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RESUMEN

Laretina neural (RN) de los vertebrados es una estructura sumamente interesante
desde el punto de vista de su desarrollo. Su accesibilidad y relativa simplicidad morfol 6gica
la han convertido en un modelo muy utilizado para analizar procesos de diferenciacion
celular e histogénesis. A pesar de la gran cantidad de trabagjos que describen distintos
aspectos relacionados con el desarrollo de este érgano, permanecen abiertas muchas
interrogantes, debido probablemente a que, desde el punto de vista molecular, faltan
muchas piezas de un rompecabezas extremadamente complejo. En este trabajo nos
propusimos la aplicacién de una de las tecnologias més poderosas en € campo de la
biologia molecular, la generacion de anticuerpos monoclonales (Acms), para intentar
realizar una “diseccién inmunoldgica’ de la RN. La aproximacion experimental consistio
en la inmunizacién de ratones con RN embrionaria de pollo y la fusion de las células
esplénicas de dichos ratones con células inmortales derivadas de un mieloma. Asi
obtuvimos agunas lineas de hibridoma productoras de Acms que se unian
especificamente a distintas estructuras de laretina.

Uno de estos anticuerpos, llamado 3C3 (IgG;) resultd de interés especial.
Encontramos que la sefiadl dada por e Acm 3C3 en inmunofluorescencia varia
enormemente su intensidad y su distribucion espacial alo largo de la ontogenia del pollo.
En etapas tempranas, dicha sefial aparecio débil pero distribuida en casi todas las células
del embrién. Al comenzar |a diferenciacion del tejido nervioso, observamos que la sefial
aumentaba en intensidad en las células con fenotipo neuronal, a la vez que disminuia
dréasticamente en otros tipos celulares, incluyendo a las células de Mller de la RN. Entre
los 12 y los 16 dias aproximadamente, el marcado fue maximo, extendiéndose
homogéneamente en e espesor de la RN. Hacia e fina del desarrollo embrionario y
durante el desarrollo post-natal, la restriccion de la sefid aumentd, encontrandose
solamente en las capas més internas de la RN y desapareciendo en forma précticamente
total en los fotorreceptores del pollo adulto. El patron de distribucion subcelular del
epitope reconocido por el Acm 3C3 aparecié constante en todas estas etapas, en que
observamos una distribucién preferencialmente periférica. La caracterizacion bioguimica
primariadel antigeno (Ag) 3C3 indica que se trataria de una proteina de un peso molecular
aparente de 72000 y un punto isoeléctrico de 4.2. A juzgar por la Unica banda detectable en
SDS-PAGE por & e Acm 3C3, éste parece reconocer solamente tal Ag. EI Ag mostré una
alta insolubilidad en tampdn salino fisiolégico y en solventes de lipidos, pero fue
solubilizado por concentraciones relativamente bajas (hasta 0.05%) de Tritén X-100. El
epitope resulté muy sensible a tratamientos proteoliticos e insensible a la oxidacion de
glucidos con periodato.

Finalmente, el ensayo por inmunofluorescencia del Acm 3C3 sobre cortes de ojo
de otras especies de vertebrados mostré que el Ag debe ser relativamente conservado, ya

\



gue encontramos reactividad cruzada en dos reptiles (tortuga y Amphisbaena) y un
mamifero (cobayo), donde € patron de distribucion en la RN present6 similitudes con lo
observado en €l pollo.

Vil



INTRODUCCION

1 - La retina neural

1.1 - Estructura general

Gracias a su ubicaciéon, la retina neural (RN) de los vertebrados representa una
porcion muy accesible del sistema nervioso central. Esta ventgja ha favorecido grandes
avances en € conocimiento de la estructura, funcion y desarrollo del 6rgano, incluso a
nivel molecular. La RN esta formada por un nimero limitado de tipos celulares que son
relativamente conocidos morfolégica y funcionalmente y que derivan de progenitores
neuroepiteliales comunes (Altshuler y Cepko, 1992; Adler, 1993). De los siete tipos
celulares principales, seis tienen un fenotipo neuronal, fotorreceptores (conos y
bastones), células bipolares, células ganglionares, células horizontales y céulas
amacrinas, y uno glial, las células de Miller (Ramén y Cajal, 1911; Kuwabara, 1983;
Raviola, 1995). El que sean pocas y la ordenada disposicion histol égica de estas células
y sus prolongaciones en capas bien delimitadas facilita su identificacion y €l seguimiento
de linajes (Wetts y Fraser, 1988). Sobre la base de estudios electrofisiologicos y
neurogquimicos, los tipos celulares descritos pueden ser, a su vez, divididos en subtipos
con caracteristicas diferentes (De Vries y Baylor, 1993; Kandd et al., 1995). Estas
diferencias funcionales suelen correlacionarse con diferentes morfologias celulares
(Kolb, 1994).

La RN de las aves presenta, ademas, ciertas caracteristicas particulares. Por
gjemplo, estotalmente avascular y todas | as células que se encuentran en ella derivan del
neuroepitelio (Romanoff, 1960). En retinas vascul arizadas como las de la mayor parte de
los mamiferos, se encuentran células inmigrantes, tales como los astrocitos (Watanabe y
Raff, 1988). Si bien en las aves se ha descrito la inmigracion de células fagociticas en
etapas tempranas del desarrollo, éstas permanecen sdlo en forma muy transitoria
(Cuadros et a., 1991). La RN de las aves es ademéas més gruesa y sus capas son mas
conspicuas que en otros vertebrados (Romanoff, 1960), lo cua simplifica lalocalizacion
de las ditintas células y regiones en cortes histoldgicos. En cuanto a las células que la
conforman, en las aves diurnas, los fotorreceptores son predominantemente conos, a
diferencia de los mamiferos, donde predominan los bastones (Ramoén y Cajal, 1911,
Adler, 1993), mientras que las células ganglionares son mas abundantes y diversas
(Ramony Cajdl, 1911).



1.2 - Desarrollo

1.2.1 - Histogénesis

Laretina se origina a partir de la vesicula dptica. Esta es una evaginacion
del diencéfalo que luego de contactar €l ectodermo, donde induce la diferenciacién de la
placoda cristalineana, sufre una invaginacién de su porcion lateral. Laluz de la vesicula
Optica, continua con la cavidad ventricular del diencéfalo, termina obliterandose en
forma précticamente completa. La copa éptica resultante queda formada, entonces, por
dos capas neuroepiteliales separadas por el delgado espacio ventricular o subretiniano.
La capa més externadaralugar a epitelio pigmentario de laretina (EPR), mientras que la
interna forma, en su porcion central, la RN. La porcion marginal (el borde de la copa)
originael cuerpo ciliar y € iris (Romanoff, 1960).

La formacion de los diferentes estratos celulares comienza en la region
central o fundica de laretinay avanza hacia la periferia. El crecimiento temprano de la
retina se debe principamente a la proliferacion de las células mas externas (0
ventriculares). Algunas de estas células delaminan hacia la superficie vitrea y se
diferencian, mientras que otras siguen proliferando. La mayor parte de los primeros
neuroblastos originan células ganglionares, que empiezan a formar una capa distinguible
hacia € cuarto dia. La capa plexiforme interna empieza a hacerse visible alos 7 u 8 dias
y la externa, mucho més fina, aparece dos o tres dias después. Hacia € dia 10 se
diferencian las células amacrinas, en e borde vitreo de la capa nuclear interna, mientras
gue en e borde ventricular, hacen lo propio las horizontales. Entre los dias 10 y 12,
también comienzan a diferenciarse los conos y bastones. Hacia el 12° dia de incubacién,
entonces, la retina neural presenta ya una disposicién de capas muy similar a la retina
adulta y el principal cambio que puede observarse a partir de esta etapa es un
crecimiento en espesor. Este crecimiento se debe en parte a gran desarrollo de las
prolongaciones neuriticas, que lleva a aumento del espesor de las capas plexiformes y
en parte al crecimiento de los segmentos externos de conos y bastones (Romanoff,
1960). En € pollo, la aparicion de cada tipo celular se superpone a la de los demés, por
lo cua no hay ningun estadio que se caracterice por la formacion de un tipo celular
determinado (Repkay Adler, 1992).



1.2.2 - Diferenciacion celular

La diferenciacion celular es un proceso muy complejo que implica la
adquisicién de caracteristicas moleculares, funcionales y, generalmente, morfol dgicas
por parte de las células que lo sufren. Estas caracteristicas se adquieren en forma gradual
durante el proceso, que para una neurona incluye varias etapas. una serie de divisiones
mitéticas, una mitosis terminal, que marca su "nacimiento”, la migracion a una capa o
region particular, la adquisicién de un fenotipo diferenciado, de acuerdo a su posiciony,
finalmente, la conexidn sinaptica con otras células (Adler, 1993).

La diferenciacion implica la regulacion activa de los genes que codifican
para las proteinas especificas de cada tipo celular. Esta regulacion es mediada por
factores de transcripcion, y se conocen algunos de distribucion particular en la RN. Uno
de ellos es Idet-1 que, originamente, fuera descripto en las motoneuronas espinales
(Ericson et al., 1992) y que en la RN se encuentra en las células ganglionares y en
algunas amacrinas (Galli-Resta et a., 1997).

Una de las primeras proteinas de diferenciacion funciona que se
describen en la RN en desarrollo es la proteina NF68, de neurofilamentos, donde
comienza por expresarse en las células ganglionares. Algunas neuronas de la RN, tales
como los fotorreceptores y las células amacrinas no expresan proteinas de
neurofilamentos (Guillemot y Cepko, 1992), mientras otras como algunas horizontales,
pueden expresar a la vez proteinas de neurofilamentos y vimentina, al menos en los
roedores (Dréger, 1983).

Yaqueen laRN coexisten varios tipos celulares distintos que se originan
a partir de un mismo neuroepitelio indiferenciado, debe existir una regulacion muy
estricta del proceso de diferenciacion, que asegure la generacion de todos estos tipos
celulares en una proporcion correcta. Existen dudas respecto al momento de la
determinacién celular, es decir cuando las células del neuroepitelio se comprometen a
seguir una cierta via de diferenciacién. Hay dos hipétesis principales postuladas a este
respecto, la primera propone que las células de la retina son determinadas hacia una via
de diferenciacion antes de o durante la Ultima divisién mitética, mientras que la otra
implica que las células se determinan mas tarde, debido a sefidles dependientes de la
posicion que adoptan a migrar (Adler y Hatlee, 1989). La pimera hip6tesis implica,
entonces, que las caracteristicas de la descendencia de una célula progenitora ya estan
determinadas por un mecanismo conocido como "restriccion de linaje", mientras que la
segunda hip6tesis implica una mayor plasticidad de las células, las cuales serian
determinadas tardiamente, poco antes del momento en que comienzan a expresar €l
fenotipo diferenciado (Williamsy Goldowitz, 1992a).



Se han intentado distintas aproximaciones a este problema. Una de ellas
se basa en e seguimiento de lingjes celulares. Los resultados encontrados por algunos
autores (Price et al., 1987; Turner y Cepko, 1987; Wetts y Fraser, 1988; Wetts y Fraser,
1991) sugieren que en la RN la especificacion de tipo celular ocurre tarde en el
desarrollo, apoyando un rol importante del ambiente en la determinacién celular.
Utilizando una técnica diferente para seguir lingjes celulares, Williams y Goldowitz
(1992 ay b) sostienen, alainversa, que la restriccion de lingjes es muy importante en la
determinacion celular en la RN. A pesar de sus interpretaciones contradictorias, en
conjunto, estos trabajos han mostrado que |os clones derivados de una célula precursora
retiniana estdn compuestos por diversos tipos celulares que permanecen muy
relacionados y ordenados radialmente en el espesor de la retina (Williams y Goldowitz,
1992D).

Otra aproximacion muy utilizada es el cultivo de células de RN
embrionaria, que permite € seguimiento directo de las células en diferenciacion en un
ambiente controlado. La hipétesis “ambiental” se basa en la premisa de que existen
sefial es que, distribuidas heterogéneamente en el espesor de la RN, hacen que las células
sean dirigidas hacia una u otra via de diferenciacion. Estas sefiales son extremadamente
dificiles de andizar in vivo, razén por la cual suelen usarse cultivos de células de RN
embrionaria, que permiten modificar fécilmente el entorno en e cua ocurre la
diferenciacion. Adler y Hatlee, por ggemplo (Adler y Hatlee, 1989), combinando técnicas
de marcado con timidina tritiada (3H-T) y ensayos de diferenciacion in vitro de células
de RN de pollo, encontraron que, si bien los fotorreceptores son uno de los Ultimos tipos
celulares que se diferencian in vivo, aparecen en mayor proporcién cuando se cultivan
células post-mitéticas obtenidas de embriones més jovenes, indicando que el
microambiente retiniano condiciona el destino de las células luego de su nacimiento. Por
otro lado, las células que sufren su Ultima mitosis en cultivo, se diferencian
principalmente en conos (Repka y Adler, 1992). Estos resultados indican, segun los
autores, que en la RN més interna existen sefiales inductoras y que las células que no
Ilegan ali siguen una via de diferenciacion “por defecto” hacia € fenotipo fotorreceptor
(Adler, 1993). En los roedores, sin embargo, se ha encontrado un efecto inverso en
experimentos similares (Watanabe y Raff, 1992; Altshuler y Cepko, 1992). Tanto los
trabajos de Raff como los de Cepko sugieren la existencia de una “ actividad promotora
de bastones’, que seria difusible y producida por células de RN de cualquier etapaen la
cual ocurre diferenciacion de fotorreceptores.

La aparente contradiccién entre los resultados obtenidos en pollo y en
rata puede deberse a que los cultivos fueron realizados en condiciones distintas, a que
existen diferencias interespecificas importantes, tales como que en la retina del pollo



predominan los conos y en la de la rata los bastones y, tal vez |o més importante, a las
dificultades creadas por € bajo nimero de marcadores especificos de tipos celulares de
gue se dispone actualmente (Repkay Adler, 1992; Adler, 1993).

En los peces, € 0jo, y, por lo tanto, la RN, crecen en forma constante.
Esto hace que siempre existan células en diferenciacion, 1o que provee de un buen
modelo para estudiar la determinacion celular. En € pez Carassius auratus, por
ejemplo, se encontrd que los precursores de bastones, que se encuentran dispersos por
toda la RN, no expresan rodopsina (detectada por el Acm rho 4D2, Hicks y Molday,
1986) hasta 3 0 4 dias después dela Ultima divisién mitética (Knight y Raymond, 1990).

En algunos casos, € andlisis del problema de la determinacion celular
mediante el uso de anticuerpos, ha mostrado, sin embargo, que existen marcadores
especificos que se expresan tempranamente en células de laRN, sugiriendo la existencia
de un cierto grado de restriccion de lingje (Larison y Bremiller, 1990; Wikler y Rakic,
1991; Hernandez-Sanchez et a., 1994; Waid y McLoon, 1995). Por gemplo, Larison y
BreMiller, inmunizando ratones con retinas fijadas de “zebrafish”, obtuvieron un Acm,
FRet 43, que se une especificamente a los “conos dobles’, tipicos de la retina de los
peces. Este antigeno es detectable menos de tres horas después del “nacimiento” de los
fotorreceptores (Larison y BreMiller, 1990). Por otro lado, Wikler y Rakic, usando Ac
policlonales contra pigmentos visuales encontraron expresion precoz de pigmento
verde/rojo en una pequefia proporcion de conos en diferenciacion. Esto sugiere, segin
los autores que la generacion del mosaico requiere de la diferenciacidn primaria de unos
pocos conos que sefidizarian la diferenciacion de los demas en un patrén correcto
(Wikler y Rakic, 1991).

Numerosas investigaciones han sido dedicadas a tratar de encontrar las
posibles sefidles que puedan influir en la eleccion de una célula entre distintas vias de
diferenciaciéon. Todos estos datos, apoyan la hipétesis ambiental de la determinacion
celular, a la vez que sugieren una gran heterogeneidad molecular en la retina en
desarrollo. Entre las moléculas descritas se encuentran factores difusibles (Cirillo et al.,
1990; Faktorovich et a., 1990; Hageman et al., 1991; Guillemot y Cepko, 1992; Lillieny
Cepko, 1992; Altshuler et a., 1993; Mudhar et al., 1993; Stenkamp et al., 1993; Arruti y
Cirillo, 1995; Kelley et a, 1995; Lillien, 1995; Meyer-Franke et a., 1995; Hyait et al.,
1996; Neophytou et al., 1997), moléculas de adhesion celular (Hausman y Moscona,
1976; Brackenbury et a., 1977; Thiery et a., 1977; Buskirk et a., 1980; Schlosshauer et
al., 1984; Lemmon y McLoon, 1986; Lagenauer y Lemmon, 1987; Thomasy Y ancey,
1988; Vielmetter et al., 1991; Roark et al., 1992; Boxberg et al., 1993; Fadool y Linser,
1993; Austin et a., 1995; Holash y Pasquale, 1995; Kenny et a., 1995; Dorsky et al.,
1995; Yin et a., 1995; Trider et a., 1996; Ahmad et a., 1997; Bruckner et a., 1997;



Holash et al., 1997; Zisch et a., 1997) y componentes de la matriz extracelular (Buskirk
et a., 1980; Cohen et al., 1986; Reh et a, 1987; Cohen et al., 1989; Halfter, 1989; Hunter
et a., 1989; Albini et a., 1992; Hunter et a., 1992; de Curtis y Reichardt, 1993;
DeSimone, 1994).

Algunas evidencias indican incluso que las células podrian “reclutar” a
proteinas con funciones variadas para funcionar como sefiales durante el desarrollo. Un
giemplo de esto en la RN estd dado por la enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Layer,
1983; Layer y Sporns, 1987; Reiss et al., 1996).



2 - Aplicacion de la tecnologia de los anticuerpos monoclonales al
analisis de la heterogeneidad molecular de 1a RN

La complegjidad propia de los sistemas en desarrollo hace generalmente dificil un
andlisis completo de procesos tales como la diferenciacion celular y la morfogénesis.
Esta complgjidad se vuelve especialmente evidente cuando se intentan estudiar los
mecanismos moleculares del desarrollo embrionario. La obtencion de marcadores
moleculares especificos es entonces fundamental para lograr un conocimiento mas
completo de un sistema tan complejo y heterogéneo como la retina en desarrollo. Uno
de los procedimientos empleados para descubrir estos marcadores apela a las
propiedades de |os anticuerpos monoclonales (Acms).

2.1 - Generacion de Acms :

La tecnologia de los anticuerpos monoclonales, desarrollada a partir del trabajo
inicial de Georges Kohler y César Milstein en 1975 (Kohler y Milstein, 1975), representa
hoy en dia una de las aplicaciones més relevantes de la biotecnologia a la investigacion
basica en biologiay quimica, méas alla de su importanciaindiscutible en la generacién de
poderosas armas de diagnéstico clinico y de representar en si misma una excelente
aproximacion al estudio de problemas bésicos en inmunologia (Campbell, 1984; Abbas
et a., 1991). Dada la importancia y amplia aplicacién de esta tecnologia, existen
actualmente numerosas publicaciones y manuales que detallan sus principios y
protocolos (Gafre y Milstein, 1981; Lasborg, 1982; Goding, 1983; Campbell, 1984;
Harlow y Lane, 1988; Liddell y Cryer, 1991)

El método habitual consiste en fusionar células linfoides, provenientes de un
animal previamente inmunizado, con céulas de una linea celular inmortal, derivada de
un mieloma. Originalmente, se usaron virus fusogénicos, como & Sendai, para mediar la
fusion celular, pero actualmente s usan fusdgenos quimicos, como el polietilen-glicol
(PEG) (Kohler y Milstein, 1975; Campbell, 1984). Idealmente, tanto la linea celular
mielomatosa como las células linfoides normal es son obtenidas de animales de la misma
especie, y de una cepa congénica, como la cepa Balb/C de ratones. Esto permite la
generacion de tumores asciticos en animales de dicha cepa, 10 cua resulta ventajoso
para la obtencion de grandes cantidades de Acm, asi como para eliminar, de ser
necesario, eventuales microorganismos contaminantes de los cultivos celulares (en
especial micoplasma). En ratones es relativamente facil la induccion de mielomas,
mediante la inyeccién de aceite mineral o pristane en la cavidad peritoneal (Goding,



1983; Campbell, 1984), pero suelen usarse lineas celulares estdndar, que pueden
conseguirse comercialmente. Estas lineas de mieloma estan formadas por células B
malignizadas que han perdido la capacidad de secretar Acs, tal como la linea P3-X63-
AQg8.653 (Kearney et d., 1979).

