  
mente ein qwUm con u n a . g m m a W  e q w  
cial temine& medi% zona *~@&% 
m!&dcdI err3. %n &o la subpid y la g& de 
Bergxmn en el re&& fFi.  2DI se mascaron con ch- 
tidd. La petík6n cm pa~fOmiad&do al 1% y giu- 
t ~ d & W o  al i,Z>% ciuabb5 si@ificativamate e1 
c e d t a d ~  de la i m ~ n m d h ,  Fa que, den& de 
lm aiBas rax&adas &armen% w abmvi) un m- 
aje ar&fario a to& ios nk~los diol SNC @g, 2 0 .  

El aspecto de lw aseraciros en las mes es@& 
exminada es @hfnente s i m i k  i n d i d o  la aie- 
tencta de ~ f t ~ p s  comunes pata bs *tres especies. 
De@o I-as psqwñas difemncim m&fá&- 
cm &tenm mm 1% &scinraa eqecies, el amicuar- 
- - 
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-1 P i p a  2 (E) 

S . m  L 
" S  .1 

& 
Fig&!ra 2.0. A 9 t W i w  r o t q ~ l a s m $ ~  Be !a fWmacíBh leti- 
cuiar~meefálica 'E rata Wso), 

: ... . 
ABgocitos y alía lia$tante en pararublcuto humano (~1251. 

" " l 
Fisura 2 [DS 

po moriodonal m a ~ a  de Eorm mp"l"ic:a la misma 
públací#n celda, p con el míme dm11e emwmIiil 
(por ejefnpb en m?% las tlp"cieS se Obsehl~ c k e -  
mmte la existencia de pie  diapdozm y pmlohga- 
~iwes asemitatias Gnas3. 

Mmatje del GXA en m'fes dir tejido 
hcl* en ps<r& 

Las p d a s  pritiietw d & s  en ejido fijado en 
- 

n 

f-1 :al 10% &;po~~~do &emn con&tentmeehte 
un rmultatfa negativa. Por esta mkdn e m p b O %  iin 
ff~gmenra de cúrtem pietal de iin cerebro perfun- 
dido ppar *fa inmmratipl̂ g coa padormaldebfd.r~o d 
4% y ácido pfttim al O,O"d%%. El fe~mento de mrce- 
m fue i&do en -rafiri$~ se dXUvier6n emC& a 7 
)nm de apwx. E1 remilrada fue ppaido al obtenido 
en ame6 de w)ngeki<ln, en curato al aspecto &e Ids 
asmeires. Hsms pmenraban la m i s m a  intensidad de 
p. - - - 
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mamje, &lo que la longitud de Ins prolongacima 
era menor que en los cot-tm de congelaciih insegura- 
mente por el grosor de 10s corte), El citoplasma 
apam$ marcada en m% acasione que en eí c m  de 
los cates de crange1;~f;On. Bste bntimeno lo interpre. 
tamos como debido al plano de secci6n, ya que se 
daba tmbién, aunque con una frecuencia mengr, la 
prec;encia de aasroritoi, ron una zona centd  clara por 
ia presencia del nddeo. 

Discusión 
El antic~rerpa m o m l o n ~ l  (GMA) se ha revelado 

cano m marcador esperftico de l a  ~ r t o c i t o ~ ,  tanro 
fihrosos como protoplasdticos. Mientras que la 
mayorfa de los inti&erpos monoclanales descritos 
frente a antfgaos neudales se han obtenido inicial- 
mente en otras espies, y posteriormenre se 1~ com- 
probada su posible aplaplrcacibn en cortes de tejida 
nemioso humano, la ímpormncia del desarrollo de 
ate anticuerpo monoclonal radica en el hecho de 
que se ha obteniira rrtrs inmuniw a m o n a  BdLBlG 
con un homogmneltado tisular, proredente del sector 
CAL de un h i p m m p  humano, y que una vez com- 
probada PU aplicac& y uriiidad w corres de tejido 
nerviosa htmano, se ha probado en otras especies. 
POE lo tanto, nuwtro objetivo perseguía, especifica- 
meme, uh marcador telnla humaqo. 

