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Resumen Hemos desarrollado un anticuerpo monoclonal
que marca astrocitos en las 3 especies de mamiferos
(humano, mono y rata) testadas. Utilizamos como inmunoé-
geno, tejido de hipocampo extraido de un cerebro humano
despues de su muerte. El examen neuropatolégico del cere-
bro reveld una angiopatia congofilica. El tejido fue congela-
do hasta su homogeneizacion e inmunizacién por inyeccion
del homogeneizado tisular en ratones de la cepa BALB/C de
8 semanas de vida. Se utilizé un protocolo estandarizado
para la fusién de los linfocitos del bazo del raton con células
de mieloma NS-1 carentes de la enzima Hipoxantina
Guanina Fosforribosil Transferasa (HGPRT () 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 proteina de 43.000
daltons, determinada ésta mediante Western blot. Las prue-
bas inmunohistoquimicas se realizaron en tejido nervioso
humano fijado con paraformaldehido al 4% y acido picrico al
0,02% mediante perfusion intracarotidea, y seccionado con
un micrétomo de congelacion a 30 6 50 um. El tejido nervio-
so de mono se perfundié por via transcardiaca sélo con
paraformaldehido al 4%, siendo seccionado a 50 um. El teji-
do de rata que se fijé inicialmente siguiendo el mismo proto-
colo de perfusién que se empled con el tejido de mono, dio
mejores resultados cuando se fij6 con una mezcla de para-

formaldehido al 1% mas glutaraldehido al 1,25%, seccio-
nandose a 30 um. El tejido humano fue también fijado, bien
con formol tamponado al 10% o con paraformaldehido al
4%, e incluido posteriormente en parafina. Los cortes se
intensificaron tras aplicar estas técnicas, con osmio-tiocar-
bohidrazida. La dilucién éptima del anticuerpo se tituld en
1/50-1/100. En todas las especies probadas, los astrocitos,
tanto fibrosos como protoplasmaticos, se marcaron intensa-
mente, incluso en sus prolongaciones mas finas, tanto en la
sustancia blanca como en la sustancia gris. La perfusién de
tejido de rata solo con paraformaldehido al 4%, resulté en
un escaso marcaje limitado tan sélo a la glia subpial y a la
glia de Bergmann del cerebelo. Su perfusién con parafor-
maldehido al 1% v glutaraldehido al 1,25% dio un marcaje
similar al observado en el tejido humano y de mono. El mar-
caje resultd nulo en aquellos cortes incluidos en parafina y
previamente fijados con formol al 10%; sin embargo, la fija-
cion con paraformaldehido y su posterior inclusion en parafi-
na dieron un marcaje similar al observado en cortes de tejido
congelado. Este anticuerpo monoclonal presenta una alta
especificidad para la poblacion astrocitaria en el sistema
nervioso de mamiferos, pudiendo ser Gtil en una gran varie-
dad de estudios de situaciones normales y patologicas del
sistema nervioso.

Summary The development of a monoclonal antibody
that selectively labels the astrocitic population of the central
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nervous system in the three species tested (human, monkey
and rat) is described. The tissue used as immunogen con-
sisted in a sector of the human hippocampus (CA1) from a
brain removed shortly after death. The neuropathological
examination in this case revealed an congophilic angio-
pathy. The tissue was frozen until homogeneization and
intraperitoneal injection in 8 weeks old BALB/C mice, after
which lymphocites from the spleen were fused with NS-1
myeloma cells devoid of the enzyme Hypoxantine Guanine
Phosphoribosyl Transferase (HPGT ¢ ) following standard
procedures. The resulting hybridomas were tested by ELISA
assays, immunofluorescence and immunohistochemical
(PAP and ABC) techniques. The monoclonal antibody obtai-
ned was identified as an IgM and the Western blot analysis
indicated that it recognizes a protein of 43,000 dalton.
Immunohistochemistry was performed in 30 or 50 um sec-
tions of human temporal lobe perfused through the carotid
arteries with a mixture of 4% paraformaldehyde and 0.02%
picric acid. Monkey tissue (sectioned at 50 pm) was obtai-
ned from a brain with the same fixation. Rat tissue followed
the same protocol, although better results were seen after
shifting to 1% paraformaldehyde and 1.25% glutaraldehyde
(sections were 30 um thick). Paraffin embedded human tis-
sue (fixed in either 10% buffered formalin or in 4% parafor-
maldehyde) was also tested. All immunoreactions were
intensified in a solution of osmium tetroxide and thiocar-
bohydrazide. The monoclonal antibody gave best results at
a dilution of 1: 50-100, where it gave a sharp labeling of
both fibrous and protoplasmic astrocytes up to the most
delicate processes, both in white and the grey matter. Rat
tissue fixed in only 4% paraformaldehyde resulted in less
optimal labeling, mostly restricted to limiting glia and
Bergmann glia. The other fixation protocol (1% paraformal-
dehyde and 1.25% glutaraldehyde) gave a labeling compa-
rable to monkey and human tissue. Paraffin embedded tis-
sue was positive and similar to that obtained in frozen tis-
sue, only when used the 4% paraformaldehyde fixation, but
not when it was fixed in 10% formalin. Therefore, this
monoclonal antibody has high specificity for the astrocitic
population in the nervous system of mammals and it can be
useful in a variety of studies of the normal and pathological
situations of the nervous system.