De todos los eventos de fusion posibles, agunos (unos 100 cada 10’
esplenocitos, Campbell, 1984) ocurren entre una célula B, productora de anticuerpos, y
una célula de mieloma, con lo que se origina una linea celular inmortal ("hibridoma),
capaz de producir anticuerpos monoespecificos. Las células de mieloma usadas
normalmente tienen una mutacién en la via de sintesis de nucleétidos y, mediante la
utilizacion de un medio de cultivo selectivo, se eiminan. La linea P3-X63-Ag8.653,
como muchas otras de uso comun, presenta una mutacion en e gen que codificaparala
enzima hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa (HGPRT) (Szibalsky, 1992). Las
células normales del anima inmunizado que no se fusionan, por otro lado, tienen un
periodo finito de vida en e medio de cultivo usado, por lo cua las células que
sobreviven luego de algunos dias son, obligatoriamente, hibridos. La mayor parte de las
células hibridas son genéticamente inestables y no secretan o dejan de secretar
anticuerpos 0 mueren poco después de generadas (Goding, 1983). Esto hace que de
cada fusion se obtengan relativamente pocas lineas de hibridoma de produccién estable
y esto, sumado al hecho de que de estas lineas solo unas pocas suelen secretar Acms de
interés, habitualmente obliga a que se deban repetir los eventos de fusion varias veces
antes de obtener resultados satisfactorios.

Recientemente, la tecnologia del ADN recombinante ha sido aplicada a la
expresion de segmentos activos de anticuerpos monoclonales en bacterias y/o
bacteriofagos, los cuales pueden ser entonces modificados y seleccionados in vitro de
un modo controlado, creando anticuerpos que pueden ser dificiles e incluso imposibles
de obtener por inmunizacién (Winter, 1993; Skerra, 1993; Griffiths, 1993; Hoogenboom
et a., 1993)

2.2 - Los Acms como herramientas:

De los tres tipos de moléculas que usa €l sistemainmune de los vertebrados para
reconocer especificamente los antigenos, los anticuerpos son los que reconocen un
espectro mayor de moléculas, ademas de ser mas eficientes en la discriminacion entre
Agsdiferentesy unirse més fuertemente alos Ags (Abbas et a., 1991).

Estas caracteristicas hacen de los anticuerpos herramientas muy poderosas para
analizar la composicién molecular de célulasy tejidos. Como la tecnologia de los Acms



permite aidar clones de células de hibridoma que secretan un solo Ac monoespecifico,
es posible analizar la presenciay distribucion de un Ag en células y/o tejidos con mucha
precision. Si bien en muchos casos esto es posible con anticuerpos policlonales (Acps),
éstos presentan €l problema de reconocer muchos determinantes antigénicos ala misma
vez, muchos de los cuales pueden no encontrarse en la molécula de interés con €l
resultado de que las sefidl es obtenidas son ruidosas. Ademas, los Acms, a diferencia de
los Acps, pueden ser producidos en grandes cantidades, durante todo el tiempo que sea
necesario (Campbell, 1984).

2.2.1 — Diseccion inmunologica

Como fue expresado anteriormente, los Acms pueden ser usados para
realizar verdaderas “disecciones moleculares inmunologicas’ delas célulasy tejidos, ya
gue es posible inmunizar un animal con una mezcla de Ags muy compleja, tal como la
derivada de un érgano entero y, de todas maneras, obtener hibridomas productores de
Acs monoespecificos. De estaforma es posible encontrar nuevas moléculas, que pueden
tener una distribucion y/o funcién particulares dentro de ese rgano. Esta aproximacion
ha sido muy usada con este fin y cuando un nuevo Ag descubierto de esta manera es
una proteina, se puede aplicar la llamada “genéticareversa’ parallegar aanalizar € gen
que la codifica (Gilbert, 1997).

Uno de los inconvenientes es que, en una respuesta inmune normal, €l
animal inmunizado no genera Acs contra todas las moléculas por igual. Dentro de una
mezcla molecularmente complegja suelen existir agunos Ags, Ilamados
“inmunodominantes’ contra los cuales se generan la mayor parte de los Acs. Muchas
mol éculas propias de un tgjido u érgano pueden no ser inmunodominantes, con lo cual
se hace muy dificil obtener Acms que las reconozcan. Este problema ha sido
solucionado por la aparicion de los métodos de “inmunizacién diferencial”, de los cuales
existen dos principales. Uno de ellos utiliza el mecanismo natural de generacion de
tolerancia hacia antigenos propios (Hockfield, 1987). En este caso, los ratones son
inoculados en los primeros dias después del nacimiento con un tejido apenas diferente
de aquel con el que se inmunizara més adelante. De este modo, |os animales desarrollan
tolerancia hacia la mayor parte de los antigenos, excepto hacia aquéllos que diferencian
al tgjido de interés del otro. El segundo método (Mathew y Sandrock, 1987) se basa en
un principio similar, con la diferencia que e primer tgiido se inocula ya en animales
adultos, generédndose una respuesta inmune normal. Se usa entonces una droga
inmunosupresora, como la ciclofosfamida, para eliminar todas las células que responden



a esta primerainmunizacion. Luego, se hace una segundainmunizacion con € tegjido de
interés. Tedricamente, la mayor parte de las células que podian responder a Ags
inmunodominantes ya fueron eliminadas y la segunda respuesta es dirigida hacia los
Ags que diferencian a segundo tejido del primero. Ambos métodos fueron aplicados a
la obtencién de Acms contra antigenos de la RN. Por gemplo, el Acm RA5 fue
obtenido aplicando € primer método (McLoon, 1991), mientras que el Acm RA4, del
mismo autor, fue obtenido por la aplicacion del segundo (McLoon y Barnes, 1989) (ver
mas adelante).

2.2.2 - Otras aplicaciones de los Acms al analisis del desarrollo

embrionario:

Dado € grado de especificidad que se puede lograr, los Acms son
especialmente adecuados para caracterizar la molécula ala cual se unen, en cuanto a su
localizacién, estructuray funcién (Harlow y Lane, 1988).

Si un Acm reconoce un determinante antigénico extracelular de un Ag
superficial, puede ser utilizado para bloquear la actividad de éste en células en cultivo o
incluso en embriones vivos, determinando asi aspectos funcionales del antigeno
(Jaffredo et al., 1988; Rohrer et al., 1988; Finnegan et al, 1993). Lamentablemente, la
mayor parte de los Acms no es capaz de bloquear lafuncién de su Ag, pero unatécnica
recientemente desarrollada, |a "inactivacion laser asistida por croméforo”, o CALI (Jay,
1988; Miller y Bonhoeffer, 1995), hace que con préacticamente cualquier Acm se pueda
alcanzar este objetivo, ya que basta con que €l Ac se una a Ag. Esta técnica puede ser
aplicada incluso en embriones vivos (Schmucker et al., 1994). Cuando e determinante
antigénico es intracelular, se puede intentar introducir e Acm en las células mediante
microinyeccion o electroporacion (Marrero et al., 1995).

Ademés de permitir el andlisis de los Ags, los Acms pueden tener otras
aplicaciones de interés basico, como, nuevamente en el caso de que reconozcan
determinantes antigénicos extracelulares en Ags de superficie, la obtencién de un cultivo
de un tipo celular en particular, con una pureza muy ata mediante el método de
“inmunopanning” (Camu y Henderson, 1992; Meyer-Franke et a., 1995), o la
eliminacion de un grupo de células especifico in vivo 0 in vitro, usando las proteinas del
complemento (Sretavan et al., 1995).
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2.3 - Anticuerpos monoclonales contra antigenos de RN:

Los anticuerpos representan entonces una herramienta molecular poderosisima
y, de hecho, han sido utilizados ampliamente para enfrentar e problema de la
complejidad de los tegjidos vivos, incluidos el sistema nervioso central (Zipser y McKay,
1981; Hawkes et a., 1982; McKay y Hockfield, 1982; Hockfield y McKay, 1983;
Rougon et a., 1984; Hatta et al., 1985; Hockfield, 1987; Rosner et al., 1988) y laretina
(Barnstable, 1980; Lemmon y Gottlieb, 1982; Grunwald et al., 1985; Cole et al., 1986;
Fry y Lam, 1986; Sinclair et a., 1986; McLoon y Barnes, 1989; Larison y BreMiller,
1990; Rabacchi et al., 1990; McLoon, 1991; Schlosshauer y Wild, 1991; Vielmetter et .,
1991; Arikawa et al., 1992; Fadool y Linser, 1993; Schlosshauer et d., 1993; Hernandez-
Sanchez et al., 1994; Ring et al., 1995; Schlosshauer et a., 1997; Schulte et al., 1997). La
tabla 1 muestra unalista de algunos de los Acms descritos en la literatura que reconocen
AgsdelaRN.

Muchas moléculas de importancia en € desarrollo del sistema nervioso central y
la RN han sido descubiertas aplicando la tecnologia de los Acms para redizar una
diseccion inmunoldgica de los tgjidos. Gran parte de ellas tienen una funcién en la
adhesion intercelular, como la N-cadherina, reconocida por un Acm generado contra
células del SNC (Hatta et al., 1985). Esta molécula de adhesion celular se expresaen la
copa opticay la RN en desarrollo y favorece la formacién de agregados histotipicos de
células embrionarias de RN in vitro (Roark et al., 1992).

Las moléculas que median la interaccion célula-célula son especiamente
importantes en la neuritogénesis y muchos de los antigenos especificos de células
ganglionares que fueron hallados usando esta aproximacion se encuentran
exclusivamente en €l axon. El antigeno reconocido por el Acm 8D9, por gjemplo, que es
una molécula similar a L1 y Ng-CAM, moléculas de adhesion celular propias de las
neuronas 'y pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas, se encuentra en las
regiones de la via Optica donde existe fasciculacion y es capaz de estimular el
crecimiento neuritico (Lemmon y McLoon, 1986; Lagenauer y Lemmon, 1987).

En la RN del pez Carassius auratus se han identificado varias proteinas de
superficie celular que son expresadas en los axones de células ganglionares recién
formadas o0 en regeneracion, reconocidas por Acms, tales como el Acm E587, que se
une a una glucoproteina de 200 KDa, al parecer similar a proteinas de adhesion celular
de la familia de las inmunoglobulinas (Vielmetter et al., 1991) y e Acm M802, que
reconoce dos proteinas muy similares entre si denominadas reggie-1y reggie-2 (Schulte
et a, 1997).
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Otro Ag de superficie propio de células ganglionares es Thy-1 (Sinclair et a.,
1986; Sheppard et al., 1988). En embrién de pollo, Thy-1 parece expresarse solamente
en células ganglionares, pero en experimentos de transeccion del nervio Optico en rata,
aparece su expresion en algunas células amacrinas y bipolares.

La funcién de estas moléculas puede ser demostrada si se dispone de un Ac
capaz, por si mismo, de modificar el comportamiento de las células. Tal es el caso del
Acm 8A2, que reconoce un Ag superficial de axones de células ganglionares de C.
auratus, Yy €s capaz de inducir la retraccion de axones en regeneracion, a parecer por un
mecanismo dependiente de la fosforilacion de proteinas en residuos tirosina (Finnegan
et al., 1993), mostrando laimportanciadel Ag en el crecimiento axonal. Por otro lado, las
moléculas de adhesion celular pueden actuar directamente como sefidles para la
diferenciacion celular. Un gemplo es e antigeno 5A11/HT7, una glucoproteina de
superficie de células de Mller perteneciente ala superfamilia de las inmunoglobulinas y
que fuera identificada mediante la generacion de Acms contra células de RN de embrién
pollo de 7 dias (Fadool y Linser, 1993). El Acm 5A11 es capaz de inhibir la reagregacion
de célulasde RN y lamaduracién de las células de Mlller in vitro.

Esta aproximacion también ha permitido encontrar moléculas que tienen una
distribucién desigual en € plano de la RN, seguin los gjes dorso-ventral o naso-temporal,
o desde € centro hacia la periferiay que podrian actuar, por lo tanto, como un sistema
de sefiaizacion en dos dimensiones. EI Ag TRAP (“temporal retinal axon protein”), por
giemplo, que es reconocido por e Acm RA5 (McLoon, 1991), se encuentra en los
axones de células ganglionares de pollo desde su formacion (E3) y a partir de E6 es
evidente su restriccion a los axones temporales, con una transicion abrupta en el limite
con la regién nasal (en la linea de la fisura coroidea). Otra molécula que presenta un
gradiente en e mismo sentido es la proteina transmembranaria TOPp, también
encontrada en pollo (Savitt et al., 1995). Rabacchi y colaboradores obtuvieron dos
Acms, Dolce y Jula, que reconocen solamente la regién dorsal de la RN en varias
especies, incluido e pollo (Rabacchi et d., 1990).

12



Nombre Nombre Células o Especie Referencia
del Acm | del Antigeno estructuras marcadas
BSJ1 Thy-1 CG Pollo Sinclair et a., 1986
Dolce | Rec. delami- RN dorsd Varias Rabacchi et al., 1990
Jula ninade 68 K
E587 | Prot. 200 KD | CG con axonesen crecimiento | C. auratus | Vielmetter et a., 1991
FRet 43 Conos dobles Zebrafish | Larisony BreMiller, 1990
M802 reggie-1, -2 | CG con axonesen crecimiento. | C. auratus | Schulte et a., 1997
PM1 Algunas cél. neuroepit. CG Pollo Hernéndez-Sanchez et a., 1994
RA4 CG Pollo McLoon y Barnes, 1989
RA5 TRAP Axones CG temporaes Pollo McLoon, 1991
RET-P1 F Rata Barnstable, 1980
RET-P2 Segmentos ext. F Rata Barnstable, 1980
RET-P3 Somas F Rata Barnstable, 1980
RET-G1 CM Rata Barnstable, 1980
RET-G2 CM Rata Barnstable, 1980
RET-G3 CM Rata Barnstable, 1980
RET-N1 Neu Rata Barnstable, 1980
1B11 | Proteo-hepa MLI Pollo Halfter y Schurer, 1994
6C4 ran sulfato
2A10 Neu. Gradiente radid Int-Ext Pollo Schlosshauer et ., 1993
3A3 Proteo- MLI Pollo Halfter, 1993
3A12 heparén
6D2 sulfato
9E10
3D10 AChE, Neu. Sub-ldminas de Pl Pollo Reisset a., 1996
globul.
4D2 Rodopsina F Bovino | Hicksy Molday, 1986
5A11 S5A1UHTY CM Pollo Fadool y Linser, 1993
6B6 AChE, colag. Neu. Sub-ldminas de PI Pollo Reisset a., 1996
8A2 Gangliésidos | Axones CG en crecimiento Pollo Drazbaet a., 1991
C. auratus | Finnegan et a., 1993
8D9 L1/Ng-CAM Axones en fasciculacion Pollo L agenauer y Lemmon, 1987
9BA12 | 9BA12 CSPG FNO Pollo Ring et al., 1995
18B8 | Gangliésidos PE, PI, Segmentos ext. F Pollo Grunwald et al., 1985
94C2 CGyCA Pollo, Cod. | Trisler et a., 1996
96B11 CM Pollo. Cod. | Tridler et al., 1996
105E2 CM Pollo, Cod. | Tridler et al., 1996

Tabla 1: Algunos Acms generados contra RN o que reconocen alguna estructura

particular en ésta.

AChE, acetilcolinesterasa, CG, células ganglionares; CM, células de Miiller; F,

fotorreceptores; FNO, capa de fibras del nervio optico, MLI, membrana limitante

interna; Neu, neuronas, PE, plexiforme externa,; PI, plexiforme interna; RN, retina

neural.
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A pesar de que existe una gran cantidad de moléculas diferentes descritas en la
RN, parecen ser insuficientes para analizar |os procesos moleculares que intervienen en
el desarrollo del 6rgano. Esto demuestra su enorme complejidad molecular e indica la
importancia de intentar aumentar el nimero de estos marcadores. De todas las
aproximaciones posibles a este problema, la generacién de Acms tiene varias ventgjas
relevantes. Entre ellas, los Acms pueden reconocer muchas moléculas activas en
distintos procesos celulares, tales como proteinas y otras moléculas que no son
accesibles a las técnicas de genética molecular (g.: lipidos y polisacaridos), muchas de
las cuales pueden cumplir roles muy importantes en el desarrollo embrionario. Esto nos
motivé autilizar latecnologia de los Acms para disecar molecularmente la RN del pollo.

El principal objetivo de este trabajo de maestria fue obtener uno o mas Acms,
gue reconocieran antigenos cuyas particularidades los hicieran posibles herramientas
para andizar € desarrollo de laretina neural del pollo. Nos dirigimos esencialmente a la
obtencion de Acms que pudieran ser usados en ensayos de reconocimiento in situ, y/o
gue permitieran analizar fenébmenos de regulacion y control de diferenciacion celular.
Finalmente, pretendimos, ademas, caracterizar al menos en forma parcial, € o los Acms
de mayor interés y los antigenos reconocidos por ellos.
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RESULTADOS

1 - Obtencion de anticuerpos monoclonales contra antigenos de RN:

En el transcurso de este trabajo realizamos un total de cuatro fusiones. Para las
dos primeras, inmunizamos un lote de ratones seguin el protocolo descrito en Materiales
y Métodos, con una RN fresca de embrién de pollo de E11-12 en cada inoculacion.
Luego de la fusion, sembramos las células a razon de 3.0 © 10° células por pocillo
(fusion “en masa’), en placas de 96 pocillos y sin utilizar células “feeder”. En ambos
casos realizamos €l screening primario por la técnica de ELISA sobre células de RN de
embriones de E13-15. Luego analizamos por inmunofluorescencia indirecta sobre cortes
a congelacion de ojos no fijados de embrion de pollo de E15 los sobrenadantes de
cultivo que dieron una sefial detectable en ELISA. No obtuvimos hibridomas estables
gue secretaran Acms de interés en ninguna de estas dos fusiones.

Para las dos siguientes, modificamos €l protocolo de inmunizacion, la densidad
de siembrade las célulastraslafusion y el método usado para el screening primario. En
este caso, inoculamos con e equivalente a una RN de embrion de pollo de E11-12 dos
lotes de ratones, uno con RN fijada en paraformaldehido (PFA) a 4% y homogeneizada
por sonicacion y el otro con RN fresca, como describimos en Materiales y Métodos. Al
igual que en las fusiones anteriores, seguimos la respuesta de anticuerpos en suero
sanguineo de los animales por ELISA sobre células de RN de embrion de pollo (E13-15)
(Fig. 1). Lamejor respuesta la obtuvimos en aquellos ratones que inmunizamos con RN
fijada y homogeneizada, junto con adyuvante de Freund, por lo cual fueron los que
utilizamos para estas fusiones. Por otro lado, también analizamos e suero por
inmunofluorescencia indirecta sobre cortes (de ojos de pollo de E14 no fijados), donde
obtuvimos una sfia muy intensa en todos los tejidos del 0jo, incluso tras diluciones
importantes (1/250).

Sembramos las células en placas de 96 pocillos, a razon de 3 * 10" células por
pocillo (“fusion-clongje”), junto con células feeder obtenidas de bazo de ratén no
inmunizado. Como resultado de esta dilucién observamos crecimiento inicial de
hibridos en unos 10 pocillos de cada placa de 96, en promedio. Realizamos el screening
primario mediante inmunofluorescencia sobre cortes a congelacion de ojos enteros, sin
fijar, de embriones de E14, lo cua permitié conocer inmediatamente cudles hibridos
secretaban Acms de interés.
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Figura 1: Respuesta inmune de los ratones inmunizados para las ultimas fusiones.
Los graficos representan la absorbancia (medida por ELISA sobre células de RN) de
las muestras de suero (cada barra representa la respuesta individual de un raton). A.
ratones inmunizados con RN fresca;, medidas de muestras tomadas 0 (a) y 9 (b) dias
después de la primera inoculacion de Ag (la segunda inoculacion fue a los 7 dias). B,
ratones inmunizados con RN fijada; medidas a 0 (a), 8 (b) y 21 (c) dias.