Al analizas los reculdos abteoidw tras la aplica- 
cí6n & las t4cnicas inmunacitoqwinicas en los cm- 
res de tejido nervias de las tres especies, destaca el 
hecho de h di6epnte mrigenieidad mostrada pmr el 
GMA en relacien a los disintos fijador& empleados 
en las tres espacies estudiadas. 

Los fijadores utilizados, risS mmo lm &tados de 
fijacihn de las mes de tejido, tienen una especial 
impnptmcia en el grado de p ~ s a w i b n  de la mi- 
genicidad de los tejidas asf como en el posterior 
comportamiento de los anticuerpns f x e m  a ellos 
(ls,i&J. 

- 

La fij;rciSn empleada en los cortes de tejido ner- 
~i<h50 humano ~pa*rformaldehído al 4% con aedo 
&rico al O,C?Z%)i pmerva la anrigrenicidad del t ~ j i -  
do para nuestro a n t i m q ,  dK a l  alrm qiie el ma-  
a j e  producido p ~ r  el GMA ec uniforme a lo l4wo de 
t d o  el tejido obmvdn. El GhiLA rwccione can una 
p m t e i ~  glid h n m m  de 43 K!2 de peso molzcular. 

Cretinos que dicha proteina cornpacte eprtopeea 
comunes con otras p ro~ inas  gl~ales srmi1at.a de 
~c ras  especiec. Exim una similitud entre l e  protd- 
nas &lides de distintas especies, como lo demuestra 
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el h e c h ~  de que el GMA m t a  de forma más o 
menos uaiforme cates de tejido de mt8 g mono. 

En el aso de otras especies, el pai-doddehLdo 
puede no ser suficiente pata evirar la degradacihn de 
la p~'otdna, y enmascarar los epiropes comutm que 
La prarelha glid de rata y mono presenca can Ln pto- 
c&a &al humana, y de esta fonna st? @e peder 
la antigenitidd. 

En las cortes .de tejido nervioso de mano y de rata, 
el emplea de paraformddehrdo al 4$$, como únim 
Fijador, nb preserva el andgena reconocidra por el 
GMA, La anzntigenicidad con este fiada solo est2p-  
servada en ia glía subpial, y en un t i p  espenal de 
glfa, la glfa de Bqmann del eemblo, ~rodurienda 
un marcaje nulo en el i ~ n ,  de tejida nemloJo. 
Ia fombinacibn como filadores de &ocmalde- 

hido al 1% cm glutddehido al 1,2% m &lo pre- 
serva la  antigenicidad S nivel de la glía de  
Bergmann, slao que preserva Ea anrkgenicidad del 
resto del tejido. Por lo  tanto, no disistorsiona 6 
emawrira los cpítapes gliales, y si previene su 
degradaciórr o Iisis, de tal &da qne es reconocido 
por el OMA 

Este be& slglere que existen diferencias intem- 
pcie cn lo que Tespma a la labilidd del mantígeno, 
del tal m d o  que, o bien el tejido humano expresa 
l a  spftopa en una mayor pmporciáh que en el m 
de la tara, mn h enal una Ejacióti canpar&ormalde- 
hido es suficienre, o bien, aunque hay una afinidiwi 
entre el antitigeno &-las ~ t r o ú m s  del hombre y de la 
cata en lo que a rec~mcimiento por el GMt4 se refie- 
re, diferencias wtnicturales entre uno p otro httcen 
nececaria la p~esenck de ~lutamldehPd6 paca preset- 
. ~ a r  la antigenicfdad en el caso de la r a t ~  pero no en 
el aso  del hombre. Farece chm que el antfgeho pre- 
senra una labiliclad haceante notable; labilidad que 
es parcialmente neutralizada c d o  5e emp1mn 
mtitodos defrjaciá~ distinm. 