Introduccion

Cuando una sustancia extrafia penetra, o se inyec-
ta, en el cuerpo de un vertebrado, uno de los aspectos
de la consecuente respuesta inmune es la produccién
de anticuerpos por parte de ciertas células plasmati-
cas. Los anticuerpos son inmunoglobulinas con sitios
de combinacién que reconocen la forma de los deter-
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minantes situados en la superficie del antigeno y se
unen a ellos. La combinacién del anticuerpo con el
antigeno desencadena ciertos procesos capaces de
neutralizar y eliminar la sustancia extrana.

Cuando se inyecta un agente inmunizante en un
animal, éste responde elaborando anticuerpos dirigi-
dos contra las diferentes moléculas antigénicas del
material inyectado y contra los distintos determi-
nantes de un solo antigeno; produciendo también
diferentes anticuerpos que se acoplan, en mayor o
menor grado, a un mismo determinante antigénico.

Clasicamente, los anticuerpos se producian por
inmunizacién de un animal con un antigeno deter-
minado, y posteriormente se purificaba el anticuerpo
a partir del suero del animal inmunizado. La escasa
especificidad de los antisueros obtenidos, limita sus
aplicaciones como reactivos de inmunoensayos.
Ademds, es dificil repetir las condiciones para la
obtencién de un antisuero de actividad definida, ya
que es impredictible la reaccién del animal, y varia-
ble el grado de calidad del inmunégeno.

La aplicacién de un método de produccién de
anticuerpos basados en la tecnologia del hibridoma
4, 5, 6, 11, 12, 13, 19) permiti6 la obtencién de
hibridos celulares con una capacidad ilimitada de
proliferar y de producir constantemente un mismo
anticuerpo. El desarrollo y aplicacién de anticuerpos
monoclonales (1, 2, 3, 7, 8, 22) ha contribuido, en
gran medida, al descubrimiento de un alto nimero
de determinantes antigénicos intracelulares o locali-
zados en la superficie celular, caracteristicos de dife-
rentes tipos o subtipos celulares.

Los anticuerpos monoclonales detectan estructu-
ras proteicas especificas, permitiendo profundizar en
la estructura funcional de las neuronas. Por lo tanto,
es posible establecer el diagnéstico de muchas enfer-
medades a nivel molecular, lo cual destaca como una
de sus principales aplicaciones. Al mismo tiempo,
son capaces de detectar antigenos en baja proporcién
y poblaciones celulares pequefias, especialmente en
aquellos casos en los que se emplean mezclas antigé-
nicas complejas en la inmunizacién de animales.

Su empleo constituye una poderosa herramienta
para la microdiseccién quimica, anatémica y funcio-
nal de sistemas complejos, como es el caso del siste-
ma Nervioso.

El sistema nervioso estd compuesto por una mez-
cla de poblaciones celulares distintas, organizadas
anatémicamente e interrelacionadas funcionalmente.
Las técnicas morfol6gicas cldsicas identifican neuro-
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nas y células gliales, como las dos mayores poblacio-
nes celulares del sistema nervioso.

Los anticuerpos monoclonales, capaces de recono-
cer un determinante antigénico dnico dentro de un
complejo antigénico, han abierto una nueva etapa en
el campo de la aproximacién molecular al estudio
del sistema nervioso.

La aplicacién de las técnicas de produccion de
anticuerpos monoclonales partiendo de tejido ner-
vioso humano como inmunégeno se ha visto limita-
da por la dificultad en conseguir tejido nervioso
humano fresco, y por su ripida autolisis postmor-
tem, lo que requiere una rapida extraccién y proce-
samiento del cerebro.

Nuestro trabajo ha ido encaminado bésicamente a
la obtencién de un anticuerpo monoclonal capaz de
reconocer de forma especifica alguna de las poblacio-
nes celulares del sistema nervioso central, habiendo
resultado un anticuerpo que marca selectivamente
los astrocitos.

Cldsicamente, la glia engloba dos grandes grupos
fundamentales, la astroglia y la oligodendroglia. La
astroglia se ha dividido en dos subclases: los astroci-
tos fibrosos localizados preferentemente en la sustan-
cia blanca, y que expresan, de forma caracteristica,
muchos filamentos gliales; y los astrocitos protoplas-
méticos localizados fundamentalmente a nivel de la
sustancia gris, y que expresan una pequena cantidad
de filamentos gliales.

Material y métodos
Extraccién y preparacion del cerebro

El tejido utilizado para la inmunizacién y poste-
rior obtencién del anticuerpo monoclonal, fue de
una mujer de 98 afios de edad que falleci6 sin afecta-
cién neurolégica ni psiquidtrica. El estudio anato-
mopatolégico revelé una angiopatia congofilica.

El cerebro se obtuvo 1 hora después del fallecimien-
to, se disecé el hipocampo y se extrajo el sector CAl
del hipocampo izquierdo, cortindose en fragmentos de
un peso medio aproximado de 125 mg cada uno.

Homogeneizacién y preparacion del inmunégeno

Dos de estos fragmentos se descongelaron a tem-
peratura ambiente durante 15 minutos, y se homo-
geneizaron en un homogenizador (Kinemitica AG
Polytron PT 300) durante 2 minutos.

Inmunizacion
Se inmunizaron 4 ratones hembra BALB/C de 8
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semanas. El intervalo de tiempo entre cada inyeccién
de recuerdo fue de 3 semanas.

En la primera inyeccion (dia 0) se mezclaron 250
ul del homogeneizado tisular en solucién acuosa con
250 W de adyuvante completo de Freund (CFA), y se
inyectaron por via intraperitoneal.

El dfa 22 se inyectd la segunda inyeccién de
recuerdo, mezcldndose 250 pl del homogeneizado
tisular en solucién acuosa con 250 pl de adyuvante
incompleto de Freund (IFA), y se inyectaron por via
intraperitoneal y subcutdnea.