Nota: Algunos de los ratones de este lote (/IVD, VI/D y VIVD) fueron inoculados con
Ag junto con adyuvante de Freund y los dos restantes (/I/D) y 2VD) recibieron
solamente el Ag. En la tercera fusion utilizamos el raton VIVD, que recibio solamente
una inoculacion mas, previo a la fusion y en la cuarta, /IVD, el cual recibio dos

inoculaciones mas.
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De estas fusiones, obtuvimos varias lineas de hibridoma relativamente estables,
entre las cuales dos de la primera (Fusién 3) y nueve de la segunda (Fusion 4) resultaron
de mayor interés por el patrén de marcado de sus Acms en inmunohistoquimica. En la
tabla 2 se describen las caracteristicas principales estos Acms. La figura 2 muestra
micrografias de preparaciones de inmunofluorescencia indirecta'y e patron de bandas
detectadas por Western-blot para uno de ellos (2H8). Dado que la mayoria de estos
Acms no reconocen su/s antigenol/s tras la fijacion, usamos cortes de piezas no fijadas
(ver Materidlesy Métodos).
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NOMBRE DEL | FUSION CELULAS Y/O ESTRUCTURAS MARCADAS
ACM
2H8 3 MLI. Membranas basales en general.
8C9 3 Laminas delaRN.
1D6 4 MLI. Epitelio de conjuntiva.
2H4 4 Patrén fibrilar y/o reticular en tejido conjuntivo (Ej.: coroides).
3C3 4 Neuronas.
3C7 4 Fibras muscul ares esguel éticas aisladas.
3E8 4 Fibrasradiales en RN (posiblemente células de M{ller).
4F4 4 Membranabasal del cuerpo ciliar.
7H1 4 Membranabasal del cuerpo ciliar. Pericondrio. Epitelio dela
cornea.
8D12 4 Fibrasradiales en RN (posiblemente células de M{ller).
10C7 4 Fibrasradiales en RN (posiblemente células de M{ller).

Tabla 2: Estructuras oculares marcadas por diferentes Acms. Inmunolocalizacion in

situ con algunos Acms obtenidos sobre cortes de ojo no fijado de embriones de pollo

de E14-15.

MLI, membrana limitante interna; RN, retina neural.
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Figura 2: Inmunodeteccion con algunos de los Acms generados. Ay B, Acm 2HS; A,
corte de ojo de E15 a nivel del cuerpo ciliar, la sefial aparece en la lamina basal del
epitelio del cuerpo ciliar, B, izquierda, mismo corte a nivel del cristalino, donde la
capsula aparece itensamente marcada y derecha, Western-blot sobre una muestra de
RN de E12. C, Acm 2H4, corte similar a A y B, a nivel de la coroides, el Ac marca
filamentos de disposicion reticular en el tejido conjuntivo. D, Acm 3C7, corte
transversal de musculo estriado esquelético, notar las fibras positivas distribuidas
entre otras negativas. Ey F, Acm 7H1; E, a nivel de la cornea, donde marca solamente
el epitelio;, F, a nivel del cartilago de la esclerodtica, donde se observa senial en el
pericondrio. G, Acm 8DI12, a nivel de la RN, la marca se observa sobre fibras de
disposicion radial, con morfologia y distribucion similar a las células de Miiller. H,
Acm 10C7, a nivel de la RN, la sefial dada por este Ac es muy similar a la del Acm
8D12.

El marcado in situ fue realizado por inmunofluorescencia indirecta sobre cortes a
congelacion de ojos de pollo de E135, no fijados.

Ca, cartilago; CC, cuerpo ciliar; Co, coroides; Cr, cristalino; Ep, epitelio corneano;
Es, estroma corneano;, MPM, marcadores de peso molecular, RN, retina neural.
Barras: 60 um.
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2 - Caracterizacion del Acm 3C3

Tras haber clonado y congelado en cantidad suficiente los demés hibridomas,
nos dedicamos a analizar en profundidad el Acm 3C3, secretado por el hibridoma del
mismo nombre, que fuera obtenido en la dltima fusion. Este Acm presenté desde el
primer momento ciertas caracteristicas que lo hicieron interesante para nuestro trabajo,
tal como marcar solamente la RN en cortes de ojo de E14. La sefial dada en
inmunofluorescencia por este Acm fue de una gran intensidad, comparada con la de
otros Acms obtenidos. Ademés, e hibridoma 3C3 presentd en todo momento una
elevada capacidad de crecimiento in vitro y en ascitis, asi como una alta sobrevida tras
manipulaciones trauméticas para las células tales como el sub-clonado por dilucion
[imitey la congelacion en nitrogeno liquido.

El andlisis de isotipo mediante Acs de cabra especificos para clases y subclases
de 1gG de ratén mostrg, tanto en cortes de ojo (no mostrado) como en Western-blot
sobre muestras de RN de embrién de pollo, que el Acm 3C3 esunalgG; (Fig. 3A).

La purificacion por afinidad del Acm 3C3 a partir de sobrenadante de cultivo
(DMEM con 10% SFB), result6 muy exitosa utilizando una columna de proteina G
acoplada a sefarosa. De 1 | de sobrenadante (aproximadamente), obtuvimos unos 24 mg
de Acm, vaor estimado a partir de la medida de la absorbancia a 280 nm de las
fracciones eluidas (Fig. 4). En inmunofluorescencia, € Ac purificado dio una sefid
similar a sobrenadante de cultivo puro en una dilucién de 1/3200 (no mostrado). El
grado de purezadel Acm 3C3 en las fracciones eluidas fue determinado por SDS-PAGE,
tifiendo con Azul Brillante de Coomasie R250 (CBB) (Fig. 3B). Lainmunodeteccion por
Western-blot, con un Ac conjugado a peroxidasa (Fig. 3C), demostré que todas las
bandas visibles en CBB corresponden a Ac. El patron de bandas observado por ambos
métodos es €l tipico de un Acm detipo 1gG, ya que las cadenas pesadas presentaron una
Mr correspondiente a una proteina de unos 50 KDa.
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Figura 3: Caracterizacion primaria del Acm 3C3. A, Western-blot sobre muestras de
RN embrionaria de pollo; el Acm 3C3 unido a su Ag esta detectado con Acs anti
clases y subclases de cadenas pesadas de inmunoglobulinas. El Ac primario fue
liquido ascitico de hibridoma 3C3, diluido /.y, B, SDS-PAGE del Acm 3C3 purificado
por afinidad (carga aproximada: 10 ng) teriido con Azul Brillante de Coomasie R250).
C, inmunodeteccion directa por Western-blot del Acm 3C3 purificado, usando un Ac
anti Ig de raton conjugado a peroxidasa.

(+), control positivo (usando un Ac anti cadenas pesadas y livianas en general como

secundario), (=), control negativo (usando sobrenadante de cultivo de mieloma como
Ac primario); O, Gu, Gp, & v M) membranas donde usamos un Ac especifico para

clases y subclases de cadenas pesadas de Igs;, H, cadena pesada, L, cadena liviana; la
banda senialada con un asterisco (*) en B y C, se podria explicar por la disociacion

incompleta de las cadenas pesadas de Ig.
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Figura 4: Purificacion del Acm 3C3 presente en el medio de cultivo del hibridoma.
Absorbancia a 280 nm de las fracciones colectadas durante la elucion de una

columna de proteina G acoplada a sefarosa (cada fraccion fue de 1 ml).
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3 - Analisis del patron de marcado del Acm 3C3 por
inmunohistoquimica:

Las exploraciones preliminares acerca de condiciones de fijacion vy
procesamiento ulterior de las piezas de tejido mostraron que el Acm 3C3 resultaba muy
adecuado para estudios con inmunohistoquimica, yaque reconocié a su epitope incluso
en cortes de piezas fijadas durante tiempos prolongados. En distintos ensayos, dio una
sefia fuerte sobre cortes a congelacién de piezas fijadas con PFA a 4% e incluso por
perfusiéon con una mezcla de PFA y glutaraldehido, asi como de piezas incluidas en
parafina segun procedi mientos convencional es.

3.1 - Distribucion espacial del marcado por 3C3 en la RN del pollo adulto:

En la RN adulta (pollo de 2 meses de edad, P60), el Acm 3C3 marco distintas
capas en forma diferencial. La sefiad apareci6 restringida a la porcién interna de la RN,
incluyendo capa de fibras del nervio Optico, capa de células ganglionares, capa
plexiforme interna y algunas células situadas en la region més interna de la nuclear
interna. Entre estas capas, ademés, |a sefia no aparecio distribuida en forma homogénea,
ya que presentd una intensidad notablemente mayor en la plexiforme interna. Es de
destacar que en esta capa la sefial resulté mas débil en a menos algunas de sus sus sub-
[&minas. En los somas neuronales marcados, la sefid esta en la periferia, localizada en
parches pequefios, de distribucion, formay tamafio méas o menos irregulares. El resto de
laRN y, muy notoriamente, los fotorreceptores (en toda su extension), no se marcaron
con 3C3 (Fig. 5).

La sefid aparecio extendida por todo el plano de la RN, cesando abruptamente
en e limite con e cuerpo ciliar (ora serrata), como se puede apreciar en lafigura 5E.
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Figura 5: Regiones de RN diferenciada marcadas con el Acm 3C3. A,
inmunofluorescencia indirecta con el Acm 3C3 sobre un corte de ojo de pollo de 2
meses, a nivel de la region central de la RN. B, control negativo (corte similar, en una
porcion algo mas periférica de la RN), observar la intensa autofluorescencia de los
fotorreceptores. C y D, mismo corte que en A a mayor aumento, mostrando las capas
mas internas de la RN, C, marcado con el Acm 3C3; D, Hoechst 33342. E y F, region
periferica de la RN, incluyendo la ora serrata y el cuerpo ciliar;, E, Acm 3C3; F,
Hoechst 33342.

Todas las imagenes son de cortes a congelacion de piezas fijadas en PFA al 4%.

cc, cuerpo ciliar; cg, células ganglionares; f, capa de fotorreceptores; fno, fibras del
nervio optico, ne, nuclear externa, ni, nuclear interna, o0s, ora serrata, pe, plexiforme
externa; pi, plexiforme interna. Flechas: sub-laminas de la PI donde la serial de 3C3 es
menor.

24



Barras: A, B, Ey F, 60 um; Cy para D, 20 um.
3.2 - Expresion del epitope 3C3 durante el primer tercio del desarrollo

embrionario

En e desarrollo e Acm 3C3 mostré grandes cambios en la distribucion de su
marca. En las primeras etapas del desarrollo (entre los 2 y 6 dias de incubacion,
aproximadamente), dio una sefial extendida sobre las células de casi todos los tejidos
indiferenciados. Asi, pudimos encontrar células positivas en € mesénquima, ectodermo
y endodermo, tanto embrionarios como extraembrionarios, ademés del neuroepitelio del
tubo neura y las vesiculas encefdlicas. No apreciamos ninguna diferencia entre la
intensidad de marca de las células neuroepiteliales y € resto de las células del embrion.
El patron subcelular de marcado también fue similar entre estas células indiferenciadas y
las de la RN diferenciada, ya que en todas observamos una sefial periférica, distribuida
en peguefios parches irregulares. En el neuroepitelio, la sefial aparentd ser mucho mas
fuerte en agunas células redondeadas del borde ependimario o ventricular, donde la
sefial parecia extenderse incluso hacia € interior celular. En los demés tegjidos
(ectodermo, endodermo, mesénquima) también encontramos células con mayor sefia
gue otras, que presentaron un aspecto similar a las neuroepiteliales. Es muy interesante
el hecho de que la Unica estructura embrionaria primitiva que no mostré una sefial
evidente fue la notocorda (Fig. 6).

3.3 - Distribucion de la sefial del Acm 3C3 en el desarrollo de l1a RN:

En etapas muy tempranas del desarrollo ocular, en la vesicula y copa Optica,
todas las células neuroepiteliales indiferenciadas se marcaron por igual, con una sefia
relativamente débil, muy similar a la del resto de las células del tubo neural (no
mostrado).

Luego de comenzar la diferenciacién en la RN, observamos un aumento
importante de sefid en las primeras neuronas en diferenciacion (las células
ganglionares). Esto fue evidente en E5-6 en los axones en crecimiento que estaban
formando la capa de fibras del nervio Optico. A partir de este momento, empezo a ser
evidente la diferencia en e patron de marcado entre la retina central, donde ocurre esta
diferenciacion celular y la periferia, donde éstatiene lugar més tarde. La sefial result6 ser
mucho més intensa en la regién central que en la periferia de la RN. De hecho, las
células neuroepiteliales indiferenciadas del borde de la copa dptica mostraron un patron
de marcado muy similar a de tubo neura temprano (Fig. 7A). Aqui también
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observamos una sefia aparentemente mas intensa en las células del borde ventricular. El
marcado con un colorante fluorescente para ADN como el Hoechst 33342 mostré que,
a menos agunas de ellas, eran cdulas mitéticas (Fig. 7B y C).

La sefia de 3C3 fue méxima en la RN de embriones de 12 a 16 dias (Fig. 8),
donde observamos una marca muy intensa en todas las capas, desde la de fibras del
nervio optico hasta la de fotorreceptores, cuando ésta aparece (alrededor de E14) (Fig.
8B y D). A partir de E14-15, apreciamos la aparicion de unas bandas delgadas en la
plexiforme interna, que presentaron una seflal mucho menor a resto de la capa.
Pudimos distinguir la membrana limitante externa como una linea negativa muy
delgada, separando la nuclear externa de la capa de fotorreceptores (Fig. 8D). Es
interesante que en estas etapas embrionarias, los segmentos externos de los
fotorreceptores en formacion mostraron una sefial intensa, similar a la del resto de las
capas de laRN (Fig. 8A y B). Por otro lado, €l limite periférico delaRN (laora serrata)
aparecio bien definido por una caida abrupta en la sefial de 3C3 (Fig. 8C).

A partir de E18 fue notoria la disminucion de sefial en las capas mas externas de
la RN, especiamente en la capa de fotorreceptores. También observamos una
disminucion en lanuclear externa, en la plexiforme externay en la porcion externa de la
nuclear interna (Fig. 8E).
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Fig. 6

Fig. 7

Figura 6: Estructuras marcadas por 3C3 en embriones de pollo en E2. A, corte transversal
de la region dorsal de un embrion a bajo aumento. B, corte oblicuo al tubo neural a nivel del
rombencéfalo caudal, a mayor aumento,; observar el marcado sobre la célula fusiforme
senialada con una cabeza de flecha. C, region ventral a mayor aumento, observar la
distribucion del marcado en el mesénquima. D, corte similar a C, a nivel dorso-lateral,
observar en ambas el marcado sobre el ectodermo.

Todas las imagenes son de cortes a congelacion de piezas fijadas en PFA al 4%.

Ec, ectodermo; En, endodermo; Ep, epéndimo;, M, mesénquima; N, notocorda; TN, tubo
neural. Flechas: células de distintos tejidos que presentan una marca aparentemente mas
intensa.

Barras: A, 60 um; B, Cy D, 30 um.

Figura 7: Estructuras oculares marcadas por 3C3 en embrion de pollo en E6. A, regiones
periféerica y central de la RN (adosadas por colapso del cuerpo vitreo durante el
procesamiento), asi como otros componentes oculares. B y C, porcion periférica de la RN a
mayor aumento. A y B, marcadas con el Acm 3C3 y C, con Hoechst 33342, la flecha seriala
una célula del borde ventricular que presenta una serial intensa para 3C3 y que muestra su
cromatina condensada en forma de cromosomas mitoticos.

Todas las imdgenes son de cortes a congelacion de piezas fijadas en PFA al 4%. EP, epitelio
pigmentario de la retina, I, iris; Co, coroides, Cr, cristalino; RNc, retina neural central;
RNp, retina neural periférica.

Barras: A, 50 um; By C, 20 um.
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Figura 8: Marcado con 3C3 de RNs en distintas etapas del desarrollo. A, region
central de RN de E12. B, region central de RN de E15. C, corte similar a B, donde se
aprecia la region periférica de la RN y parte del cuerpo ciliar. D, corte similar a B, a
mayor aumento, a nivel de la porcion externa de la RN, la flecha indica la ubicacion
de la membrana limitante externa, como una linea negativa para 3C3. E, region
central de RN de E18. F, corte similar a E, exhibiendo la region periférica de la RN y
parte del cuerpo ciliar.

A: corte en parafina; B a F, cortes a congelacion.

CC, cuerpo ciliar; RN, retina neural.

Barras: A, B, Dy E, 20 um; Cy F, 60 um.
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En e pollo post-nata de 1 dia (Pl), estas diferencias fueron mucho més
evidentes y la sefial més fuerte se encontré en la capa de fibras del nervio optico (Fig. 9).
En estas Ultimas etapas, a aumentar la concentracion de Acm 3C3 usada para la
inmunodeteccién, observamos que las capas externas presentaban una sefial que,
aungue mas débil, era apreciable (no mostrado).

Incluso en etapas avanzadas fue posible observar un gradiente espacia en la
expresion del epitope 3C3, que acompafiaba a estado de maduracion de cada region de
la RN. La porcion més periférica siempre presentd un patron de marcado similar a
etapas del desarrollo méas tempranas. El panel inferior de lafigura9 muestra micrografias
de distintas porciones de un corte de 0jo de un pollo de 1 dia (PN1) donde es posible
apreciar este fenémeno.
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Figura 9

Panel Superior: Marcado de 3C3 sobre RN de pollo post-natal de 1 dia (PI). A,
region intermedia entre el centro y la periferia de la RN, marcada con el Acm 3C3. B,
control negativo en un corte similar. C, corte similar, marcado con Hoechst 33342.
Todos son cortes a congelacion de piezas fijadas.

Barras: A, como en B; By C, 40 um.

Panel Inferior: Marcado con 3C3 sobre distintas regiones de una RN en Pl.
Microfotografias de distintas regiones de un corte de ojo de pollo de 1 dia (Pl)
marcado con el Acm 3C3, en orden desde la periferia (I) hasta el centro (V) . El

esquema central indica la ubicacion relativa aproximada de cada imagen en el ojo.
Barra: 80 um.
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3.4 - Inmunofluorescencia sobre células de RN en cultivo y localizacion
subcelular del epitope de 3C3:

Como una manera de obtener més datos acerca de la distribucion de la marca de
3C3 sobre las células de la RN, realizamos cultivos primarios a partir de RNs de
embriones de E7-8.

Luego de dos o tres dias de cultivo, las neuronas han extendido neuritas que, en
algunos casos, conectan grupos de células entre si. Las células de Miller, por otro lado,
adoptan laforma de células aplanadas que tapizan gran parte de la superficie del sustrato
y sobre las cuales se disponen, en racimos apretados, las neuronas y neuroblastos. En
estos cultivos, la sefia apareciarestringida alas células con morfologia neuronal y no era
detectable (incluso con concentraciones atas de Acm 3C3) en las células planas (Fig. 10,
Panel sup., Ay B).

En las neuronas en cultivo, confirmamos lo observado para cortes de RN en
cuanto a la distribucién subcelular de epitope, ya que la sefid es de distribucion
periféricay se encuentra en forma de pequefios parches irregulares. La sefia aparent6
ser igual de intensa en toda la extension de las células, incluso en las neuritas donde era
apreciable en estructuras tan delgadas como |os filopodios de conos de crecimiento (Fig.
10, Panel sup. Cy D).