FMA se proM en mctes de tejido incluidos en 
bhqnes de parafina, que previamente hablan sido 
fíjRdas en formo1 al 10%. En q c k  kv series p o b -  
da, el anticuerpo no ha psadueido m marcaje clara. 
Este hecho psreCe indicar que la fiJaci8n con fornoll, 
usualmente ad~ciente sri Ip buena parte de la iumu- 
naC;toquimirnde rutina, no es siBrciente en &te aso, 
sugiriendo una labilidad p~teicat mym que el r@&o 
de proteirras del SN. GlMA se probd tamt>i@n en wr- 
te de ejido previaneme fijado con pamibddehi- 
do al 4@,y pmretiomente incluido en parafina, pm- 
duciendo un marcaje vimiba~ d observado en las cnr- 

a 
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tm de tejido congelad(~ prmimente perfundiido. De 
ello deducimas que la p&rdida de la anrígeg;iu&d 
&uht es*i en r&c& con la fijación m p l d a ,  no 
siendo imputable a la propia igclusiún en panifina. 

El anticuerpo m o ~ l o n d  GMA no es especffico 
de ningh área COQC&% del WC, par cnBatB WCB 

la misma @kiÓn glial eu todos los sifrtmas neu- 
rala mmp~okdos, a la par que tanipoca es "pecie 
específieq por cwaato tambih mwea o- espies. 
h m W m  de delas pruebw con el GWA 

en cortes de tejido nervi-@o de disti11~ grosor, han 
rmdadu que el anticuerp presenta m baja peneta- 
ci& en el tejido. Esta gmerra& se ve inffemmada 
pei eL m$eo de detergentes. El empleo u,nmi detar- 
gente del TritSa X-104 ha k ~ o ~ ~ i d o  el grado api 
penetración del GMA en el tejido, &pareciendo en m 
marcaje astíoutario unifrrme mn un $mar ti5uIa1 de 
30 ym, frente al m-e cuantirativa y cualitativa- 
mente inferior o b t e d ~  enlos sonm de 58 pn. 

Campaí.andn lm mulrailos obtenidos con las &- 
nicas de inmunofluoresnncia y con las &micas 
imnmochquí~ es de des%@ la mrrybr ~etisibi- 
lidad de etas úícimatú. La iamun0nuorescencia se ha 
redada @ah.e~.te i&ca en su qlimión a llos 
cates de tejido miw h u m a  p o ~  ~ a n t o  la pm- 
pia lipohcirra dd cejid~ ~ ~ d t a n  hmmno m m m  
la rmccti8n de f fmeemia  producida por el PISC. 
Aplicad@ en corres de tejido nerviw de m ha m- 
hdo aa maraje wtrpcimrio, peto, en rodo c&wso, 
m& menos mifame que mediante el m p h  de 
IBS tecnlt-ao imnwltoquímicas. El ABC se ha me- 
lado romo la mejor &ica inmunociroqufrnica, por 
cuate  permite un mascaje astrocitati6 uniforme y 
a s t a t e  a lo &o de& 1 s  series observadss9 a la 
par q ~ e  permite traba* con pan@ de & l d n  deí 
GMA maywes que los empleados en el P&P. 

l. &wM, &A{. hh%@y Wliniqw 
ia bidwhfiy ead m@lacular M o 1 ~  
M~mM antib& ph@lo&. E i ~ a i a ,  
AtlXm&nl,rY~. 

2. De R. Grüth, F., and &W?#ger$ Z) 

Pmiaaion of m m h i  a&- stm- 
@xd iada, J. I d .  Eviaw 35 1- 

n, m, 
3. @aül% C,,and ~ ~ n ,  C. Vmp&1(in 

of m h l  mhWa, mtqm 8nd pro; 
&SI€% Y,&rnwl ,  7% ~ , l ~ ~ .  
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LlplíFprt- 
El antiarepo que hemos obtenido pwde xt ucili- 

~Irrlo en una mriedad de estudios que a b a m  desde 
.aspectos del deearrollo ha- las aLmr10tir;s del S&- 

tema aenrioso central propias de la neur@pa~olo~;fa. 
En e-o, el sistema newíoso c d I  desde un &O- 
que neurocimtEu, complera, no puede p a ~ ~  por 
alto los dsmentm RO nmxodes mbiitn presentes, 
y que en muchos c m  son tan demhantes  amaarria 
las neurafias en la fenoslenologia de lm pron*sas 
patoI6gicos del sistema nmidso. 
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