Los dfas 43 y 64 se repitieron las inyecciones a las
mismas dosis y por las mismas vias.

El dia 85 se administré la Gltima inyeccién de
recuerdo al ratén mds inmunorreactivo, tras realizar-
se un test ELISA previo, inyectindose el homogenei-
zado tisular en solucién acuosa sin adyuvante de
Freund, por via intraperitoneal e intravenosa.

El dia 88 se realiz6 la fusién de las células espléni-
cas del ratén mds inmunorreactivo, con células de
mieloma NS-1 previamente cultivadas, carentes de
la enzima Hipoxantina Guanina Fosforribosil
Transferasa (HGPRT o).

Fusién

Se sigui6 el protocolo de fusién parcialmente modi-
ficado de Galfre y Milstein (3), fusiondndose 5 x 106
células esplénicas con 10° células de mieloma con una
viabilidad superior al 90%.

El agente fusionante empleado fue polietilenglicol
(PEG) 1500 (Aldrich) a una concentracién del 50%
durante 1 minuto. El medio selectivo de crecimiento
de los hibridomas fue un medio con aminopterina,
hipoxantina y timidina (medio HAT). Los hibrido-
mas se cultivaron a 37° C y a una concentracion de
CO, del 5%. El cambio del medio de cultivo se
efectud los dias 0, 4 y 8 tras la fusién, y posterior-
mente a esta fecha, se realizé acorde con el cambio
de color experimentado por el medio. A partir de la
segunda semana, el medio utilizado fue medio HT
carente de aminopterina. El clonaje celular se realizd
mediante 3 diluciones limite.

Métodos de “screening” de los hibridomas

El inmunoensayo sélido seleccionado por el “scre-
ening” de los hibridomas fue el test ELISA. Al
homogeneizado tisular se le afiadi6é deoxicolato sédi-
co al 4%, junto con agua destilada en una propor-
cién 1:1:2. La mezcla se agité durante 30 minutos,
se puso en un bafio de ultrasonidos el mismo tiempo
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y se centrifugé a 10.000 rpm durante otros 30
minutos.

Las placas de polivinilo se cubrieron inicialmen-
te con 100 pl/pocillo del homogeneizado a una
dilucién 1/64 (calculada previamente mediante un
test ELISA ckeckerboard), y se incubé toda la
noche a 4 °C. La placa se lavé con PBS y se incubé
2 horas a temperatura ambiente en PBS con leche
en polvo desnatada al 5%. Tras 3 lavados con PBS-
Tween 20 al 0,05%, se aiiadieron los sobrenadantes
en diluciones seriadas incubdndose 2 horas a tem-
peratura ambiente. La placa se incubé posterior-
mente con 100 p/pocillo de un anticuerpo de cabra
anti inmunoglobulinas de ratén polivalente conju-
gado con fosfatasa alcalina (Goat anti-mouse poly-
valent immunoglobulins alkaline phosphatase con-
jugate, Sigma) a una dilucién 1/350 durante 2
horas y a temperatura ambiente. Tras lavarla, se
afladieron 100 w/pocillo del sustrato de ELISA,
afiadiéndose una tableta de sustrato fosfatasa Sigma
104 (p-nitrofenil fosfato disodio, 5 mg/tableta) por
cada 5 ml de sustrato, y se incubd durante 30
minutos. La placa se leyé con un lector ELISA
(Titertek Multiskan Plus) con un filtro de 405 nm
de longitud de onda.

Los pocillos seleccionados como positivos tras este
test se sometieron a técnicas inmunocitoquimicas
(PAP y ABC) y de inmunofluorescencia.

Test ELISA para la detecciéon de la clase
de inmunoglobulina

Se determiné el isotipo de las inmunoglobulinas
de rat6n a la que pertenecia el anticuerpo, utilizando
el Kit EK-5050 (Mouse monoclonal sub-isotyping
Kit EK-5050, Hyclone).

Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato sédico (SDS-Page)

Se aplic6 el protocolo parcialmente modificado de
Laemmli (14). El homogeneizado tisular previamente
tratado con SDS al 1% se mezclé en proporcion 1:1
con ¢l tampén para las muestras (0,5 ml de SDS al
10%, 0,5 ml de Dithiochreitol (DTT) 1 M, 0,1 ml
de azul de bromofenol, 0,5 ml de glicerol al 60% vy
0,5 ml de tampén del “stracking” (concentracién
final: Tris-HCI 0,5 M, y SDS 0,4%), hirviéndose 5
minutos. La electroforesis se realiz6 en un Bio-Rad
mini protean II, y el homogeneizado cisular se corrié
en un gel de poliacrilamida (a una concentracién del
“resolving” gel del 12% y a una concentracién del
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“stracking” gel del 5% con gradiente) a intensidad
constante y a un voltaje de 60 V durante 90 minutos.

Western Blotting

Se aplicé el protocolo parcialmente modificado de
Towbin y cols. (21). La transferencia a los filtros de
nitrocelulosa se realiz6 a voltaje constante, con una
intensidad de 200 mA, y aproximadamente en 1
hora en un aparato de transferencia (2005 Transphor
Electrophoresis Transfer Unit, LKB), utilizando un
tamp6n de transferencia (concentracién final: Tris 25
mM, glicina 192 mM, y metanol 20%).

Los filtros se extrajeron, se lavaron con PBS en
agitacion y se incubaron toda la noche a 4 °C con
PBS con leche en polvo desnatada al 5%. Se afiadi6
el anticuerpo monoclonal a una dilucién 1/100 en
PBS con leche en polvo desnatada al 1%, y se man-
tuvo 2 horas en agitacién a temperatura ambiente.