Con €l fin de obtener indicios de si el epitope reconocido por 3C3 se encuentra
hacia afuera o hacia adentro de la membrana plasmética, incubamos células vivas en
cultivo con e Acm a temperatura ambiente y luego las procesamos para
inmunofluorescencia. El resultado fue que, en estas condiciones, el Acm 3C3 no es
capaz de reconocer a su epitope, sugiriendo una localizacién intracelular de éste (Fig.10,
Pand inf., B).
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Figura 10

Panel superior: Marcado del Acm 3C3 en células de RN in vitro. Ay B, marcado con el Acm
3C3 (A) y con Hoechst 33342 (B); las cabezas de flecha en B sefialan nucleos
correspondientes a células gliales (negativas para 3C3). C, imagen a mayor aumento de una
neurona, marcada con 3C3. D, idem, donde se puede observar un cono de crecimiento
neuritico (flecha).

Las imdagenes son de cultivos de células de RN de E7, con 3 dias in vitro.

Barras: Ay B, 40 um; C, 10 um; D, 20 um.

Panel inferior: Tratamientos realizados sobre células en cultivo. A, inmunofluorescencia
convencional con el Acm 3C3 sobre un cultivo similar a los del panel superior; B, incubacion
por 1 h a temperatura ambiente con el Acm 3C3 previo a la fijacion (mientras las células
estaban aun vivas), C, preparacion similar a A, tratada con Triton X-100 al 0.2% por 5 min.,
luego de la fijacion. D , aspecto de un cultivo a alta densidad celular, en microscopia de
contraste de fases. E, residuo de un cultivo similar a D, luego de una incubacion con Triton
X-100 al 0.5% por 5 min, sin fijar (ver figura 16). F, inmunofluorescencia convencional y G,
tratamiento con acetona 50%PBS fria (0°C) por 1 min, luego de la fijacion en PFA de un
cultivo de células de RN.

Barra: 100 um.
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3.5 - Otras estructuras oculares:

Como describimos previamente, en las primeras etapas practicamente todos |os
tejidos del embridn presentaron una cierta sefial. En etapas més tardias, sin embargo, fue
evidente una disminucion de ésta en las células no-neurales, aunque en agunos tejidos
observamos una marca muy débil hasta etapas avanzadas del desarrollo.

En E14-15, por gjemplo, observamos una caida abrupta de la sefial més allade la
ora serrata, aungue algunas células aisladas del cuerpo ciliar y del iris mostraron una
marca que, aunque débil, era evidente. EIl marcado simulténeo con Hoechst 33342
mostro que muchas de estas células presentaban cromosomas mitéticos (Fig. 11E a H).
No observamos sefial apreciable en el epitelio pigmentario de la retina (EPR), ni en €
pecten. La coroides y e cartilago de la esclerética resultaron totalmente negativos (en
ambos encontramos células que emitian fluorescencia, pero, como pudimos observar en
los controles negativos, se trataba de autofluorescencia). En la region de las fibras del
cristalino, sobre todo a usar concentraciones altas de Acm 3C3, fue apreciable una sefial
extremadamente débil, de distribucion periférica e igual en todas las células,
especialmente en €l epitelioy e “annular pad” (Fig. 11C).

Tanto en la cornea como en los muscul os extrinsecos del 0jo, cuyas células eran
negativas, observamos estructuras filamentosas muy delgadas, que presentaron una
marca evidente. En la cornea, estas estructuras estaban incluidas en el estroma, mientras
gue en & muasculo esquelético apreciamos féacilmente los filamentos 3C3-positivos
ubicados entre | as fibras muscul ares esquel éticas, que eran negativas (Fig. 11A y B).

3.6 - Otros organos del sistema nervioso central:
En E12-18, en otras regiones del SNC, tales como el tectum oOpticoy €l cerebelo,

observamos una sefial comparable a la de la RN, distribuida en todo €l espesor de las
estructurasy sin discriminar capas de somas o prolongaciones celulares (Fig. 111 aJ).
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Figura 11: Otros organos y tejidos marcados con el Acm 3C3. A, corte de ojo de
embrion de pollo en E17, donde se observa la region circundante al limbo corneal; las
flechas indican estructuras filamentosas positivas para 3C3 ubicadas en el estroma.
B, corte de musculo estriado esquelético (Pl); las flechas indican estructuras
filamentosas positivas para 3C3, que se ubican entre las fibras musculares. C, parte
del cristalino (a nivel del “annular pad”) en un corte de ojo de pollo (P1), marcado
con el Acm 3C3. D, control negativo de C. E y F, corte a nivel del cuerpo ciliar,
marcado con 3C3 (E) y Hoechst (F);, la flecha senala una célula en mitosis
(prometafase). G y H, corte similar a nivel del iris, marcado con el Acm 3C3 (G) y con
Hoechst 33342 (H), la flecha sefiala una célula en mitosis (profase) marcada con 3C3.
1 y J, cortes de lobulo optico de pollo de EI2, incubados con 3C3 (I) y con
sobrenadante de mieloma (J). K y L, cortes de cerebelo de pollo de E18 incubados con
el Acm 3C3 y con sobrenadante de mieloma, respectivamente.

Todos los cortes fueron realizados a congelacion, a partir de piezas fijadas.

V, cavidad ventricular.

Barras: A, B, C,D, I, J, Ky L, 60 um, E, F, Gy H, 20 um.
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4 - Analisis bioquimico primario del Ag 3C3:

Dadas las caracteristicas descritas de la sefid obtenida por inmunohistoquimica
con el Acm 3C3, emprendimos la caracterizacion, a menos parcial, del epitopey del o
los antigenos a los que se une. Para esto realizamos distintos experimentos sobre cortes,
células en cultivo y/o retinas aidladas.

4.1 — Tratamientos quimicos sobre cortes y células en cultivo:

Paratener algun indicio inicial de la natural eza bioguimica del/los antigeno/s que
reconoce e Acm 3C3, hicimos diferentes tratamientos sobre cortes de 0jo embrionario
de pollo o células cultivadas de RN previo a su procesamiento para
inmunofluorescencia. Algunos de |os resultados obtenidos aparecen en lafigura 12.

El tratamiento de cortes fijados con € detergente no idnico Triton X-100 (TX100)
produjo una reduccion importante de la sefia de una forma que depende de la
concentracion de detergente, del tiempo de incubacion y del grado de fijacion de la
muestra (Fig. 12C). Algo similar ocurrio al tratar células en cultivo con TX100, como se
ve en lafigura 10C (Panel inf.) y analizamos en mayor detalle mas adel ante.

También observamos una disminucion en la sefial a incubar con tripsina los
cortes fijados. Esta disminucién depende del tiempo de incubacion y de la
concentracion de laenzima (Fig. 12D aF).

El tratamiento con écido periddico (Fig. 12H el) o periodato de sodio (Fig. 12Ja
N), sustancias que son capaces de oxidar y, por lo tanto, destruir muchos epitopes
glucidicos, no produjo una disminucién en la sefial apreciable por inmunofluorescencia,
incluso a usar atas concentraciones de reactivo por periodos relativamente largos de
tiempo.

Tampoco pudimos apreciar ninguna disminuciéon de la sefid a incubar con
solventes de lipidos, tanto en cortes como en células en cultivo. Por gemplo: cortes
tratados por 30 minutos con una mezcla en partes iguales de metanol y cloroformo (Fig.
12G), y células en cultivo con acetona fria al 50% en PBS por 1 minuto (Fig. 10, Panel
inf., Fy G).
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Figura 12: Efecto de tratamientos quimicos en el marcado de 3C3 sobre cortes de RN (E15). A, control positivo
(corte no tratado). B, control negativo. C, Triton X100 0.2% en PBS por 45 min. D, E y F, tratamientos con
tripsina (0.2, 1.0 y 2.0 mg/ml, respectivamente) por 30 min., a temperatura ambiente. G, tratamiento con
cloroformo-metanol (1:1) por 30 min. a temperatura ambiente. H e I, tratamientos con dacido periodico al 0.1 y 1%,
respectivamente, por 45 min. a temperatura ambiente. J a N, tratamientos con periodato de sodio a pH dcido a
distintas concentraciones y por distintos tiempos, seguido de una incubacion en borohidruro de sodio por 30 min.:
J, 10 mM, 1 h; K, 20 mM, 1 h; L, 40 mM, 1 h; M, 20 mM, 30 min.; N, 20 mM, 45 min.; N, 20 mM, 1:30 hs.
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4.2 - Analisis del Ag 3C3 por electroforesis

Con €l fin de analizar el comportamiento electroforético del/los antigeno/s que
reconoce el Acm 3C3, separamos muestras de RN tanto en geles de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) como por isoelectroenfoque (IEF). Luego, transferimos las mol éculas
separadas en los geles a membranas de nitrocelulosa, sobre las cuales realizamos la
inmunodeteccion (ver Materiales y Métodos). Muchos ensayos primarios de muestras
fueron realizados por dot-blot, aunque no mostramos resultados de ninguno de ellos.

4.2.1 - SDS-PAGE:

Tras lasolubilizacion de RNs de embriones de pollo de E12 aE15 en SDS
al 2%, y someter la muestra a SDS-PAGE, obtuvimos un patron de bandas como se
muestra en la figura 13A a colorear las proteinas en € gel con Azul Brillante de
Coomasie R250 (CBB). En estas condiciones, e Western-blot, realizado por
transferencia de las proteinas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa e
inmunodeteccion con el Acm 3C3, revel6 una sola banda bien definida con una Mr
correspondiente a una proteina de un peso molecular aparente de alrededor de 72000
+ 2000 (Fig. 13B). Encontramos que esta banda no se corresponde con ninguna
observada en tinciones generales para proteinas, ya sea del gel con CBB como de la
membrana de nitrocelulosa con Rojo Ponceau S en las preparaciones de RN que
utilizamos habitual mente.

Lamayor parte de los andlisis fue realizada en condiciones de reduccién,
agregando al buffer de muestra agentes reductores como el b-mercaptoetanol o el
ditiotreitol (DTT). Sin embargo, la banda mantuvo sus caracteristicas tanto en
condiciones reductoras como no reductoras, como pudimos observar a correr en SDS-
PAGE muestras que no contenian dichos agentes (Fig. 13B).

Encontramos una banda con las mismas caracteristicas en muestras de
distintas regiones del SNC embrionario, tales como € cerebro, tectum optico, cerebelo y
tronco encefdlico (Fig. 14A y B). A juzgar por laintensidad de la tincion con Ponceau
sobre lamembrana, la proporcion de Ag 3C3 es similar en cada uno de estos 6rganos, a
menos en la edad analizada. Otros tejidos, como el higado o la sangre no mostraron
sefial (Fig. 14B).
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Figura 13: Analisis del comportamiento electroforético del Ag 3C3. A, perfil

electroforético en SDS-PAGE de muestras de RN embrionaria de pollo, coloreadas
con CBB R250; izquierda, muestra de RN de E15 solubilizada en SDS al 2%, derecha,
fraccion soluble en Triton X-100 (TX100) al 0.2% de una muestra de RN de E12. B,

Western-blot con el Acm 3C3 de muestras de RN embrionaria solubilizadas en SDS 2%

(SDS) 0 en TX100 0.2% (TX) y separadas en SDS-PAGE en condiciones reductoras (R,

“TX” en presencia de b-mercaptoetanol y “SDS” en presencia de ditiotreitol) y no

reductoras (NR). C, inmunodeteccion con el Acm 3C3 sobre una muestra de RN

embrionaria de pollo (E12) separada por isoelectroenfoque (IEF) en presencia de

urea 6 M.

MPM, marcadores de peso molecular (valores en KDa). pl, punto isoeléctrico.
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Figura 14: Western-blots con el Acm 3C3 sobre distintas muestras de tejidos
embrionarios de pollo. A, muestras solubles en TX100 al 0.1% de distintas regiones
del sistema nervioso central de EI12. La tincion con Rojo Ponceau S sobre la
membrana de nitrocelulosa previo a la inmunodeteccion, mostro que en todos los
carriles habian cantidades de proteina muy similares (excepto en la muestra de
cerebelo, donde habia un poco menos que en las demas). B, muestras de sangre entera,
RN, cerebelo e higado embrionarios (E15), solubilizados en SDS 2%. C, muestras de
embriones de diferentes edades, donde en E2 solubilizamos en SDS 2% el embrion

entero, en E4 el encéfalo, en E7 los hemisferios cerebrales y en E16 la RN.
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Al comparar muestras de tejido nervioso de diferentes edades, vemos una
banda de Mr similar en todas ellas, igua a su vez ala observada a partir de muestras de
embriones tempranos solubilizados enteros (Fig. 14C).

4.2.2 - Punto isoeléctrico del Ag 3C3:

Analizamos varias muestras de RN solubilizadas en Nonidet P40 o en
Tritén X-100 por isoelectroenfoque (IEF) en gel de poliacrilamida en presencia de urea
y, luego de transferir a membranas de nitrocelulosa, procedimos a la inmunodeteccion
con 3C3. La figura 13C, muestra una imagen de la localizacion del Ag 3C3 en un
isoelectroenfoque. Existe una banda principal, bordeada por a menos dos bandas
menores, pero detectables. El punto isoeléctrico aproximado del Ag 3C3, calculado a
partir de estos ensayos, es de 4.2.

4.3 - Analisis de la solubilidad del Ag 3C3

Tras la homogeneizacion de RNs en distintas soluciones salinas tamponadas (g :
PBS) y la ultracentrifugacion a 100.000 g por 1 h, observamos que € Ag 3C3 se
encuentra enriquecido en e sedimento, sugiriendo que no es salino-soluble (no
mostrado).

El hecho de que la sefial de 3C3 en inmunofluorescencia disminuyera ante
tratamientos con TX 100, sugirié que el Ag podia ser extraible con este detergente. El Ag
3C3 mostro ser atamente extraible por TX100 de RNs aisladas, ya sea frescas (Fig. 15B)
o fijadas con PFA a 4% por 1 h (Fig. 15A). Encontramos que la solubilidad a partir de
RNs frescas depende de la concentracion de detergente, siendo por debgjo de la
concentracion micelar critica (cmc), que para el TX100 es de 0.016% (Harlow y Lane,
1988; figura 15B).

Para analizar mejor la extractabilidad del Ag 3C3 con este detergente, incubamos
cultivos de RN de embriones de pollo de 7-8 dias, con 3 dias in vitro, con TX100 d
0.5% por distintos tiempos y analizamos por Western-blot la presencia del Ag en €
buffer de extraccion (ver Apéndice) y en los residuos celulares no solubilizados. Los
resultados aparecen en la figura 16A (ver también Fig. 10, Panel inf., D y E). Podemos
apreciar que el Ag 3C3 es altamente extraible con TX100 de una forma gque depende del
tiempo de incubacién, y que la solubilizacion es maximaalos 5 min.
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4.4 - Sensibilidad a tripsina

Para comprobar la sensibilidad del Ag 3C3 ala proteasa tripsina indicada por los
tratamientos in situ (Fig. 12), incubamos muestras de RN de pollo de E12 solubilizada
en TX100 al 0.1% en PBS con distintas concentraciones de tripsina (5.0 y 0.5 pg/ml) y
luego las analizamos por Western-blot con el Acm 3C3. Luego de un tratamiento de 5
min. a 37°C, aparece un patrén de degradacion que es dependiente de la concentracién
de la enzima (Fig. 16B). A concentraciones muy altas de tripsina (0.5 mg/ml), e Acm
3C3 no marcd ninguna banda, en una transferencia de un gel donde se habia
interrumpido la electroforesis cuando el frente de bromofenol estaba a 0.5 cm del borde
inferior del gel (no mostrado).
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Figura 15: Solubilidad del Ag 3C3 en Triton X-100. A, Western-blot con el Acm 3C3

de una muestra de RN de EI3 fijada y solubilizada en Triton X-100 al 0.2%. B,

Extractabilidad del Ag 3C3 con Triton X-100 en funcion de la concentracion de

detergente: Western-blot con el Acm 3C3 de muestras de RN embrionaria (E15)

solubilizada con distintas concentraciones de TXI100 (0.005% a 0.5%), en distintos

tiempos de incubacion (5, 10y 20 min); R, fraccion insoluble luego de incubar una RN

con TX100 al 0.05% por 10 min; SDS, muestra de RN de E16 solubilizada con SDS al

2%.
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Figura 16: Solubilidad en Triton X-100 y fragmentacion por tripsina del Ag 3C3. A,
extractabilidad del Ag 3C3 con Triton X-100 en funcion del tiempo: Western-blot con
el Acm 3C3 de las fracciones solubles (S) e insolubles (R) en el detergente de células de
RN embrionaria de pollo en cultivo (E7 con 3 dias in vitro); SDS, muestra obtenida de
la solubilizacion directa de las células en SDS al 2%, RN, muestras de retina neural
embrionaria (E15), solubilizada en SDS 2%. B, Western-blot de muestras de RN
embrionaria de pollo (E12) solubilizadas en TX100 al 0.1% y digeridas con tripsina 5
© 107 y 57 107 mg/ml (concentracion final) por 5 min a 37°C; C+, muestra no

tratada con tripsina.
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5 - Reactividad cruzada con otras especies de vertebrados:

Estudiamos la posibilidad de que el Acm 3C3 fuera capaz de reconocer un
epitope similar en especies diferentes a pollo por inmunofluorescencia de cortes en
algunos casos y por Western-blot en otros. Las especies en las que encontramos
reactividad cruzada son las siguientes: cobayo, entre los mamiferos; tortuga morrocoyo
(Trachemys dorbigni) y vibora ciega (Amphisbaena sp.), entre los reptiles. Otras
especies ensayadas, y en las que no se encontrd sefial, fueron: congjo (Oryctolagus
cuniculus), por inmunofluorescencia; raton (Mus musculus), por inmunofluorescencia;
rata (Rattus norvegicus), por Western-blot; vaca (Bos taurus), por Western-blot y rana
toro (Rana catesbeiana), por |las dos técnicas.

5.1 - Cobayo (Cavia porcellus):

Probamos cortes a congelacion de ojo de un cobayo adulto, por
inmunofluorescencia. Observamos que la sefial se distribuye de una manera similar,
aunque no idéntica que en el pollo adulto. Solamente encontramos sefial en la RN, y
principalmente en la capa de fibras del nervio optico, como seve en lafigural7 (A aD).
En otras capas més externas se puede apreciar una sefial mucho mas débil, que si bien
parece ser significativa, no es mucho mas fuerte que € ruido de fondo. Por otro lado, la
sefia en la capa de fibras, en cuanto a su intensidad general, es mucho mas débil que en
el pollo.

5.2 - Tortuga (Trachemys dorbigni):

Realizamos cortes de 0jo maduro de tortuga morrocoyo a partir de una pieza
fijada por perfusion con unamezclade PFA a 2 %y glutaraldehido a 0.2 %. La sefia es
muy fuerte en todala RN y, en la porcion central presenta un patrén similar ala RN del
pollo post-natal, con una mayor intensidad en las capas mas internas. En la periferia, sin
embargo, observamos una distribucién practicamente homogénea en todala RN, en una
disposicion que recuerdaala RN embrionariadel pollo (Fig. 17E aH).
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5.3 - Amphisbaena:

De este reptil también analizamos cortes a congelacién de ojo de un animal
adulto. En este caso, laRN, al igual que el resto del 0jo, se encuentra poco desarrollada,
aunque se puede distinguir un patron laminado. La sefia, relativamente débil, parecia
distribuirse por todo el érgano, aunque observamos una sefial notablemente mas fuerte
en lacapaplexiformeinterna (Fig. 171 y J).
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Figura 17: Marcado de RN de otras especies de vertebrados con el Acm 3C3. A-D,
cortes de ojo de cobayo, A, corte a nivel de la region central de la RN, donde la mayor
parte de la sefial se encuentra en la gruesa capa de fibras del nervio optico, B, corte
de una region similar, pero donde los haces de fibras aparecen en seccion
transversal; C, region periférica de la RN, donde la capa de fibras aparece
disminuida a delgados haces dispersos;, D, control negativo (sobrenadante de
mieloma en lugar de 3C3), donde se aprecia la intensa autofluorescencia de los
fotorreceptores. E-H, cortes de ojo de tortuga morrocoyo, E y F, cortes a nivel de la
region central de la RN, incubados con el Acm 3C3 y con sobrenadante de X63,
respectivamente (control negativo); G y H, cortes a nivel de la RN periférica, con el
Acm 3C3 y sobrenadante de X63, respectivamente. I y J, cortes de ojo de
Amphisbaena, incubados con el Acm 3C3 y sobrenadante de X63, respectivamente.
Todos son cortes a congelacion de piezas fijadas.