Marcaje con agentes enzimdticos

Tras el lavado se afiadié un anticuerpo de conejo
anti raton (Sigma) a una dilucién 1/200 en PBS con
leche en polvo desnatada al 1% incubdndose 2 horas
en agitacién, y a temperatura ambiente. En el
siguiente paso, se incubaron con un anticuerpo de
cabra anti conejo conjugado con peroxidasa (Sigma)
a una dilucién 1/500 en PBS con leche en polvo des-
natada al 1% durante 2 horas en agitacién, y a tem-
peratura ambiente. La peroxidasa se revelé con dia-
minobenzidina tetrahidroclorada (Sigma) y peréxido
de hidrégeno al 30%.

Marcaje con iodo radioactivo

Tras afiadir el anticuerpo monoclonal, los filtros se
lavaron y se incubaron con fragmentos F (AB’) 2 de
oveja anti inmunoglobulinas de ratén marcados con
1251 (Sheep anti mouse Ig '»I labelled F (AB’) 2
fragment, Amersham), a una dilucién 1/2.000 en
PBS con leche en polvo desnatada al 1% durantce 2
horas a temperatura ambiente, y en agitacién. Los
filtros se secaron, se introdujeron junto con una peli-
cula en una cassette a -80" C durante 48 horas, y la
pelicula se revelé.

Precipitacién con sulfato amonico

Ll sobrenadante extraido del cultivo de los hibri-
domas se centrifugd a 2.000 rpm, a 4 °C, durante 10
minutos. Se deseché el pellet, se afiadié la mitad del
sulfato aménico requerido para alcanzar una concen-
tracion final de saturacién del mismo del S0% (a 1
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litro de la solucién problema, serfa necesario anadir-
le 313 g de sulfato aménico), y se dejé en agitacion
6 horas a 4 °C. La solucién resultante se centrifugé a
2.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, se desecho el
pellet, y se anadié la otra mitad de sulfato aménico,
dejandolo en agitacién otras 6 horas a 4 °C.

La solucién resultante se centrifugé a 12.000 rpm
durante 30 minutos a 4 °C. Se desech el sobrenadan-
te, y se resuspendié el pellet en un volumen de PBS
aproximadamente entre un 5 a un 10% del volumen
inicial de sobrenadante. La solucién se transfirié a
una membrana de didlisis toda la noche a 4 °C.

Filtracién en gel

Un gel de agarosa (Pharmacia Sepharosa 4B) se
transfirié al interior de una columna (Pharmacia)
con una capacidad para aproximadamente 20 veces
el volumen total de anticuerpo. Este se extrajo de la
membrana y se filtré a través de la columna. Se cal-
culé la concentracién de proteina existente (mg/ml)
en las fracciones recogidas, por el método de Layne
(16) y por el de Lowry (17).

Preparaciéon del tejido nervioso

Los sobrenadantes positivos al test ELISA, y pos-
teriormente el anticuerpo monoclonal purificado,
fueron probados en cortes congelados de tejido ner-
vioso humano, de mono y de rata, y en cortes inclui-
dos en parafina (tejido humano y de rata),

El tejido nervioso humano fue fijado mediante una
perfusién intravascular (via arteria carétida interna)
con una solucién de paraformaldehido al 4%, con
acido picrico al 0,02%, diluida en tampén fosfato 0,1
M a pH 7,4 durante 2-3 horas. El cerebro se postfijé
durante 24-48 horas con una solucién de paraformal-
dehido al 4% recién preparada. Después con una solu-
cién de glicerol al 10% en tampén fosfato 0,1 M con
DMSO al 2% durante 3 dias, y finalmente en una
solucién de glicerol al 20% en el mismo tampé6n con
DMSO al 2% durante 5 dias. Los bloques se congela-
ron y se almacenaron a -80 °C cortdndose con un
micrétomo de congelacion (Reichert-Jung Histoslide
2000) a 30 y 50 pm de espesor.

El tejido nervioso de mono fue fijado mediante
una perfusion por via transcardfaca con una soluci6n
de parafomaldehido al 4% en tampén fosfato 0,1 M
a pH 74, y se introdujo en una solucién de sacarosa
al 30% en el mismo tampén. Los cortes se efectua-
ron a 50 pum de espesor.

Parte del tejido nervioso de rata fue fijado con la

misma solucién de fijacién que en el caso del tejido
nervioso de mono. El tejido nervioso de otras raras fue
perfundido por via transcardfaca con paraformaldehido
al 1% con glutaraldehido al 1,25%. Posteriormente se
perfundi6 con estas mismas soluciones a las que se les
anadié sacarosa al 10%, a 4 °C. Tras ello, y también en
hielo picado, se perfundi6 con una solucién de sacarosa
al 10% en tampén fosfato 0,1 M pH 7 4. El cerebro se
introcdujo en una solucién de sacarosa al 30% en el
mismo tampon, los bloques se congelaron y se corta-
ron a 30 um de espesor.

Los cortes de rata previamente fijados en formol
tamponado al 10% e incluidos posteriormente en
parafina, y aquellos fijados en paraformaldehido al
4% e incluidos también en parafina fueron cortados
con un micrétomo de parafina (Reichert-Jung
Parafina 2030) a 7 um de espesor.

Técnicas inmunocitogquimicas

Se aplicaron dos técnicas inmunocitoquimicas: la
técnica de los complejos peroxidasa anti-peroxidasa
(PAP), y la técnica de los complejos avidina-biotina
(ABC).