Barras: A, By C como en D, E como en F, G como en H e I como en J, 60 um.
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DISCUSION

Los anticuerpos monoclonales como aproximacion al estudio del
desarrollo de l1a RN del pollo

La generacién de Acms contra tejidos enteros como herramienta para encontrar
moléculas con una distribucién y/o funcion particular ha sido una aproximacion muy
utilizada desde comienzos de la década pasada, y aln hoy sigue dando frutos (ver Tabla
1 en Introduccién). Esta aproximacion puede ser aplicada a andlisis de la diferenciacion
celular y la histogénesis normales, asi como a ciertas contrapartidas patoldgicas, tal
como el cancer.

Como se describié en la Introduccion, suele resultar dificil obtener Acms que
reconozcan Ags raros cuando se inmuniza a animal con un tejido complejo. Muchas
Veces son necesarios procedimientos especiales, como los descritos de inmunizacion
diferencial, que aumentan la probabilidad de obtener Acms de interés (Hockfield, 1987;
Mathew y Sandrock, 1987). Otra forma de encarar este problema puede ser tratando de
aumentar la probabilidad de sobrevida de los hibridos recién obtenidos. Una de las
razones principales por las cuales es dificil obtener Acms contra Ags raros puede ser
gue, generamente, la respuesta inmune secundaria no es equitativa paratodos los Agsy
existen muchas células B que secretan Acs contra unos pocos Ags (llamados por esto
Ags inmunodominantes), mientras que para otros, son pocas las donas que responden
(Harlow y Lane, 1988). Asi, a redizar un procedimiento de fusién convencional,
sembrando las células hibridas en una ata densidad, los hibridos de interés pueden
guedar “ocultos” entre los que secretan Acs poco interesantes. Esto se sumaal problema
de que tras una fusién, muchos de los hibridos generados no secretan ningiin Ac 'y, por
razones no bien conocidas, suelen crecer mucho més rapido que los que si 1o hacen, con
la consecuencia de que los segundos desaparecen rapidamente si ambos coinciden en un
mismo pocillo (Campbell, 1984). El procedimiento usado en este trabajo, que implica la
dilucién de las células inmediatamente después de la fusién y una siembra en una
concentracién tal que resulta muy baja la probabilidad de que se encuentren dos lineas
diferentes en un mismo pocillo (“fusién-clonagje”’), permite evitar gran parte de estos
inconvenientes. En nuestro caso, obtuvimos un promedio de 10 pocillos con crecimiento
de células hibridas por cada placa de 96 (en un total de 10 placas en cadafusion), lo cua
si bien es un nimero relativamente pequefio de hibridos, teniendo en cuenta que sblo
una pequeiia proporcion de ellos suelen resultar de interés, asegura una alta probabilidad
de que las células ya estén clonadas desde € inicio. Seguramente son muchas las
razones por las cuales no obtuvimos Acms de interés en las primeras dos fusiones,
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realizadas del modo clésico, y si en las dos Ultimas, en las cuales se aplico la fusion-
clongje, pero es posible que esta diferencia sea unade ellas.

El sistema de estudio en particular, la RN del pollo, es ademas ideal para una
aproximacion como ésta, especialmente por tratarse de una especie lo suficientemente
algjada del raton desde el punto de vista filogenético como para que se genere una
respuesta importante de anticuerpos. Al usar tejidos de mamiferos, por gemplo, la
respuesta suele ser débil y la mayor parte de los Acs son de laclase IgM 'y, por lo tanto,
de bgja afinidad (Goding, 1983). El usar una especie aejada del raton tiene varias
ventgas. Una de ellas es la posibilidad de realizar protocolos de inmunizacién no
excesivamente largos, con la ventga de que no se favorece la maduracién de la
respuesta inmune 'y, por lo tanto, aumenta la probabilidad de obtener Acms contra Ags
no inmunodominantes. Otra ventgja es que permite usar cantidades relativamente
pequefias de tegjido en la inmunizacion. Por otro lado, los procedimientos de
inmunizacién diferencial fueron disefiados para obtener Acms contra Ags de roedores,
lo que es dificil de conseguir utilizando procedimientos convencionales. Es probable
que, si bien aumentan la eficiencia de la generacion de Acms, estos métodos no sean
estrictamente necesarios cuando se usan tejidos de especies filogenéticamente a ejadas
del raton. Finalmente, €l hecho de que la RN de las aves sea avascular facilita la
“diseccién inmunoldgica’ del 6rgano, ya que no existen en ella tegjidos distintos al
nervioso contralos cuales se puedan generar Acms.

En nuestro caso, podemos considerar que las inmunizaciones resultaron
exitosas, ya que la mayor parte de los ratones generaron una buena respuesta de Acs
contra la RN y otros tegjidos del pollo tras una o dos inoculaciones de Ag, como
pudimos comprobar por ELISA sobre células (Fig. 1 en Resultados), o por
inmunofluorescencia sobre cortes, donde observamos una sefial muy intensa sobre
todos los tejidos del ojo. Este Ultimo era un resultado esperado, ya que en cuaquier
tgjido, la mayor parte de las macromoléculas existentes son compartidas con otros
tejidos y es normal, por lo tanto, generar Acs que reconocen epitopes de distribucién
ubicua. Es ésta la principal razén por la cua es necesario aplicar la tecnologia de los
Acms, que permite separar (clonar) las células productoras de Acs de interés cuando se
parte de una mezcla complejade Ags como laRN.

Alrededor de E12 una gran parte de la RN dél pollo ya tiene una organizacion
general en capas similar a la adulta, pero alin no se han diferenciado los segmentos
externos de | os fotorreceptores (Romanoff, 1960), por |o que ésta es una etapaideal para
analizar antigenos de expresion singular. De esta manera, nos aseguramos que ya
existieran representantes de todos los tipos celulares diferenciados, evitando, alavez, la
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presencia de cantidades demasiado abundantes de proteinas mayoritarias de la RN
adulta como las opsinas, que no eran de interés para nuestro trabajo.
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El Acm 3C3 vy su antigeno en el desarrollo

La obtencién de unalinea de hibridoma que secreta un Acm como 3C3 es quizas
una de las mejores demostraciones de la efectividad del procedimiento utilizado. Este
hibridoma presenta muchas caracteristicas que lo hacen una herramienta de gran valor.
En primer lugar, presenta un comportamiento excelente desde el punto de vista de su
mantenimiento, ya que es capaz de crecer muy bien tanto en cultivo, como en ascitis y
es posible congelarlo y re-clonarlo las veces que sea necesario, sin detrimento de su
capacidad secretora ni de crecimiento. Segundo, € hibridoma parece ser capaz de
secretar cantidades inusuales de Acm, como indica el titulo de trabajo del sobrenadante
de cultivo en inmunohistoquimica (hasta 1/40) y la cantidad de Acm purificado (medida
por absorbancia a 280 nm) a partir de un litro de sobrenadante (alrededor de 24 mg,
cuando |o habitual son de 1 a 10 mg). Tercero, si bien no fue determinada la afinidad del
Acm 3C3 por su Ag, ésta es probablemente alta, ya que es capaz de unirse a Ag en
bajas concentraciones y dar de todos modos una sefial apreciable (especiamente en
inmunohistoquimica). Cuarto, el Acm 3C3 reconoce a su epitope practicamente en
cualquier condicion de las usadas, como por gemplo, en inmunohistoquimica sobre
cortes de piezas muy fijadas, 1o cual es de gran utilidad para obtener buenas imagenes
microscopicasy analizar megjor ladistribucion del Ag.

Patron de expresion del epitope reconocido por el Acm 3C3:

Uno de los rasgos mas llamativos de la sefid dada por e Acm 3C3 en
inmunohistoquimica es la enorme variacion de su distribucién espacial a lo largo del
desarrollo del pollo. Observamos que pasa de ser generaizada en el embrion muy
temprano, a encontrarse sélo en algunas neuronas en el adulto. Esta restriccion gradual
de la sefia es relativamente inusual, ya que lo habitua en los Ags de diferenciacion
celular es un aumento en la expresion de las células que se diferencian, sin ser expresado
previamente en otras (Gilbert, 1997). Ademés, € epitope reconocido por 3C3 sufre un
incremento notorio en las neuronas durante € proceso de diferenciacion, a mismo
tiempo que sufre un decremento dramético en las células que no se van a convertir en
neuronas. Por un lado, la expresion generalizada en etapas tempranas del desarrollo es
interesante porque puede implicar una funcién también general del Ag 3C3. Més tarde,
el que en agunas células del organismo (las neuronas) aumente la sefial, y en las otras
disminuya, sugiere que esta funcion no debe ser necesaria para todas las células
diferenciadas, a la vez que sugiere la existencia de estrictos mecanismos de regulacién
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positiva y negativa de la presencia del epitope en distintos tipos celulares. Interesa,
entonces, analizar en detalle este comportamiento dicotomico tan particular.

Expresion del epitope en embriones tempranos:

Hay dos aspectos a destacar de la sefid dada por 3C3 en
inmunohistoquimica de embriones tempranos: a) su ubicuidad y b) que aparenta ser
mas fuerte en algunas células que en otras. Respecto a primer punto, si bien alin no
tenemos indicios acerca de la posible funcion del antigeno, el hecho de que presente una
distribucién tan amplia sugiere que pueda tener una funcidn importante paratodas o casi
todas las células indiferenciadas. Resulta de sumo interés, también, que no todos los
tejidos tempranos muestran una sefial positiva, ya que la notocorda aparece totalmente
negativa en inmunofluorescencia. Esto indica que la disponibilidad y/o presencia del
epitope 3C3 ya es regulada en etapas muy tempranas y abre la pregunta de qué
diferencia alas células de la notocorda de todas las demés células del embridn temprano
en cuanto a su expresion. Por otro lado, en todos los tgjidos que dan una sefia, se
encuentran células con una marca de mayor intensidad que sus semejantes. En el
neuroepitelio es donde es posible caracterizarlas mejor: la ocurrencia de estas células en
el borde ventricular y el hecho de que a menos algunas de ellas presentan cromosomas
mitoticos cuando se realiza una contratincién con un colorante de ADN, indican que a
menos la mayor parte de ellas son células en proceso de division mitética. Hay dos
causas primarias que podrian explicar este aumento de sefial en células mitéticas. a) la
disponibilidad del epitope y/o la expresion del antigeno son reguladas en €l ciclo celular,
siendo mayor durante la mitosis, o b) los cambios de distribucién de la membrana
plasmética, ala cual podria estar asociado € Ag, harian aumentar la densidad local del
epitope y, por lo tanto, aumentarian la sefial sin necesidad de que haya una mayor
cantidad de éste. Los datos disponibles hasta el momento no favorecen ninguna de estas
posibilidades en particular.
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Expresion del epitope en neuronas:

Como fue descrito en Resultados, e Acm 3C3 marca fuertemente las
células de la linea neuronal desde etapas muy tempranas. Ademés de la sefia débil
observada en todo e neuroepitelio indiferenciado (a igual que en otras células, en la
misma etapa), es muy evidente la sefial observada en las neuronas en formacion, tales
como las células ganglionares, que son las primeras neuronas en diferenciarse en la RN.
En éstas es destacable laintensidad de marca de |os axones que ya es importante en E5,
cuando alin se esta formando la capa de fibras del nervio éptico. En RNs de esta etapa
del desarrollo es muy notoria la diferencia entre la region periféricay la central, ya que
ésta presenta una mayor intensidad de sefial. Este resultado no es sorprendente, dado
gue la diferenciacion celular en la RN avanza desde el centro a la periferia, de manera
que las primeras neuronas se forman en la regién central cuando la periferia aln se
encuentra totalmente indiferenciada. Mas tarde, cuando la sefia disminuye en las células
no-neuronales, todas las neuronas son aparentemente positivas, presentando una marca
muy fuerte. El hecho de que en los cultivos primarios de células de RN la sefial de 3C3
sea importante en las células que tienen extensiones neuriticas y nula en las células
aplanadas, sugiere que in vivo, a menos en las etapas del desarrollo analizadas, este
Acm debe reconocer solamente neuronas en el tejido nervioso. Esto también es
sugerido, en forma mas indirecta, por la observacion hecha en cortes de RN, donde la
membrana limitante externa, en la que participan las terminaciones ventriculares de las
células de Milller, es totalmente negativa. En los cortes es dificil distinguir € resto del
cuerpo de estas células gliales, dada su forma particular, que estd determinada por la
forma de las neuronas que las rodean. Como las células de Miller se ubican
“rellenando” los intersticios de las neuronas y tienen poca superficie de contacto entre
ellas mismas, siempre se va a encontrar sefial de 3C3 alrededor de una de €llas, aunque
pertenezca a las neuronas. El Unico punto donde son evidentes en cortes es, entonces, la
membrana limitante externa y la ausencia de sefial en ella es otra evidencia a favor de
gue las células de Mller no se marcan con el Acm 3C3..

La inmunohistoquimica y el Western-blot muestran también que el
epitope se encuentra en otros 6rganos del SNC, tales como el cerebro, el cerebelo, el
tectum Optico y el tronco encefdlico, sugiriendo que el Ag 3C3 se expresa en la mayor
parte, sino todas, las neuronas en diferenciacion. Ademés, la banda observada por
Western-blot presenta las mismas caracteristicas en todos estos tejidos, indicando que se
trataria del mismo antigeno. Todavia no hemos explorado su distribucion en estos
Organos en animales adultos.
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La presencia de filamentos 3C3-positivos en teidos sumamente
innervados, como la cérneay el masculo esquel ético, sugiere que puedan ser axones y/o
terminaciones nerviosas periféricas. Esta seria la Unica evidencia hasta e momento de
gue 3C3 es capaz de marcar elementos del sistema nervioso periférico, tales como
axones de motoneuronas y terminaciones sensitivas, al menos en etapas embrionarias
(E15-18).

Expresion del epitope 3C3 en células no-neuronales:

Los ensayos de inmunohistoquimica muestran que ningln otro tipo de
célula diferenciada, de las observadas hasta el momento (fibras muscul ares esquel éticas,
condrocitos, fibroblastos, células epiteliales de diversos tipos, fibras cristalineanas, etc.),
da una sefia importante para 3C3. Todas las evidencias recogidas hasta el momento,
indican que el epitope se expresa de forma diferencial y en mucho mayor proporcion en
neuronas gue en otras células del organismo. Esto no significa que no pueda existir, en
menor proporcién, en los otros tipos celulares y, de hecho, en muchos tejidos
diferenciados se observa una sefia que, aunque mucho méas débil que en el tegido
nervioso, es detectable por inmunofluorescencia, a menos en enbriones tardios. En
algunos casos, como € de las fibras cristalineanas, la sefid es homogénea en toda la
poblacién celular, y en cada célula se observa una marca que se extiende por toda la
periferia, en otros, como €& epitelio del cuerpo ciliar, o & epitelio y “annular pad”
cristalineanos, solamente aparecen algunas células aisladas con sefial positiva. Esto
sugiere que el epitope a que se une e Acm 3C3 no se encuentra exclusivamente en
neuronas, aungue no es posible afirmar si se trata del mismo Ag, o S se trata de
reactividad cruzada con otro que presenta un epitope similar.

Regulacion del epitope 3C3 en el desarrollo:

La distribucién ubicua de la sefial dada por el Acm 3C3 en embriones
tempranos, no seria un resultado interesante si no se supiera e comportamiento
posterior de esta sefial. Es dificil entender porqué ocurre una segregacion posterior alas
neuronas sin tener idea de cudl puede ser lafuncién del o los Ags detectados por 3C3.

Resulta muy interesante investigar los mecanismos de esta expresion
diferencia tan marcada, aunque no absoluta del epitope. Si se trata en todos los casos
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del mismo Ag, es decir la proteina de 72 KDa, estos cambios podrian explicarse en
principio de dos maneras posibles: a) e epitope podria sufrir ciertos cambios que hagan
gue solo sea reconocido por el Acm en neuronas luego de la diferenciacion celular, sin
necesidad de que exista una regulacion de la expresion de la proteina, o b) la proteina
podria ser expresada y/o degradada diferencialmente. Los datos de que se dispone
actualmente no son suficientes para determinar la importancia relativa de ambos
mecanisSmos, que No son mutuamente excluyentes.

Existen algunas evidencias que apoyan la idea de que, a menos en la
mayor parte de los casos analizados, e Acm 3C3 reconoce siempre & mismo Ag. El
hecho de que desde las etapas mas tempranas (E1.5) hasta las més tardias (P60)
observemos una banda con las mismas caracteristicas en Western-blot, sugiere que se
trata del mismo Ag, que no es modificado de ninguna manera detectada por esta técnica
(al menos no parece cambiar su peso molecular alo largo del tiempo). Otra evidencia a
favor de laidentidad constante del antigeno reconocido en cada etapa del desarrollo es
que €l patron de marcado subcelular en inmunocitoquimica, se mantiene de una manera
extraordinaria, ya que tanto en células mesengquimatosas, como en fibras cristalineanas,
como en células neuroepiteliales, como en neuronas, la sefial es predominantemente
periférica y en pequefios parches irregulares. Lo Unico que parece variar entre estas
células eslaintensidad de lamarca.

La posibilidad de que el Acm 3C3 reconozca una Unica proteina que se
expresa en forma diferencial en e desarrollo, sin cambiar atributos tales como la
migracion relativa en gel de SDS, es sumamente interesante, pero aln no es posible
asegurar estrictamente que esto ocurracon el Ag 3C3.

Localizacion subcelular del epitope de 3C3:

El experimento de marcado in vivo (es decir, sobre células en cultivo
vivas) con € Acm 3C3 indica que muy probablemente el epitope que reconoce se ubica
intracelularmente.  Seguramente la propia fijacion con paraformadehido y/o la
incubacién con BSA previas alainmunodeteccion convencional son las responsables de
permeabilizar las células lo suficiente como para permitir la entrada de las moléculas de
lg. Asi, solamente las células vivas son capaces de excluir el Acm 3C3 e impedir que
exista union a epitope. Si bien esta hipétesis es la més plausible, no se puede descartar
la posibilidad de que €l Ac no sea capaz de reconocer eficientemente al epitope cuando
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el Ag se encuentra en su forma nativa y que e PFA, por gemplo, sea capaz de
modificarlo de tal manera que lo vuelve mas accesible.

Este experimento no es suficiente paralocalizar completamente a Ag con
relacion a la membrana plasmatica, ya que tanto podria tratarse de una proteina no
asociada a la membrana, pero ubicada en €l interior celular cerca de ésta, como podria
ser una proteina extrinseca de membrana, ubicada en la cara citopldsmica delamismao
también, una proteina transmembranaria, con €l epitope reconocido por 3C3 localizado
en su sector citoplasmico. De tratarse de ésta Ultima, esperariamos que sea una proteina
glucosilada, por lo cua €l andlisis de la presencia de grupos azlcar sobre el Ag 3C3 seria
de importancia para resolver este problema. También podrian realizarse modificaciones
de las proteinas sobre células vivas, con lo cual se afectarian solo aquéllas que tienen al
menos una porcioén extracelular.

Distribucion del Ag 3C3 en la RN del pollo:

Es importante diferenciar en primer lugar la descripcion de la distribucion del Ag
3C3 en € espacio de su variacion temporal. La presencia y distribucion del Ag en
neuronas y su variacion en e tiempo ya fueron discutidos. Resta por analizar su
distribucién con relacién a las capas retinianas, que, como ya fue expresado, son un fiel
reflgjo de la organizacion funcional delaRN.

En embriones de 12 a 16 dias, la sefial de 3C3 se extiende por toda la RN, de
forma casi homogénea. En conjunto, se ve que es mayor en las capas neuropilicas, |o
cual es esperado para una molécula asociada a la periferia celular, ya que es ali donde la
relacién superficie/volumen de las células es mayor. En las capas nucleares, los nicleos
y € pericarion ocupan la mayor parte de la célula, 1o que puede resultar en una
“dilucion” delasefial.