En la técnica del PAP se aplicé el protocolo pat-
cialmente modificado de Sternberger y cols. (20).
Los cortes se trataron con H,0, al 1% durante 30
minutos, en agitacion y a temperatura ambiente, y
se incubaron, tras su lavado con PBS, con suero nor-
mal de cabra (Zymed) al 5% en PBS con Triton X-
100 (Panreac) al 0,3% durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente y en agitacién.

Los cortes se incubaron con los sobrenadantes de
los hibridomas en cultivo, o con el anticuerpo
monoclonal, a 4 °C, en agitacién durante 24 horas, a
una dilucién 1/50-1/100 en PBS con Triton X-100
al 4%. Tras su lavado se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente y en agitacién, con un anti-
cuerpo de cabra anti inmunoglobulinas de ratén
polivalente conjugado con peroxidasa (Goat anti-
mouse polyvalent immunoglobulins peroxidase con-
jugate, Sigma) a una dilucién 1/350 en PBS con
Triton X-100 al 4%. Los cortes se incubaron con
una solucién de 3,3°-diaminobencidina tetrahidro-
clorada (DAB, Sigma), a una concentracién del
0,05%con H50, al 0,033% durante 15 minutos.

En la técnica del ABC se aplicé el protocolo par-
cialmente modificado de Hsu y cols. (10). En este
caso, los cortes se incubaron con el anticuerpo mono-
clonal a una dilucién 1/100 durante 48 horas a 4 °C
y en agitacion. Después, con un anticuerpo de cabra
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anti [gM (especifico de la cadena ) de ratén conju-
gado con biotina (Goat anti-mouse IgM (p-chain
specific) biotin conjugate, Sigma) a diluciones entre
1/5.000-1/20.000 en PBS mas Triton X-100 dilui-
do al 4% durante 1 hora a tempertura ambiente y en
agitacion.

Tras el lavado, se incubaron con los complejos avidi-
na-biotina (ABC Complex-HRP (Dakopatts) y
Vectastain ABC Kit (Vector)) a una dilucién 1/100 en
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y en agi-
tacion. El revelado se realizé en las mismas condiciones
y con los mismos reactivos que para la técnica del PAP.

Los cortes obtenidos se intensificaron en ambas téc-
nicas con osmiotiocarbohidrazida. Se empleé tetréxi-
do de osmio (Sigma) al 0,005% vy tiocarbohidrazida
(THC, Electron Microscopy Science) al 0,05%.

Técnica de inmunofluorescencia

En esta técnica se aplicé el protocolo parcialmente
modificado de Higgins y cols. (9). Los cortes se
incubaron con un anticuerpo de cabra anti inmuno-
globulinas de racén polivalente conjugado con iso-
tiocianato de fluoresceina (FTIC) (Goat anti-mouse
polyvalent immunoglobulins FTIC conjugate,
Sigma) a una dilucién 1/100 en PBS con Triton X-
100 al 4%, en agitaci6n, a temperatura ambiente, y
durante 1 hora.

Resultados
Fusion

El rendimiento inicial de la fusion fue aproxima-
damente del 28% (40 pocillos con hibridomas, de
un total de 144 pocillos).

Los 40 pocillos iniciales con hibridomas se
sometieron a un inmunoensayo en fase sélida. Se
realizaron 4 test ELISA, con un intervalo de tiem-
po aproximado entre ellos de 4 a 7 dfas. Tras este
primer "screening", se seleccionaron 5 pocillos con
hibridomas positivos a este test. El criterio de valo-
racién de la positividad a este test se basé en la
existencia de al menos dos test ELISA positivos,
con unos valores >0,500 después de restar el valor
del control negativo.

Tras su "screening" mediante el empleo de las téc-
nicas inmunocitoquimicas y de inmunofluorescen-
cia, solamente el sobrenadante de uno de los 5 poci-
llos identificados inicialmente como positivos,
marcé especificamente una determinada poblacién
celular en todos los cortes del tejido nervioso huma-
no, de mono, y de rata preparados a tal efecto.

Caracterizacién del anticuerpo monoclonal

El resultado del test ELISA para la determinacién
de la clase y subunidad de inmunoglobulina a la que
pertenece el anticuerpo, que se hizo empleando el
Kit EK-5050 de Hyclone, concluyé que el anticuer-
po monoclonal (GMA) es de la clase IgM.

Tras una electroforesis en gel de poliacrilamida,
usando SDS al 10% como agente desnaturalizante
(SDS-Page), las proteinas se transfirieron del gel a
un filtro de nitrocelulosa, mediante un Western
Blott. El marcaje posterior de los filtros de nitroce-
lulosa con iodo radiactivo ('*° I), reveld la existencia
de 3 bandas muy préximas entre si. El anticuerpo
monoclonal (GMA) sin purificar, reconoce 3 poli-
péptidos cuyos pesos moleculares aproximados son
de 38, 40 y 43 KD. Una vez que el anticuerpo
monoclonal se purificé, el marcaje de los filtros con
2]y con peroxidasa-DAB revel la existencia de
una tnica banda principal, con un peso molecular
aproximado de 43 KD,

Concentracién 6ptima de trabajo
del anticuerpo monoclonal

Las diluciones del sobrenadante de los hibridomas
en cultivo empleadas en las técnicas del PAP y del
ABC, abarcaron diluciones comprendidas entre 1/50
y 1/32.000, estando su rango éptimo de actuacién
en las diluciones 1/50-1/100.

La concentracién del anticuerpo monoclonal una
vez purificado, determinada por el método de Layne
y por el método de Lowry, fue de 2,5 mg/ml. El
rango 6ptimo de trabajo del anticuerpo monoclonal
purificado se obtuvo en diluciones comprendidas
entre 1/50-1/500, siendo las diluciones 1/50 y 1/100
las que producfan un marcaje més uniforme en todas
las series de cortes de tejido nervioso examinadas.

Marcaje del GMA en cortes
de tejido nervioso congelado

En el caso de tejido nervioso humano y de mono,
el protocolo de fijacién con paraformaldehido al 4%
y dcido picrico al 0,02%, es suficiente para preservar
el antigeno de manera que el GMA lo marca de un
modo especifico. El anticuerpo monoclonal obtenido
tras la inmunizacién con el homogeneizado tisular
de hipocampo humano, marca de forma especifica
las células gliales, y dentro de esta clase, los astroci-
tos. En ningtin caso hemos observado la presencia de
neuronas matcadas en las preparaciones estudiadas.

| El anticuerpo monoclonal produce un marcaje espe-

14 REVISTA DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE NAVARRA ABRIL-JUNIO 1993

8



RABAJOS ORIGINALES | —

Figura 1 (A) Figura 1 (B)

4
’
—
" n
Astrocito protoplasmatico del estrato radial del sector CA1 de Astrocitos protoplasmaticos del estrato lacunoso-molecular
hipocampo humano (x250). del sector CA1 de hipocampo humano. La flecha indica la loca-
lizacién de un pie chupador en contacto con la pared de un
capilar (x500).
Flgura 1 (C) Figura 'I (D}
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Astrocitos de los estratos oriens y plramidal del sector CA1 de Detalle de los astrocitos del estrato oriens de la figura ante-
hipocampo humano (x125). rior (x250).

cifico, tanto de los astrocitos fibrosos como de los | cito, pudiéndose observar un soma celular pequefio,

protoplasmadticos, sin que exista ninguna especifici- = de contorno oval o triangular. Del soma surgen una
dad regional, es decir, presenta una distribucién uni- | serie de prolongaciones que se ramifican profusa-
forme en los cortes de tejido nervioso analizados. mente, confiriendo a la célula un aspecto estrellado.
Los astrocitos protoplasmadticos han sido descritos El citoplasma de los astrocitos aparecié discreta-
cldsicamente en la sustancia gris del sistema nervioso | mente marcado (fig. 1A, 1B y 1E). La inmunoreac-
central. La inmunoreaccién a nivel de célula indivi- | cién parece estar distribuida por el citoplasma. Este
dual produce un marcaje especifico de todo el astro- | aparece con unas condensaciones en su parte exterior,
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Figura 1 (E)

Astmmto protoplasmatlco de corteza telnporal humana (x250).

en ocasiones de aspecto filamentoso. Cuando el
plano de seccién del astrocito pasa a nivel del
nicleo, queda un espacio vacio correspondiente al
nicleo que no muestra inmunoreactividad alguna.
En otras ocasiones se mostraron formas astrocitarias
mis robustas y gruesas (fig. 1C, 1D y 1F), irradian-
do en todas las direcciones a partir del soma celular.

Se observan expansiones citoplasmdticas que se
ramifican, produciendo proyecciones que alcanzan la
superficie de la piamadre. Los astrocitos situados cerca
de la superficie del cerebro, o a nivel de la médula
espinal, poseen prolongaciones que se extienden hasta
la superficie de la piamadre. La mayor concentracién
de prolongaciones astrocitarias se halla debajo de la
supetficie de la piamadre, en donde las proyecciones
de un gran niimero de extensiones de los pies termi-
nales de los astrocitos forman la glfa limitante (fig.
2B). Es a este nivel donde el GMA produce un marca-
je astrocitario muy intenso, lo que confiere al fondo
un aspecto punteado, o en ocasiones, reticulado.

Tal y como corresponde a la descripcion cldsica de
los astrocitos, una caracteristica tipica es la presencia
de pies chupadores ¢n los capilares del sistema ner-
vioso central (fig. 1B). La inmunoreactividad detec-
tada en los astrocitos alcanza los pies chupadores de
los astrocitos. En otras ocasiones los capilares apare-
cen también con una gran cantidad de pies chupado-
res que en algunos casos se pueden seguir hasta las
células de origen.
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Figura 1 (F)
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Astrocitos protoplasmaticos de la capa VI de corteza cerebral
humana (x250)

A nivel de la sustancia blanca, es caracterisrica la
existencia de astrocitos fibrosos (fig. 2A). La inmu-
noreaccién obtenida presenta caracteristicas en todo
punto similares al marcaje de los astrocitos proto-
plasmdricos. La poblacién celular es idéntica a la que
se observa en la sustancia gris, puesto que marca
tanto el soma como las prolongaciones que nacen de
€l. En este caso, se observan prolongaciones gruesas
y que aparecen en el plano de seccién por una dis-
tancia corta. El fondo estd constituido por una consi-
derable cantidad de prolongaciones gliales, a dife-
rencia del observado en la sustancia gris.

En el tejido nervioso de rata la perﬁ.lsi{’m con para-
formaldehido al 4% dio lugar a un marcaje astrocitario
escaso, fragmentario y dificil de reconocer, especial-
mente en aquellas zonas con una permeabilidad espe-
cial (eminencia media, zona supraquiasmdtica, 6rgano
subfornical, etc.). Tan sélo la glfa subpial y la glia de
Bergmann en el cerebelo (fig. 2D) se marcaron con cla-
ridad. La perfusién con paraformaldehido al 1% y glu-
taraldehido al 1,25% cambié significativamente el
resultado de la inmunoareaccién, ya que, ademds de
los sitios resefados anteriormente, se observd un mar-
caje astrocitario a todos los niveles del SNC (fig. 2C).