También observamos una menor sefial en sub-ldminas delgadas de la plexiforme
interna, que podrian corresponderse con las laminas sindpticas descritas originamente
por Ramén y Cajal. Estas son regiones de |a plexiforme interna donde ocurren la mayor
parte de las sinapsis entre distintos tipos de bipolares, amacrinas y ganglionares. Una
sefia baja en estas |aminas podria ser explicada a menos de dos maneras: a) existe una
menor cantidad del epitope reconocido por 3C3 en la regién sinptica de las neuronas o
b) la relacion superficie/lvolumen de las terminaciones sinapticas es més baja que en €l
resto de las prolongaciones neuriticas, causando el mismo efecto de dilucién observado
en las capas nucleares. Si bien los datos no son suficientes alin, en neuronas en cultivo,
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la sefia se ve distribuida homogéneamente por toda la periferia celular, incluyendo las
terminaciones neuriticas, lo cual, con las reservas necesarias al comparar situaciones in
vitro CON situaciones in vivo, sugiere que la segunda posibilidad puede ser més creible,
aungue es importante tener en cuenta que las terminaciones neurales observadas in vitro
no estaban formando sinapsis. Es interesante, ademés, que este patron se mantiene alo
largo del desarrollo y se encuentraincluso en laRN adulta (P60).

En e adulto, las capas més externas de la RN no presentan sefia, 1o cual
representa un hecho destacable, ya que implica un nuevo paso de regul acién negativa de
la presencia del epitope de 3C3, que se suma al de la desaparicion en las células no-
neuronales. Los fotorreceptores en particular resultan totalmente negativos y la
desaparicion del epitope en ellos podria correlacionarse con su diferenciacion terminal,
aunque faltan datos para asegurarlo. La disminucién en la marca de las células mas
externas de la capa nuclear interna, incluyendo seguramente alas bipolares junto con las
horizontales es también muy interesante. El resultado es que solamente se detecta una
sefia relativamente fuerte en las células mas internas de esta capa (seguramente
amacrinas) y en las ganglionares. Quedan por analizar muchos aspectos de esta
restriccion tan importante en la distribucion del epitope 3C3. En primer lugar, seria de
interés demostrar la identidad de las células que lo retienen, mediante € uso de otros
marcadores especificos de tipos celulares en la RN. En segundo lugar, mas alla de no
conocer la funcion del Ag, interesaria entender la relacion existente entre ésta 'y su
localizacion espacial. La pregunta primordial es s tiene que ver 3C3 con la funcién o
identidad de las células en que se encuentra o con la posicion de estas células dentro de
la RN. Ya que en la RN las células se distribuyen en capas segun su funcion,
probablemente esta pregunta seré dificil de responder. Ta vez una aproximacion que
permita responderla sea el andlisis de la diferenciacion celular in vitro, usando cultivos
primarios de RN embrionaria de pollo de distintas edades y siguiendo el patréon de
expresion del Ag 3C3 en distintos tipos celulares, identificados por medio de otros
marcadores.

También resulta interesante correlacionar la expresion del Ag 3C3 con la
distribucion temporal de la diferenciacion celular en la RN, ya que parece expresarse en
mayor concentracion y mantenerse alo largo del desarrollo en las células que primero se
diferencian (que tienden a ser las més internas). Sin embargo esta correlacién no es aln
vélida, alaluz de los escasos datos obtenidos hasta el momento.
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Algunas propiedades bioquimicas del Ag 3C3:

Como hemos demostrado por Western-blot, el Acm 3C3 reconoce siempre una
nica banda con una Mr de 72000 en RNs de diferentes edades, indicando que, al menos
en la RN, se une a un solo Ag. Que este Ag es una proteina es indicado por varias
evidencias. Una de las méas importantes es |a alta sensibilidad que presenta al tratamiento
con tripsina sobre cortes y en solucién. Otros tratamientos sobre cortes que dieron
resultado negativo, tales como la incubacién con metanol-cloroformo durante media
hora, que solubilizaria gran parte de los lipidos y tratamientos con acido periddico y
periodato de sodio, que pueden destruir por oxidacién la mayor parte de los epitopes
glucidicos, apoyan indirectamente esta suposicion. Este Ultimo ensayo, por supuesto, no
permite descartar que €l Ag 3C3 pueda ser una glucoproteina, pero sugiere que €l
epitope reconocido por el Acm puede encontrarse en la porcién peptidica.

La migracion del Ag 3C3 en SDS-PAGE no es afectada por la utilizacién de
agentes reductores como €l ditiotreitol (DTT) o e b-mercaptoetanol, |o cual muestra que
no se encuentra unido covalentemente a otras moléculas a través de puentes disulfuro.
También sugiere que no forma puentes disulfuro intracatenarios que modifiquen mucho
la estructura de la molécula, de otro modo se esperaria una alteracion, al menos leve, de
su movilidad relativa debida a cambios en su forma.

El Ag 3C3 no resultdé solubilizable en solucién salina, ya que tras la
ultracentrifugacion de un homogenato de RN embrionariaen PBS, se encuentra todo en
el precipitado. Si es soluble en detergente no-idnico en concentraciones superiores a la
concentracion micelar critica (cmc), lo cual sugiere que:

a) e Ag 3C3 puede encontrarse asociado a grandes compleos
macromol eculares, como membranas bioldgicas o €l citoesquel eto;

b) esta unién debe darse mediante interacciones no covaentes que
puedan ser liberadas por la accion de detergentes, tales como interacci ones hidrof obicas;

c) e Ag 3C3 no debe formar parte del citoesqueleto, ya que es facilmente
solubilizado con Triton X-100 (lainsolubilidad de una proteina en este detergente es uno
de los criterios usados para considerarla parte del citoesquel eto);

d) la hidrofobicidad del Ag es probablemente alta, ya que requiere de la
formacion de micelas para solubilizarse.

En suma, el Ag 3C3 es muy probablemente una proteina, con un peso molecular
aproximado de 72+2 KDay un pl relativamente &cido, de 4.2. No existen evidencias aln
s es glucosilada, pero e epitope reconocido por 3C3 seguramente no es de naturaleza
glucidica. Parece estar asociada a complejos macromoleculares que, a juzgar por €l
patrén de distribucién observado en inmunohistoquimica, podrian ser la membrana
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plasmatica o € citoesqueleto cortical. No hay que descartar tampoco la posibilidad de
que se asocie a membranas internas subplasmalémicas de la célula. Esta asociacion debe
estar mediada por uniones relativamente débiles, como interacciones hidrofébicas,
ibnicas o fuerzas de van der Waals, a juzgar por e hecho de que es fécilmente
solubilizable por detergentes no iénicos. No hay evidencias acerca de la contribucién
relativa de estos tipos de uniédn, aunque los experimentos de extraccion con detergentes
sugieren una importante hidrofobicidad del Ag. Los datos disponibles no alcanzan
tampoco para decir s €l Ag es 0 no una proteina integral de membrana, y la Unica
evidencia que hay respecto a su relacion con la membrana plasmatica indica que a
menos el epitope reconocido por € Acm esintracelular.

La aproximacion que daria datos acerca de laidentidad del Ag 3C3 en formaméas
directa, esla purificacion apartir de tejido nervioso (RN y/o sistema nervioso central) de
embrién de pollo y la determinacidn, a menos parcial, de su secuencia aminoacidica.
Esto permitiria rapidamente comparar la secuencia obtenida con las de proteinas ya
descritas y saber, al menos, s este Ag es o tiene similitudes con alguna proteina ya
conocida. En caso de que esta comparacion diera resultados totalmente negativos, seria
de sumo interés obtener informacion acerca del gen que codifica la proteina. Si la
proteina resultara similar, aunque no idéntica, a otra conocida, podriamos al menos
inferir su funcién més probable.

Reactividad cruzada del Acm 3C3 con otras especies de vertebrados

El Acm 3C3 demostr6 ser capaz de reconocer Ags de distribucion similar en
otras especies de vertebrados, o cual muestra que se une a un epitope relativamente
conservado. La sefiadl mas fuerte fue observada en la tortuga, donde presenta un
comportamiento muy similar asu contrapartida en pollo. Resulta de sumo interés que en
una RN en crecimiento constante como ésta, la region que permite este crecimiento
constante y contiene, por lo tanto, células indiferenciadas de tipo neuroepitelial, presenta
un patréon de marcado muy similar ala RN temprana del pollo. En € resto delaRN, sin
embargo, la distribucién de la sefid recuerda alo que se ve en € pollo post-natal. En el
l[imite entre estas dos regiones, existe un gradiente de variacion de la distribucion que
“recapitula’ en cierto modo lo que observamos en el desarrollo del pollo.

Lo observado en cobayo, €l Unico positivo de los cinco mamiferos ensayados,
es, sin embargo, diferente alo que se observa en la RN adulta del pollo. Aqui la mayor
parte de la sefia es detectable en los axones de las células ganglionares, mientras en €
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pollo adulto, la mayor parte de la sefial se ve en la capa plexiforme interna, con un
marcado mas débil en la capa de fibras del nervio Optico. Esta diferencia es llamativa y
podriatener relacion con laaln desconocida funcién del Ag 3C3. También parece existir
algo de sefial en capas mésinternas dela RN del cobayo, aunque esto es algo muy dificil
de afirmar, ya que es sumamente débil cuando se compara con lade lasfibras del nervio
optico.

La sefial detectada en el reptil apodo Amphisbaena es algo mas dificil de
interpretar, dado que el 0jo es un estructura vestigial en estos animales de costumbres
fosoriales. En este caso, si bien es posible distinguir un patron laminado en la RN, las
capas parecen estar menos desarrolladas. La marca dada por 3C3 se distribuye por todo
el espesor de la RN, aunque parece ser més intensa en capa plexiforme interna.

El hecho de haber obtenido una sefial positivaen al menos tres de |as especies de
vertebrados ensayadas resulta muy interesante, sobre todo teniendo en cuenta que el
patrén de distribucion en € espesor de la RN se mantiene relativamente constante. El
punto en comin es gque en todos la sefial es més intensa en la RN interna que en la
externa. Los dos reptiles son los que presentan un patron més parecido a del pollo, ya
gue en ellos la sefia en e adulto es muy fuerte en la capa plexiforme interna. En la
tortuga, la capa de fibras del nervio éptico también muestra una sefial importante. No
tenemos alin datos suficientes como para comprender si las diferencias encontradas en
cobayo encierran alguna importancia real, ya sea desde € punto de vista filogenético
como funcional.

El que no hayamos encontrado una sefial positiva en cinco de las nueve especies
ensayadas indica que €l epitope no es conservado entre todos los vertebrados, pero no
dice nada respecto a qué ocurre con €l Ag en si. Esto es porque el epitope reconocido
por un Acm representa habitual mente una porcion minima de una proteinay bastaria un
cambio muy pequefio en esa porcion para que baje enormemente la afinidad de la
unién. La mayor parte de estas especies (cuatro), son mamiferos, de las cuales unaesla
misma en que generamos el Acm y otra muy emparentada (rata), y no resulta extrafio
gue el Acm 3C3 no sea capaz de reconocer ningun epitope en ellas, ya que e sistema
inmune del animal deberia ser tolerante para Ags propios y, por extension, Ags de
especies cercanas (Abbas et a., 1991).

Una forma de poder andlizar la presencia de este Ag en otras especies de una
manera mas eficiente seria generar anticuerpos policlonales contra el Ag 3C3 purificado
de pollo. De esta manera aumentaria muchisimo la probabilidad de que exista
reactividad cruzada entre especies, ya que se estarian reconociendo varios determinantes
antigénicos a la vez, muchos de los cuales podrian ser més conservados que el del Acm
3C3. Esta seria, por la misma razén, una herramienta poderosisima como complemento
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del Acm 3C3, en @ andlisis de distintos aspectos de la expresion y/o funcién del Ag en
el desarrollo del pollo.
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Comparacion del Ag 3C3 con otros marcadores de la RN

Las caracteristicas encontradas en el Ag 3C3 hasta el momento lo hacen Unico,
ya que siempre existe al menos alguna que lo hace diferente a otras moléculas descritas
gue se expresan en el desarrollo delaRN.

El Acm PM1 (Hernandez-Sanchez et d., 1994), por ejemplo, también reconoce
un Ag de pollo que tiene una movilidad relativa en gel ssimilar a 3C3 (el peso molecular
aparente calculado por los autores es de 73000) y gque se encuentra en la mayor parte,
sino todas, las células neuroepiteliales de la copa Optica. Mas tarde (a partir de los 5 dias
de desarrollo), este Acm es capaz de diferenciar algunas células neuroepiteliales de otras
y luego, a medida que desaparece la sefial de marcado con este Acm de las células
neuroepiteliales, aparece en las células ganglionares que se van diferenciando. Una de las
diferencias mas importantes con 3C3 es que € Ag PM1 disminuye rapidamente su nivel
de expresién general entrelos 4y los 12 dias de desarrollo en la RN, mientras que ocurre
exactamente lo contrario con 3C3, que presenta una expresion mucho mas importante
tras la diferenciacion celular. Ademas, 3C3 se restringe a células ganglionares v,
posiblemente, amacrinas recién en las etapas finades del desarrollo embrionario y no
tempranamente como PM 1.

RA4 es un Acm gue reconoce un Ag gue se expresa solamente en las células
ganglionares desde muy poco después de su Ultima division mitética hasta €l adulto en
la retina del pollo, lo cud resulté Util para determinar que dichas células comienzan a
expresar un antigeno de diferenciacion especifico inmediatamente después de su
nacimiento (McLoon y Barnes, 1989; Waid y McLoon, 1995). Si bien este Ag se
encuentra desde muy temprano en e neuroepitelio retiniano y luego se encuentra en
células ganglionares, a igual que €l reconocido por 3C3, su expresion es mucho més
restringida, ya que el Ag 3C3 reconoce la mayor parte de (sino todas) las células
neuroepitelialesy otros tipos celulares en la RN adulta.

En e pollo se han descrito tres proteinas &cidas especificas de neuronas,
Ilamadas drebrins, que se asocian al citoesqueleto de actina y tienen, por lo tanto una
localizacion subcortical, al igual que el epitope de 3C3. Las tres proteinas son generadas
por procesamiento alternativo del ARN a partir de un mismo gen y dos de estas
isoformas (E; y E;) son embrionarias, mientras que la restante (A) se encuentra en €l
adulto (Shirao et al., 1990). La menor de estas proteinas, drebrin E,, sin embargo, que
tiene 553 aminoéacidos, presenta un peso molecular aparente en SDS-PAGE de 95000
(Obata et a., 1987), lo cual excluye a cualquiera de estas proteinas como candidatas a
ser e Ag 3C3. Ademés, las evidencias que existen hasta el momento indican que el Acm
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3C3 reconoce una Unica proteina que mantiene un peso molecular constante a lo largo
detodo el desarrollo.

Si el Ag 3C3 fuera una proteina transmembrana, podria pensarse en un rol enla
adhesion celular. Se ha descrito una cadherina especifica de tejidos neurales en el pollo,
denominada R-cadherina (porque fue descubierta en la RN). Sin embargo, esta molécula
de adhesién celular tiene un peso molecular calculado de su secuencia aminoacidica de
unos 100 KDa (que probablemente sea mas en gel, ya que estéa glucosilada), empieza a
expresarse recién en E8 y se encuentra tanto en neuronas como en glia (Inuzuka et al.,
1991). La N-cadherina, por otro lado, presenta una distribucién muy similar a Ag 3C3
durante el desarrollo embrionario, comenzando por las primeras etapas y continuando
por las etapas de diferenciacion neuronal. Pero, hacia etapas finales del desarrollo se
restringe a la membrana limitante externa, donde se encuentra formando parte de las
uniones adherentes entre las terminaciones de las células de Milller y los fotorreceptores
(Roark et d., 1992; Gilbert, 1997).

Otra molécula de adhesion celular, el Ag 5A11/HT7, comparte con el Ag 3C3 la
caracteristica de ser expresado por todas las células neuroepiteliales de la RN en etapas
tempranas del desarrollo. Mas tarde, a ocurrir la diferenciacion celular, este Ag se
restringe alas células de Miiller (Fadool y Linser, 1993).

Jensen y Wallace (1997) mostraron que Sonic hedgehog (SHH), un factor
difusible importante en distintos procesos morfogenéticos, se expresa en la RN en
desarrollo del raton. Alli, se encuentra primero en la region vitrea, asociado a las
primeras células post-mitéticas y mas tarde en células ganglionares y amacrinas. El
ARNmM de Patched (ptc), una proteina transmembrana que suele encontrarse en células
adyacentes a las que expresan SHH, se encuentra en dominios adyacentes también en la
RN (primero en la porcion interna de la capa de neuroblastos y més tarde en la region
central de la capa nuclear interna). La localizacion de SHH es, entonces, similar ala que
muestra 3C3 en etapas avanzadas del desarrollo y en el adulto, sin embargo también
presenta una distribucion restringida en el desarrollo temprano, cuando 3C3 presenta
unadistribucion generalizada.

A partir de una biblioteca de cDNA de embrién de pollo de 9 dias, se aslé un
gen, llamado rel, que codifica para una proteina transmembrana que se expresa en €l
neuroepitelio y otros tejidos en el desarrollo temprano, mientras que se restringe a
tejidos neurales tales como la RN y e cerebro mas tarde (Matsuhashi et al., 1995). Las
diferencias con € Ag 3C3 son que la proteina codificada por este gen tiene un peso
molecular, calculado a partir de la secuencia peptidica, de 93 KDay que su distribucién
espacio-temporal exactaes muy diferente aladel Ag 3C3.
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A pesar de que todas las moléculas descritas presentan suficientes diferencias
con e Ag 3C3, como para excluir que sea aguna de ellas, la similitud existente en
algunos aspectos con ellas, tales como la localizacion subcelular y/o e patron de
expresion espacio-temporal dentro de la RN permite especular acerca de la posible
relacion que pueda tener con alguna de ellas. Sobre todo, es interesante que existen
varios marcadores moleculares de RN que se expresan en la porcién interna de la RN
desde etapas muy tempranas del desarrollo. Esto podria estar relacionado simplemente
con €l hecho de que ésta es la porcion de la RN donde comienza la diferenciacién
celular. De acuerdo ala hipotesis de Adler acerca de la diferenciacion celular por defecto
de los fotorreceptores (Adler y Hatlee, 1989; Adler, 1993), al menos en € pollo, no seria
extrafio encontrar una mayor heterogeneidad molecular en la RN interna, donde serian
mas importantes las interacciones entre las células para determinar el destino de
diferenciacion celular.
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MATERIALES Y METODOS

Este trabgjo fue realizado en e Laboratorio de Cultivo de Tejidos (Seccion
Biologia Celular) de la Facultad de Ciencias, en colaboracion con la Catedra de
Inmunologia de la Facultad de Quimica. En este Ultimo laboratorio realizamos los
procedimientos de generacion de Acms, incluyendo inmunizaciones, fusiones, parte del
proceso de screening, asi como la purificacion por afinidad del Acm 3C3. En €
Laboratorio de Cultivo de Tegjidos, por otra parte, realizamos el screening primario y €l
andlisis del patron de marcado de los Acms por inmunohistoquimicay la caracterizacion
bioguimicadel Acm 3C3y suAg.

1 - Animales

Para todos los procedimientos de generacion de Acms utilizamos ratones de la
cepa Balb/C, mantenidos en el bioterio de la Cétedra de |nmunologia.

Los embriones de pollo fueron incubados a 100°F en el Laboratorio de Cultivo
de Tegjidos, a partir de huevos fértiles donados por Granja Moro SA (Montevideo). Los
pollos adultos fueron obtenidos de la Avicola Santa Maria (M ontevideo).
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2 - Generacion de anticuerpos monoclonales

Bésicamente, para generar Acms, utilizamos los procedimientos habituales,
extensivamente descritos en la bibliografia (Kohler y Milstein, 1975; Galfre y Milstein,
1981; Levborg, 1982; Goding, 1983; Campbell, 1984; Harlow y Lane, 1988; Liddell y
Cryer, 1991), con agunas modificaciones que son aclaradas en cada caso. En la Figura
18 se resumen los procedimientos de generacion y produccion de Acms utilizados en
este trabajo.