El aspecto de los astrocitos en las tres especies
exminadas es basicamenre similar, indicando la exis-
tencia de epitopes comunes para las tres especies.
Dejando aparte las pequefias diferencias morfolégi-
cas existentes entre las distintas especies, el anticuer-
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Astrocitos ﬁbrosos de la sustancia blanca de corteza cerebral
humana (x250).

Figura 2 (C)

Figura 2. C. Astrocitos protoplasmaticos de la formacion reti-
cular troncoencefalica de rata (x250).

po monoclonal marca de forma especifica la misma
poblacién celular, y con el mismo detalle estructural
(por ejemplo en todas las especies se observa clara-
mente la existencia de pies chupadores y prolonga-
ciones astrocitarias finas).

Marcaje del GMA en cortes de tejido
incluidos en parafina
Las pruebas primeras realizadas en tejido fijado en

8

Astrocitos y glia limitante en parasubiculo humano (x125).

Figura 2 (D)
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Figura 2. D. Glia da Bergmann de cerebelo de rata (x250).

formol al 10% tamponado dieron consistentemente
un resultado negativo. Por esta razén empleamos un
fragmento de corteza parietal de un cerebro perfun-
dido por via intracarotidea con paraformaldehido al
4% vy dcido picrico al 0,02%. El fragmento de corte-
za fue incluido en parafina y se obtuvieron cortes a 7
um de espesor. El resultado fue parecido al obtenido
en cortes de congelacién, en cuanto al aspecto de los
astrocitos. Estos presentaban la misma intensidad de

REVISTA DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE NAVARRA ABRIL-JUNIO 1993 17




marcaje, sélo que la longitud de las prolongaciones
era menor que en los cortes de congelacion (segura-
mente por el grosor de los cortes). El citoplasma
aparecia marcado en mds ocasiones que en el caso de
los cortes de congelacion. Este fendmeno lo interpre-
tamos como debido al plano de scccion, ya que se
daba también, aungue con una frecuencia menor, la
presencia de astrocitos con una zona central clara por
la presencia del nmicleo.

Discusion

El anticuerpo monoclonal (GMA) se ha revelado
como un marcador especifico de los astrocitos, tanto
fibrosos como protoplasmdticos. Miencras que la
mayoria de los anticuerpos monaclonales descritos
frente a antigenos neurales se han obtenido inicial-
mente en otras especies, y posteriormente se ha com-
probado su posible aplicacién en cortes de rejido
nervioso humano, la importancia del desarrollo de
este anticuerpo monoclonal radica en el hecho de
que se ha obtenido tras inmunizar a ratones BALB/C
con un homogeneizado tisular, procedente del sector
CA1 de un hipocampo humano, y que una vez com-
probada su aplicacién y utilidad en cortes de tejido
nervioso humano, se ha probado en otras especies.
Por lo tanto, nuestro objetivo perseguia, especifica-
mente, un marcador celular humano.

Al analizar los resultados obtenidos tras la aplica-
cién de las técnicas inmunocitoquimicas en los cor-
tes de tejido nervioso de las tres especies, destaca el
hecho de la diferente antigenicidad mostrada por el
GMA en relacion a los distintos fijadores empleados
en las tres especies estudiaclas.

Los fijadores utilizados, asi como los métodos de
fijacion de los cortes de tejido, tienen una especial
importancia en el grado de preservacién de la anti-
genicidad de los tejidos asi como en el posterior
comportamiento de los anticuerpos frente a ellos
(15, 18).

La fijacién empleada en los cortes de tejido ner-
vioso humano (paraformaldehido al 4% con dcido
picrico al 0,02%), preserva la antigenicidad del teji-
do para nuestro anticuerpo, de tal forma que el mar-
caje producido por el GMA es uniforme a lo largo de
todo ¢l tejido observado. El GMA reacciona con una
proteina glial humana de 43 KD de peso molecular.

Creemos que dicha proteina comparte epitopes
comunes con otras proteinas gliales similares de
otras especies. Existe una similitud entre las prorei-
nas gliales de distintas especies, como lo demuestra
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el hecho de que el GMA marca de forma mds o
menos uniforme cortes de tejido de rata y mono.

En el caso de otras especies, el paraformaldehido
puede no ser suficiente para evitar la degradacién de
la proteina, y enmascarar los epitopes comunes que
la proteina glial de rata y mono presenta con la pro-
teina glial humana, y de esta forma se puede perder
la ancigenicidad.

En los cortes de tejido nervioso de mono y de rata,
el empleo de paraformaldehido al 4%, como tnico
fijador, no preserva el antigeno reconocido por el
GMA. La antigenicidad con este fijador s6lo estd pre-
servada en la glia subpial, y en un tipo especial de
glia, la glia de Bergmann del cerebelo, produciendo
un marcaje nulo en el resto de tejido nervioso.

La combinacién como fijadores de paraformalde-
hido al 1% con glutaraldehido al 1,25% no sélo pre-
serva la ancigenicidad a nivel de la glia de
Bergmann, sino que preserva la antigenicidad del
resto del tejido. Por lo tanto, no distorsiona o
enmascara los epitopes gliales, y si previene su
degradacién o lisis, de tal modo que es reconocido
por el GMA.

Este hecho sugiere que existen diferencias interes-
pecie en lo que respecta a la labilidad del antigeno,
del tal modo que, o bien €l tejido humano expresa
los epitopes en una mayor proporcién que en el caso
de la rata, con lo cual una fijacién con paraformalde-
hido es suficiente, o bien, aunque hay una afinidad
entre el antigeno de los ascrocitos del hombre y de la
rata en lo que a reconocimiento por ¢l GMA se refie-
re, diferencias estructurales entre uno y otro hacen
necesaria la presencia de glutaraldehido para preser-
var la antigenicidad en el caso de la rata, pero no en
el caso del hombre. Parece claro que el antigeno pre-
senta una labilidad bastante notable; labilidad que
es parcialmente neucralizada cuando se emplean
métodos de fijacion distintos.

GMA se probd en cortes de tejido incluidos en
bloques de parafina, que previamente habifan sido
fijados en formol al 10%. En todas las series proba-
das, el anticuerpo no ha producido un marcaje claro.
Este hecho parece indicar que la fijacién con formol,
usualmente suficiente en la buena parte de la inmu-
nocitoquimica de rutina, no es suficiente en este caso,
sugiriendo una labilidad proteica mayor que el resto
de proteinas del SN. GMA se probé también en cor-
tes de tejido previamente fijado con paraformaldehi-
do al 49, y posteriormente incluido en parafina, pro-
duciendo un marcaje similar al observado en los cor-
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tes de tejido congelado previamente perfundido. De
ello deducimos que la pérdida de la antigenicidad
tisular estd en relacién con la fijacién empleada, no
siendo imputable a la propia inclusién en parafina.

El anticuerpo monoclonal GMA no es especifico
de ningtn drea concreta del SNC, por cuanto marca
la misma poblacién glial en todos los sistemas neu-
rales comprobados, a la par que tampoco es especie
especifica, por cuanto también marca otras especies.

Los resultados de las pruebas realizadas con el GMA
en cortes de tejido nervioso de distinto grosor, han
revelado que el anticuerpo presenta una baja penetra-
cién en el tejido. Esta penetracién se ve incrementada
por el empleo de detergentes. El empleo como deter-
gente del Tricon X-100, ha favorecido el grado de
penetracién del GMA en el tejido, apareciendo en un
marcaje astrocitario uniforme con un grosor tisular de
30 um, frente al marcaje cuantitativa y cualitativa-
mente inferior obtenido en los cortes de 50 pn.

Comparando los resultados obtenidos con las téc-
nicas de inmunofluorescencia y con las técnicas
inmunocitoquimicas, es de destacar la mayor sensibi-
lidad de estas Gltimas. La inmunofluorescencia se ha
revelado parcialmente ineficaz en su aplicacién a los
cortes de tejido nervioso humano, por cuanto la pro-
pia lipofuscina del tejido nervioso humano enmascara
la reaccién de fluorescencia producida por el FTIC.
Aplicada en cortes de tejido nervioso de rata, ha reve-
lado un marcaje astrocitario, pero, en todo caso,
mucho menos uniforme que mediante el empleo de
las técnicas inmunocitoquimicas. El ABC se ha reve-
lado como la mejor técnica inmunocitoquimica, por
cuanto permite un marcaje astrocitario uniforme y
constante a lo largo de todas las series observadas, a la
par que permite trabajar con rangos de dilucién del
GMA mayores que los empleados en el PAP.

TRABAJOS
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Aplicaciones

El anticuerpo que hemos obtenido puede ser utili-
zado en una variedad de estudios que abarcan desde
aspectos del desarrollo hasta las alteraciones del sis-
tema nervioso central propias de la neuropatologia.
En efecto, el sistema nervioso central, desde un enfo-
que neurocientifico completo, no puede pasar por
alto los elementos no neuronales también presentes,
y que en muchos casos son tan determinantes como
las neuronas en la fenomenologia de los procesos
patolégicos del sistema nervioso.

El GMA puede tener utilidad y ofrecer una expo-
sici6n de la poblacién astrocitaria en:

A) Infecciones virales del sistema nervioso, incre-
mentando el conocimiento del comportamiento de
los astrocitos ante estas situaciones.

B) Situaciones de hipoxia, en la que se describen
cambios en la glia astrocitaria.

C) Alteraciones metabélicas, en donde la glia no
s6lo parece tener un papel fundamental en la regula-
cién del medio en donde las neuronas efectiian su
comunicacién sindptica, sino que también juega un
importante papel en la proteccién contra alteracio-
nes producidas por sustancias excitotéxicas,

D) Enfermedades neurodegenerativas, destacando
entre ellas el papel que la glia astrocitaria tiene en la
enfermedad de Alzheimer.

E) Estudio del desarrollo normal y patolégico en
el sistema nervioso central.

F) Traumatismos y lesiones neurolégicas de los
nervios periféricos y médula espinal. Quizd el anti-
cuerpo caracterizado en el presente estudio pueda
contribuir a un conocimiento mds detallado de la
neurobiologia integral de fenémenos que puedan
tener su aplicacién en la mejora del diagnéstico y/o
tratamiento de afecciones neurolégicas.
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ndlce y medio sobre las dos lad )
el pulgar debajo del cllindro uefio de vidrio, Apretar con fuers
tlo un moevimlenta rapidol El vial monodosis solo: puede ser utlliza
ver. Con cada nebulizacion se adiministran 100 LI, CONDICIONES DE C(
ntes de su' uso Calsynar Intranasal debe mantene
Cuando se esté utllizantlo] pued NServarse a temperatura an
[o:de 22'C) hasta un maximo de 4 semanas. PRESENTACION: Er
les nebullzadores: monodosis) contenlendo 70 mal cada uno de solucion
zalile, lo que corresponde a una dosis de 100 Ul por cada vial, P.V.P
5,635, ptas; Con receta médica, APORTACION MINIMA PARA LOS §
CIARIOS DE LA SEGURIDAD SOCIAL (50 Ptas,)