2.1 - Inmunizacion

Inmunizamos varios lotes de ratones Balb/C hembra, con variantes en la forma
deinocular el inmunogeno.

Como inmundgeno, utilizamos la RN de embriones de pollo de entre 12 y 13
dias de incubacion. Ladiseccion delaRN fue realizadaen PBS de Eisen (solucion salina
con tampon fosfato, sin calcio ni magnesio, ver Apéndice), por abordaje anterior del
globo ocular, separando en primer lugar cérnes, iris, cristalino y cuerpo vitreo. Luego,
separamos la RN cuidadosamente del epitelio pigmentario, a que se asocia en forma no
demasiado estrecha en estas etapas del desarrollo. Usamos dos tratamientos diferentes
para inocular e inmundgeno, de manera de ensayar aquel con el que se lograra una
mejor respuesta de anticuerpos. En el primero (“retina fresca’), cortamos las RNs con
dos escalpelos n° 11 (“chopping”) en trozos pequefios que colocamos arazén de 1 RN
cada 500 m (volumen fina) en PBS de Eisen para la inoculacion inmediata. Asi,
esperdbamos que la mayor parte de las células de RN se encontraran vivas en €l
momento de la inoculacion. En e segundo (“retina fijada’), fijamos las RNs en
paraformaldehido (PFA) a 4% en PBS de Eisen, durante 1:15 hs a 4°C vy, tras varios
lavados de 5 a 6 min. cada uno en un volumen abundante de PBS de Eisen, las trozamos
finamente con dos bisturies. Los fragmentos fueron resuspendidos en PBS de Eisen
para la inoculacién (1 RN/ 250 m, volumen final) y luego homogeneizados por
sonicacion, con 5 pulsos de 10 segundos a maxima potencia, en bafio de hielo. El
inmunégeno asi preparado fue usado inmediatamente o guardado congelado a -20°C
hasta el momento de su utilizacion.

Para |as fusiones cuyos resultados se describen, inoculamos con retina fresca dos
lotes de cinco ratones Balb/C hembra cada uno y con retina fijada otro lote, también de
cinco ratones. De este Ultimo, tres ratones recibieron el inmunégeno en un volumen
igual de adyuvante de Freund completo en la primera inoculacion e incompleto en las
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siguientes, mientras que los dos restantes fueron inoculados con el inmunégeno solo. En
todos los casos las inocul aciones fueron por inyeccion intraperitoneal (1P), con una RN
en 250 0 500 m, segun € caso. A todos los ratones les realizamos dos inoculaciones
consecutivas, separadas por un lapso de 7 dias y, segun la respuesta de anticuerpos
determinada ensayando los sueros de los animales a distintos tiempos mediante la
técnica de ELISA (ver méas adelante), algunos recibieron una o dos inoculaciones mas
antes de la fusion (ver Resultados). Para la obtencion de los sueros, sangramos los
animales antes de la primera inoculacién y a distintos tiempos después, por extraccion a
partir del plexo retro-ocular con un tubo capilar. Luego de un breve periodo en que se
permitié la coagulacién, la sangre fue centrifugada y el suero resultante guardado a -
20°C hasta su uso.

2.2 — Generacion de lineas de hibridoma

2.2.1 — Obtencion de las células

Las céulas del mieloma P3-X63-Ag8.653 (X63, Kearney et d., 1979, ATCC
CRL 1580) fueron mantenidas en RPMI 1640 (Sigma Hybrimax) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, Sigma Hybrimax), inactivado por incubacion por 1 h a
56°C. Poco antes de la fusion las tratamos durante una semana con 8-azaguanina
(Sigma) para eliminar posibles revertantes. El diade lafusion las lavamos en RPMI libre
de suero, las contamos en camara de Neubauer y determinamos el porcentgje de
viabilidad celular por el método del Azul Tripan (ver mas adelante). Seguimos adelante
con e proceso de fusion solo cuando € porcentaje de viabilidad celular era superior a
90%.

Para cada fusién, inoculamos un raton (seleccionado sobre la base de la
respuesta de Acs medida en suero por ELISA de células) con inmunégeno tres dias
antes de ser sacrificado para obtener los esplenocitos. El raton fue sangrado, sacrificado
por dislocacion cervical e ingresado a cuarto de cultivo sumergido en etanol a 70%. El
resto del procedimiento fue realizado en condiciones asépticas, en una campana de flujo
laminar. Tras la diseccion, colocamos € bazo en una placa de Petri de 60 mm con 10 ml
de medio de cultivo RPMI 1640. L os esplenocitos fueron aislados perforando la cpsula
del bazo en varios sitios con una aguja e inyectando medio de cultivo repetidas veces,
haciendo salir las células por las perforaciones de la cpsula. Lavamos la suspension de
células asi obtenidatres veces en un volumen abundante de RPMI.
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2.2.2 - Fusion

Mezclamos las células a razén de 4 céulas de bazo por cada una de mielomay
luego de ser centrifugadas en conjunto, realizamos la fusion a 37°C, agregando
lentamente al sedimento celular 1 ml de polietilen-glicol (PEG 3000-3700, Sigma) a 50%
en PBS 2, pH 8.0 pre-calentado a 37°C. Luego de 1 min., resuspendimos las células
muy lentay cuidadosamente en RPMI sin SFB (agregando primero 1 ml durante 1 min.
y luego 20 ml en 5 min.). Las céulas fusionadas fueron centrifugadas y resuspendidas
nuevamente en RPMI suplementado con 20% SFB.

2.2.3 — Siembra, seleccion y cultivo de las células hibridas

Usamos dos procedimientos diferentes de siembra de células tras la
fusion. En las primeras dos fusiones, usamos el método convencional, sembrando en
placas de 96 pozos (Nunclon), a razon de 3 ° 10° esplenaocitos por pocillo. En las dos
fusiones restantes, usamos un protocolo denominado “fusion-clongje’, con € fin de
aumentar la probabilidad de éxito en e mantenimiento de las células hibridas (L.
Borche, comunicacién personal). En este caso, diluimos las células fusionadas a razén
de3.3” 10° esplenocitos por ml. Fueron entonces sembrados 100 m por pocillo de esta
suspension en placas de cultivo de 96 pocillos (3.3 7 10* esplenaocitos por pocillo), junto
con células “feeder” obtenidas de bazos de ratones no inmunizados, sembradas a razon
de 3.0~ 10> células por pocillo. Se ha determinado empiricamente que las células
hibridas viables quedan diluidas de tal manera al usar este procedimiento, que es muy
grande la probabilidad de que ya se encuentren en forma de colonias monoclonales en
los pocillos de las placas de cultivo.

Las células fueron puestas a incubar en estufa a 37°C, en atmdsfera
himeda y con un 5% de CO, vy, 24 hs después, agregamos 100 M méas de medio
suplementado con SFB y con hipoxantina, aminopterina y timidina como medio
selectivo (medio HAT, Sigma). Durante los primeros 15 dias, mantuvimos las células en
medio suplementado con HAT, luego retiramos la aminopterina, manteniendo la
hipoxantina y la timidina (medio HT, Sigma) en dos o tres cambios de medio para
permitir la adaptacion de las células y finamente usamos medio suplementado
solamente con SFB.
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Seguimos el crecimiento de colonias de céulas hibridas por observacion
periddica a microscopio y cuando éstas alcanzaron un tamafio suficiente (1/4 -, dela
superficie del fondo del pocillo), generalmente entre 10 y 15 dias después de la fusién,
tomamos 100 m del medio para ensayar la presencia de anticuerpos especificos parala
RN (“screening primario”). Este ensayo fue realizado por ELISA sobre células en las
dos primeras fusiones y por inmunofluorescencia en las Ultimas (ver mas adelante).
Pasamos las colonias que secretaban Ac de interés a recipientes de tamafio aeciente y
las mantuvimos en frascos de cultivo de 25 cm® en RPMI 1640 con 10% SFB ylo
guardamos congeladas en nitrdgeno liquido, suspendidas en 50% SFB, 40% RPMI 1640
y 10% dimetil-sulfoxido (DMSO), arazon de’5 a10 x 10° cél/ml.

2.2.4 — Clonado por dilucion limite

Finalmente, sometimos a las células a uno o dos pasos adicionales de
clonado por dilucién limite en placas de cultivo de 96 pocillos de fondo redondo
(Nunclon). Para esto, contamos las células y realizamos diluciones crecientes, hasta
llegar a sembrar una cantidad aproximada de 1 célula cada tres pocillos en una o dos
filas de la placa. Con €l fin de favorecer la sobrevida de los hibridos ante diluciones tan
grandes, los incubamos en presencia de esplenocitos normales como “feeder layer”, en
la misma cantidad que fuera usada para lafusion-clongje (ver antes).

2.2.5 - Determinacion de viabilidad celular

La suspension de células en medio de cultivo fue centrifugada y el
sedimento resuspendido en medio de cultivo sin suero 0 en una solucion salina
balanceada. En un tubo mezclamos 500 m de solucion de azul Tripan a 0.4% en PBS,
300 m de PBSy 200 m de la suspensién celular. Luego de mezclar bien por agitacion,
dejamos reposar por 5 a 15 min. La mezcla fue transferida a una cdmara cuentagl 6bul os
de Neubauer para contar las células. Determinamos el porcentaje células viables como el
nimero de células que no incorporaron el colorante respecto a nimero total de células.
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Figura 18: Representacion esquemdtica de los procedimientos utilizados para la
generacion y produccion de Acms. IP, intraperitoneal.



3 - Produccion de los Acms

Los Acms de interés fueron producidos de dos maneras posibles. cultivando las
cdulas de hibridoma en frascos de 75 o 175 cm®, en RPMI 1640 o DMEM
suplementados con 10% SFB (Sigma Hybrimax o Gibco) inactivado o generando
tumores asciticos en ratones Balb/C. Uno de los Acms, 3C3, fue purificado por afinidad
apartir de sobrenadante de cultivo.

3.1 — Produccion de sobrenadante de cultivo de hibridoma

Como regla general, tomdbamos el sobrenadante de cultivo cuando era evidente
la acidificacion del medio por virado del rojo fenol a amarillo (2 a 4 dias después del
ultimo cambio de medio). Guardamos los sobrenadantes a 4°C o a -20°C, luego de ser
centrifugados para eliminar las células y de agregarles NaN3 a 0.02% (concentracion
final, solucion madre 2%) y tampon tris-HCI pH 8.0 a una concentracion final de 50 mM
(solucién madre 1 M) (Harlow y Lane, 1988).

3.2 — Produccion de liquido ascitico

Para generar tumores asciticos en ratones, les inyectamos intraperitonealmente
500 m de pristane. Entre 10 y 20 dias después, |os animales recibieron una inoculacion
IP de 5 a 10 x 10° células de hibridoma centrifugadas y resuspendidas en 500 mi de
medio de cultivo sin SFB. Sacrificamos los ratones algunos dias después, cuando
presentaban una importante cantidad de liquido en la cavidad peritoneal, evidenciable
desde € exterior. El liquido fue extraido con unajeringa, luego de separar lapiel y degjar
al descubierto la pared abdominal. Separamos las células del liquido ascitico por
centrifugacion y, en algunos casos, fueron vueltas a cultivar durante un tiempo. Luego,
realizamos un procedimiento de dedlipidificacion del liquido, incubando por 10 min. en
un 5% de sulfato de dextrano a 5% en agitacion suave, seguido de unaincubacion con
9% de CaCl, 1 M por 10 min. y una centrifugacion en minifuga (12000 rpm) por 20 min.
(Aceti et a., 1989). El liquido ascitico (sobrenadante) fue entonces alicuotado y
guardado a-20°C.
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3.3 - Purificacion del Acm 3C3

Purificamos el Acm 3C3 a partir de sobrenadante de cultivo, mediante una
columna de afinidad conteniendo proteina G unida a sefarosa. Previo a pasgje por la
columna, 1 | de sobrenadante centrifugado, conteniendo NaN3 y buffer tris-HCI pH 8.0
(ver antes), fue filtrado en filtros Millipore de poro de 0.22 mm para clarificarlo.

El procedimiento de purificacion fue el siguiente: lavamos la columna (con un
lecho de sefarosa-proteina G de 3.0 ml) con 2 volumenes de glicinaHCI 0.1 M, pH 2.7 y
luego con PBS de Eisen hasta que e pH ala saidafue de 7.2-7.4. Realizamos €l pasgje
del sobrenadante de cultivo a un flujo de alrededor de 0.75 ml/min. (unas 22 hs, tiempo
total) a 4°C. Luego, lavamos extensivamente la columna con PBS, hasta que la DO,gq a
la salida fue menor que 0.05 unidades de absorbancia. EI Ac fue eluido entonces,
pasando unos 15 a 25 ml de glicinaHCI 0.1 M, pH 2.7 y recogiendo fracciones de 1 ml
en tubos conteniendo 50 m detris-HCl 2M, pH 11.

Medimos por DO,gq la concentracion aproximada de proteinas en cada fraccion
y guardamos aquellas que presentaban un valor mayor que 0.1 unidades de absorbancia.
Luego de ser reunidas, estas fracciones fueron dializadas extensivamente por 24 hs en
dos cambios de 2 | de PBS de Eisen, a4°C. La solucion fue guardada a 4°C, luego de ser
filtradaen Millipore de 0.22 nm en tubos estériles o de agregar NaN3 a 0.02%.
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4 - Métodos de ensayo de los Acms obtenidos

El método que utilizamos para analizar rdpidamente la respuesta inmune de los
ratones inoculados con RN, fue e enzimoinmunoensayo (ELISA, Nieto y Carbonetto,
1989) en placas sensibilizadas con células de RN.

Para e screening primario, utilizamos dos técnicas: el ELISA sobre células de
RN y lainmunofluorescencia indirecta sobre cortes (Willingham, 1990). El ELISA fuela
técnica seleccionada en las dos primeras fusiones y la inmunofluorescencia en las dos
ltimas. Los resultados obtenidos en estas fusiones, sugirieron que la segunda técnica es
mucho més efectiva que la primera en € screening primario, ya que si bien es mas
laboriosa y permite e andlisis de pocos sobrenadantes de cultivo diferentes por vez,
permite detectar Acms de interés desde un primer momento segin su patron de
marcado en €l corte'y no solamente seguin la intensidad de la sefia (que en muchos Ac
que resultaron de interés eraminima o inexistente en ELISA).

Finalmente, para la caracterizacion de los Acms obtenidos y sus Ags, utilizamos
principalmente dos métodos: a) la inmunohistoquimica sobre cortes o células en cultivo
y b) lainmunodeteccion sobre membranas de nitrocelulosa de muestras liquidas (“dot-
blot”) o transferidas desde un gel de electroforesis (Western-blot).

4.1 - ELISA sobre células de RN
4.1.1 — Sensibilizacion de las placas

Las placas de ELISA (Nunc Maxisorp) fueron sensibilizadas con células
de RN de embriones de pollo (Liddell y Cryer, 1991). Para esto, extrgjimos RNs de
embriones de pollo de 13 a 16 dias de incubacién por un procedimiento similar a
descrito para la inmunizacion, en una solucién salina sin calcio ni magnesio y con
glucosa (CMFG, ver Apéndice) y disociamos las células por tratamiento controlado con
tripsina, deteniendo su actividad por la adicion de medio de cultivo suplementado con
SFB a 10%. Luego de contarlas, lavamos las células dos veces en PBS y las sembramos
arazonde 1~ 10° células por pocillo en 50 m de PBS en placas de ELISA pre-tratadadas
con poli-L-lisina 10 nmg/ml en PBS. Luego de incubar 1 h a 37°C en camara himeda,
centrifugamos las placas a 100 g por 4 min., a temperatura ambiente y descartamos el
sobrenadante. Las células fueron entonces fijadas a la placa mediante un tratamiento de
5 min. con 100 m de glutaraldehido a 0.1% en PBS y luego lavadas dos veces con
volumen abundante de PBS. L os sitios de unién inespecificos fueron saturados con 300

72



pl  de gelatina a 0.25% en PBS, durante 30 min. a 37°C. Guardamos las placas asi
sensibilizadas con el buffer de saturacion a4°C, en camara himeda hasta el dia siguiente
0 a-70°C por varios dias.

4.1.2 — Protocolo de inmunodeteccion en ELISA

Para la inmunodeteccion, lavamos los pocillos 3 veces con 200 m de PBS
mas Tween 20 a 0.05% (PBS-T, lavados de 5 min.) e incubamos con 100 ni de
sobrenadantes de cultivo y/o sueros diluidos en BSA a 1 % en PBS-T (PBS-T-BSA),
durante 1:30 hs a 37°C o toda la noche a 4°C, en camara himeda. El blanco fue hecho
incubando una columna de pocillos con € mismo medio que se usd para mantener las
células cuyo sobrenadante era ensayado (generalmente, RPMI 1640 con 10% SFB).
Luego de los lavados con PBS-T (igudes a los anteriores), incubamos las placas con
anticuerpos de cabra anti 1gG y anti IgM de ratén conjugados a peroxidasa del rébano
(HRP), diluidos /1000 en PBS-T-BSA, durante 1 h a 37°C en cdmara himeda.
Finalmente, lavamos con PBS-T tres veces y una con PBS y revelamos la actividad
peroxidasa incubando con 200 m por pocillo de DMAB 40 mM, MBTH 0.8 mM y H,0,
0.01% en agitacion, a temperatura ambiente hasta que la reaccion era visible. Usando un
lector automdtico de ELISA, medimos los vaores de absorbancia a 600 nm del
contenido de los pocillos, generalmente luego de 10 a 20 min. de comenzada la reaccion.

4.2 - Inmunolocalizacion in situ

Esta técnica fue usada tanto para el screening primario durante la generacion de
los Acms, como para andizar e patron de distribucién temporal y espacial de los
antigenos reconocidos por algunos de ellos. En €l caso del screening primario de las dos
Ultimas fusiones y el andlisis del patrén de marcado de la mayor parte de los Acms,
usamos la inmunofluorescencia sobre cortes a congelacion de piezas no fijadas. Para el
Acm 3C3 en particular, usamos piezas fijadas, ya sea cortadas a congelacién o tras la
inclusion en parafina.
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4.2.1 - Cortes a congelacion

Para screening, usamos cortes a congelacion de ojos enteros de embriones de
pollo de 14 a 15 dias de incubacion, no fijados ni crioprotegidos e incluidos en OCT
(Tissue-Tek, MilesiInc.).

Para otros usos, fijamos las piezas relativamente grandes (g.: globos oculares
enteros, fragmentos de 6rganos de embriones avanzados, embriones de mas de 72 hs)
en PFA al 4% en PBS por tiempos que variaron entre 1 h a temperatura ambiente y 24
hs a 4°C y las crioprotegimos por incubacion en soluciones de sacarosa en PBS de
concentracion creciente, entre 5 y 20%. Las incubaciones en sacarosa fueron
prolongadas hasta que la pieza quedara totalmente sumergida en la solucion.
Analizamos el patron témporo-espacial de distribucion del antigeno reconocido por €l
Acm 3C3 por inmunofluorescencia sobre cortes a congelacion de piezas fijadas por 12 a
24 hs en PFA a 4% en PBS, a 4°C. Para congelar, sumergimos las piezas en OCT en
moldes de aluminio del tamafio adecuado y las enfriamos con nitrégeno liquido en
formaindirecta (ver figura 19). Cortamoslas piezas inmediatamente o las guardamos
hasta varios meses a -80°C.

Los embriones més pequefios (menos de 72 hs), fueron extraidos
cuidadosamente del huevo, cortando la membrana vitelina alrededor y transfiriéndolos
con un poco de vitelo a una placa de 60 mm con PBS, usando una cuchara de metal.
Luego de separarlo del vitelo y de la membrana vitelina, transferimos cada embrion a
una placa de 35 mm con PBS. Retiramos el PBS |entamente con una pipeta Pasteur,
tratando que el embridon quedara aplanado y estirado sobre el fondo de la placa
Entonces, agregamos PFA 4%-PBS goteando lentamente alrededor del embrién para
evitar que se plegara. Después fijar por 1 h a temperatura ambiente, lavamos los
embriones tres veces por 15 min. en PBS. Los incubamos luego en sacarosa, primero al
5% y después a 20% en PBS, a 4°C, hasta que se sumergieron en dichas soluciones (en
la dltima, toda la noche a 4°C). Redlizamos una inclusién en gelatina de estos
embriones, incubandol os hasta sumergirse en una solucién de gelatina 7.5% y sacarosa
15% en PBS, a 38°C en la misma placa de Petri. Luego de dejar gdlificar, primero a
temperatura ambiente y después 4°C, cortamos un bloque del tamafio y forma
adecuados, segun la orientacion deseada para los cortes histologicos. El bloque fue
guardado a 4°C hasta 4 dias o congelado inmediatamente usando nitrégeno liquido,
como se muestraen lafigura 19.

Realizamos |os cortes (5 a 10 mm) a una temperatura de entre -20 y -23°C, seguin
la temperatura del ambiente, las caracteristicas de la piezay el medio deinclusiony los
levantamos directamente de la cuchilla con portaobjetos cubiertos con gelatina cromica
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(gelatina 0.5%, alumbre de cromo 0.05%). Una vez en e portaobjetos, secamos los
cortes de piezas incluidas en OCT al aire a temperatura ambiente, al menos por 1 hy
luego los usamos inmediatamente o los guardamos a -80°C envueltos en papel de
aluminio por hasta varios meses. Por otro lado, |os de piezas incluidas en gelatina fueron
dejados secar a -20°C por unas horas y luego guardados pocos dias a 4°C hasta ser

usados.
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Figura 19: Congelacion de piezas para ser cortadas en el cridstato. a: inclusion en

OCT, b: piezas incluidas en gelatina.
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4.2.2 - Cortes en parafina

Para ser incluidas en parafina, fijamos las piezas de tejido en PFA a 4%
en PBS toda la noche a 4°C. Luego de lavar en agua destilada por 30 min., las
deshidratamos en concentraciones crecientes de etanol, de 70, 95 y 100%, con bafios de
30 min. en cada uno, mas otro bafio de 30 min. en etanol al 100%. En algunos casos, las
piezas permanecieron varios dias en acohol 70%, antes de proseguir con la
deshidratacion. Tras tres bafios de 30 min. cada uno en cloroformo, iniciamos la
inclusion, que consistio en tres bafios en parafina de 30 min. cada uno a 60°C. Los
blogues fueron hechos usando barras de Leuckart, donde dimos orientacién alas piezas
y los guardamos a temperatura ambiente hasta cortarlos.

Los cortes de entre 3 y 5 nm fueron estirados en agua a 45°C y
levantados en portaobjetos cubiertos con gelatina cromica. Los colocamos en una estufa
a 37°C por unas horas para favorecer su adherencia y luego los guardamos a
temperatura ambiente hasta ser usados.

4.2.3 - Inmunohistoquimica indirecta sobre cortes

Para comenzar el procedimiento, fue necesario extraer el medio de
inclusién usado. Eliminamos el OCT mediante tres lavados en PBS, de 2 min. cada uno
y la gelatina por incubacion a 38°C durante 30 min. en PBS. Finalmente, eliminamos la
parafina por solubilizacién en dos bafios de xilol de 10 min. cada uno, a temperatura
ambiente, seguidos de una hidratacion en alcoholes de concentraci én decreciente.

En e caso de las piezas no fijadas, luego de remover el OCT, fijamos los
cortes con PFA a 4% en PBS durante 10 min. a temperatura ambiente y los lavados con
PBS (5 lavados de 2-3 min.).

Blogueamos los sitios de union inespecifica con albumina sérica bovina
(BSA) a 1% en PBS por 30 min. atemperatura ambiente, en cmara himeda. Los cortes
fueron entonces cubiertos con 50 m de anticuerpo primario puro (sobrenadante de
cultivo) o diluido en BSA 1%-PBS (suero, liquido de ascitis, anticuerpo purificado,
sobrenadante de cultivo de hibridoma 3C3) e incubados por 1 h a 37°C, 2 hs a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, en camara himeda. Como control positivo
en los ensayos de screening primario, utilizamos suero de ratones inmunizados con RN,
diluido en BSA 1%-PBS. En todos los casos, como control negativo, utilizamos
sobrenadante de cultivo de células de mieloma (X63) puro o diluido, segin € caso.
Luego de 5 lavados de 2-3 min. con PBS, los cortes fueron incubados por 1 ha37°C o 2
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hs a temperatura ambiente con un anticuerpo comercial de cabra anti 1gG de ratén
(H+L) conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC). En e screening primario,
usamos una dilucion /150 en BSA 1%-PBS de este Ac.

Para el Acm 3C3, usamos el sobrenadante de cultivo del hibridoma como
Ac primario, ya sea puro o diluido hasta 40 veces en BSA 1%-PBSy el Ac conjugado
diluido /2001250 €n lamisma solucién.

Luego de la incubacién de los cortes con € Ac secundario, realizamos 5
lavados en PBS, de 2 a 3 min. cada uno. En algunos casos, sustituimos el tercer lavado
por una incubacion en el colorante fluorescente Hoechst 33342 diluido en PBS, con el
fin de obtener una adecuada contratincion nuclear.

Tras el montaje en glicerol al 90% en PBS'y sellado de los bordes de los
cubreobjetos con esmalte de ufias, observamos los preparados inmediatamente en un
microscopio dotado de éptica de fluorescenciay luego los guardamos a -20°C hasta ser
microfotografiados en un microscopio Nikon Microphot FXA.

4.2.4 — Inmunocitoquimica sobre células cultivadas

Obtencion de cultivos de células de RN embrionaria: Extrajimos
embriones de pollo de alrededor de 7 dias de incubacion del huevo en forma aséptica,
tomandolos por el cuello con un pinza curva. Los ojos fueron extraidos retirando los
tegumentos con pinzasy colocados en una placa, sumergidos en CMFG. Para acceder a
la RN, cortamos la pared ocular alrededor de la corneay ésta fue retirada, junto con el
iris, cristalino y cuerpo vitreo. Opuesto ala cisura coroidea, realizamos un peguefio corte
en el borde para luego abrir la esclerética con dos pinzas alo largo de lalinea del corte.
Sacamos |as retinas cortando con la pinza a nivel de la cisura coroideay las pasamos a
una plaguita con poco CMFG. Luego de limpiarlas bien, las dejamos incubando en esta
solucion por 15 min. a temperatura ambiente. Entonces, transferimos las retinas a una
soluciéon de tripsinaEDTA (ver apéndice) y las incubamos por 20 a 22 min. a
temperatura ambiente (tiempo variable segun la edad del embrién). Concluido este
tiempo, retiramos la tripsina rdpidamente y agregamos un volumen adecuado de medio
de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino. Disgregamos |as retinas
mecanicamente, pasandolas repetidas veces por la punta de una pipetay sembramos las
células asi obtenidas en placas de cultivo segun las necesidades. Para inmunodeteccion
in situ, sembramos las células en placas de 35 0 60 mm, sobre un nimero variable de
laminillas de vidrio. En otros casos, usamos placas multiples de 24 pozos, o placas de
Petri de 35 0 60 mm, pero sin laminillas. Las células fueron mantenidas a 37°C, en
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atmosfera himeda con CO, a 5% y realizamos cambios totales de medio cuando fue
necesario.

Inmunofluorescencia sobre células en cultivo: Cultivamos las células
explantadas de tejidos embrionarios sobre laminillas de vidrio por tiempos variables
antes de procesarlas para inmunodeteccion. En primer lugar, lavamos el medio de
cultivo en la propia placa de Petri, con tres cambios de PBS de 3 min. cada uno. Fijamos
las células en PFA al 2 0 a 4% en PBS por 1 a 2 hs a temperatura ambiente y luego las
lavamos en PBS como antes. En algunos casos, permeabilizamos las células por tiempos
variables (5 a 15 min.) con Tritdén X-100 en PBS, en concentraciones de 0.1 a 0.5%. A
partir del bloqueo de los sitios de union inespecifica, realizamos el procedimiento con
las laminillas colocadas en vidrios de reloj individuales y los pasos de la
inmunodeteccion como se describiera para los cortes histol6gicos. Para el montaje, las
laminillas fueron apoyadas invertidas sobre portaobjetos, de manera que la misma
funcionara como cubreobjetos.

4.3 - Inmunolocalizacion sobre membranas de nitrocelulosa

Utilizamos este procedimiento para detectar |a presencia de los Ags reconocidos
por los Acms en muestras liquidas (“dot-blot”), en geles de electroforesis en presencia
de SDS (“Western-blot”), asi como en geles de i soel ectroenfoque.

4.3.1 - Dot-blot

Aplicamos las muestras liquidas conteniendo proteinas (sin SDS) sobre
un trozo de membrana de nitrocelulosa hiumeda en PBS a la cual aplicamos presion
negativa del otro lado, para forzar €l pasgje del liquido a su través (ver figura 3). H
volumen de las muestras varié de 1 a 50 m. Luego de breves lavados en PBS,
procesamos las membranas para inmunol ocalizacion como se describe mas adel ante.
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4.3.2 - Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE) y Western-blot

Preparacion de la muestra: Solubilizamos las muestras de distintas
procedencias de distintas maneras. Para extraer lamayor cantidad de proteinas posibles,
las piezas de tgjido o las células fueron solubilizadas en una solucion de tris-HCl 10 mM,
pH 7.2 conteniendo SDS a 2%. Dado el alto grado de celularizacion delaRN, asi como
la elevada relacion nucleo-citoplasma de sus células, lalisis en SDS causa una liberacion
masiva de ADN. Ya que suele formar un gel bastante consistente, parte fue sacado
directamente con una pinza. El resto fue generamente fragmentado mediante
sonicacion. El antigeno 3C3 también fue extraido utilizando su ata solubilidad en
detergentes no-iénicos, tales como Tritbn X-100 o Nonidet P40. Uno de los
procedimientos usados implicé la fijacion de RNs aisladas en PFA al 4% por 1:30 hs a
temperatura ambiente. Luego de extensivos lavados en PBS, incubamos varias RNs en
agitacion enérgica a temperatura ambiente en un volumen pequefio de Triton X-100 a
0.2 % en PBS mas PMSF 5 ng/ml como inhibidor de proteasas (g.: 6 a9 RNs en 500 m
), por 80 min. Finalmente, las centrifugamos en minifuga (13000 g) por 10 min. y
guardamos el sobrenadante alicuotado a -20°C. De esta forma obtuvimos muestras
conteniendo una gran cantidad del antigeno 3C3.

Para sembrar en e gel, mezclamos las muestras solubilizadas
directamente en SDS con un 25% de buffer de muestra JP [ditiotreitol (DTT) 140 mg,
glicerol 800 m, agua bidestilada 800 n y 3 cristales de bromofenol]. Por otro lado, las
muestras no solubilizadas en SDS, fueron mezcladas con buffer de muestra van
Blerkom 4x (SDS 8%, Tris-HCl 0.25 M pH 8.8, b-mercaptoetanol 20%, glicerol 50%,
azul de bromofenol) en la misma proporcion. Una vez hecho esto, incubamos todas las
muestras a 100°C por 2 min. En el caso de no desear correr las muestras en condiciones
reductoras, usamos |os mismos buffers de muestra, pero sin DTT o b-mercaptoetanol.
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Fig. 20: Dispositivo para la fijacion de proteinas en nitrocelulosa para dot-blot. La
muestra liquida es depositada lentamente sobre la nitrocelulosa a través del orificio
del anillo metalico superior. Tanto la nitrocelulosa como el papel de filtro (Whatman
3MM) estan humedecidos en PBS.
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Electroforesis: Sembramos las muestras en geles de poliacrilamida 8 a
15% de 0.75 a 1 mm de espesor, con 1.5 a2 cm de gel de concentracion (“ stacking”) a
3% (ver apéndice) luego de realizar una pre-corrida de 15 min a 80 V. Redlizamos la
concentracion (“stacking”) por 30 a35 min a80 V y la separacion por 2:00 a4:30 hs a
120 V. Como buffer de electroforesis, usamos Tris 50 mM pH 8.6, glicina 380 mM, SDS
0.1% (ver € apéndice para mas detalles) (Laemmli, 1970; Dunbar, 1987).

Transferencia: Las proteinas separadas en los geles fueron transferidas
el ectroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Towbin et a., 1979), por 16 hsa 100
a 120 mA (arededor de 40 V) en Tris 25 mM, glicina 190 mM, etanol 20%. Antes de
comenzar la transferencia, equilibramos el gel en € buffer de transferencia por 15 min.
Armamos un “sandwich” como aparece en lafigura 21, que fue introducido en la cuba
de transferencia con la membrana de nitrocelulosa dirigida hacia €l anodo. Al finalizar,
coloreamos las membranas con rojo Ponceau S 0.2% en &cido tricloroacético (TCA) a
3% por 15 min a temperatura ambiente para verificar la presencia de proteinas.
Decoloramos luego las membranas en PBS en agitacion atemperatura ambiente antes de
iniciar € procedimiento de inmunolocalizacion. Las proteinas restantes en e gel fueron
visualizadas por tincion con Coomasie Blue R250 0,25 %, etanol 30%, &cido acético 7%
por 1 h en agitacion atemperatura ambiente y decoloracion en etanol 30%, &cido acético
10% o en varios cambios de agua caliente. (Para detalles del procedimiento y soluciones
usadas en SDS-PAGE, ver apéndice).

4.3.3-1EF

Preparacion de la muestra: Para andizar el punto isoeléctrico del
antigeno reconocido por el Acm 3C3, preparamos muestras de fraccioén soluble en
Triton X-100 (TX100) o Nonidet P40 (NP40) al 0.5% en PBS mas PMSF 5 ng/ml. Para
ésto, incubamos fragmentos finos de RN en dicha solucion durante 30 min en agitacion
en hielo, arazon de 1 RN en 0.1 a1 ml. Como muestra, utilizamos el sobrenadante luego
de centrifugar en minifuga por 10 min.

Unos minutos antes de sembrar en el gel, mezclamos las muestras con
dos volumenes de buffer de muestra, conteniendo: urea 9.0 M, NP40 3%, b-
mercaptoetanol 0.15%, anfolinas de rango amplio (pH 3,5 a 10 aprox.) 3.6% y anfolinas
de rango estrecho (rango de pH variable) 0.9%. Cuando fue necesario explorar un
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espectro de puntos isoel éctricos grande, usamos solamente anfolinas de rango amplio al
4.5%. Este buffer de muestra fue siempre preparado inmediatamente antes de ser usado.

Electroforesis: Cargamos las muestras en un gel horizontal (“flat bed”)
de poliacrilamida a 5.25%, conteniendo urea 6.0 M, NP40 2%, anfolinas de rango
amplio y estrecho (cuando fue necesario) 2.4 y 0.6% respectivamente, temed 0.075% y
persulfato de amonio 0.025%.

Redlizamos la electroforesis sobre una plancha de refrigeracion
horizontal, mantenida a 2.9°C. En el sistema usado, €l anodo contacta con un borde del
gel através de unatira de papel de filtro mojada en acido fosforico 1 N, mientras que el
cétodo lo hace a través de uno mojado en hidroxido de sodio 1 N. La corrida fue
realizada a potencia constante, segun el tamafio del gel, entre 8 y 10 W, durante 2:30 a
3:00 hs.

Para conocer las caracteristicas del gradiente de pH generado por las
anfolinas, cortamos de cada gel una banda longitudinal (de electrodo a electrodo) de 1.5
cm de ancho, que luego dividimos en pequefios segmentos de 0.5 cm de largo.
Incubamos cada uno de estos fragmentos en 0.5 ml de agua bidestilada a 4°C durante 24
hs. Luego de este tiempo, medimos el pH de cada tubo y construimos una curva
estdndar de pH sobre la cual calcular € pl de la proteina problema.

Transferencia: Luego, equilibramos el gel durante 15 min en buffer de
transferencia, compuesto por &cido acético a 0.7% y etanol a 20%. Armamos un
sandwich de transferencia similar a descrito parael SDS-PAGE, con ladiferenciaquela
membrana de nitrocelulosa fue ubicada hacia el cétodo. La transferencia fue realizada a
unos 200 mA (90 a100 V) durante 2:30 a3:00 hs (Wilson et a., 1982).

Después de finalizada, separamos cuidadosamente el gel y la
nitrocelulosa y ésta fue coloreada con rojo Ponceau S por 15 min (ver antes). El
procedimiento que sigue esigua que parael Western-blot.
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Figura 21: “Sandwich” usado para la transferencia electroforética de proteinas

desde un gel de electroforesis en SDS hacia una membrana de nitrocelulosa.
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4.3.4 — Protocolo de inmunodeteccion sobre nitrocelulosa

Incubamos las membranas conteniendo proteinas por 1:30 a3 hs en leche
en polvo descremada (Conaprole) al 5% en PBS (PBS-L5), a 37° 0 a temperatura
ambiente en agitacion, o toda la noche a 4°C para bloquear los sitios de unién
inespecifica. Luego, las incubamos sin lavar en e sobrenadante de hibridoma puro o
diluido hasta /100 €n leche a 1% en PBS (PBS-L1), o en liquido ascitico diluido en la
misma solucién por 1 h atemperatura ambiente, en agitacién. Tras un lavado en PBS-L1
més 0.1% Tween 20 (PBS-L1-T) de 10 min y tres lavados de 5 min en PBS-L1, las
incubamos en las mismas condiciones en un Ac de cabra anti-lgG de raton (H+L),
conjugado a peroxidasa, diluido 2500 veces en PBS-L1, durante 1:00 a 1:30 hs a
temperatura ambiente, en agitacion. Luego de varios lavados de 5 min en PBS-L1-T,
PBS-L1y PBS (tres lavados en cada uno), revelamos la presencia de peroxidasa por
quimioluminiscencia (ECL, Amersham) sobre placas radiogréficas. El tiempo de
exposicién varig, segun laintensidad de la sefial, entre 15 seg y 20 min.

4.3.5 - Determinacion de peso molecular aparente y de punto

isoeléctrico de las bandas detectadas

Para determinar el peso molecular aparente de las proteinas detectadas
por Western-blot, incluimos en las dectroforesis y transferencias marcadores de peso
molecular comerciales (Sigma o Gibco BRL). Con las medidas de las distancias
migradas por dichos marcadores (visualizados sobre la membrana de nitrocelulosa por
tincion con Rojo Ponceau S) realizamos gréficos de logaritmo del peso molecular en
funcion de la distancia de migracion sobre los cuales calculamos por extrapolacion el
peso molecular aparente de | as bandas inmunodetectadas.

El pl fue calculado a partir de la comparacién de la posicién final de las
bandas inmunodetectadas con la medida del pH de segmentos contiguos del gel de 5.0
mm de largo. Dado que €l 1EF fue realizado en presencia de urea, realizamos un guste
del vaor asi obtenido, restandole 0.42 (Ui, 1971).
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5 - Analisis del Ag 3C3

Para caracterizar primariamente el Ag reconocido por e Acm 3C3, fueron
realizados algunos procedimientos, cuyos resultados fueron puestos en evidencia ya sea
por inmunolocalizacién in situ como sobre nitrocel ulosa.

5.1 - Extraccion con Triton X-100

Realizamos diferentes ensayos de solubilidad del antigeno en e detergente no
iénico Tritén X-100, tanto sobre cortes como sobre células en cultivo y retinas enteras.

5.1.1 - Células en cultivo

Explantamos células de RN de embriones de 7 dias (E7) en placas de
cultivo de 35 mm, a alta densidad celular (1/2 RN por placa) segun € procedimiento
descrito previamente. Luego de lavar e medio de cultivo de las placas con PBS
Dulbecco frio, las incubamos durante tiempos variables (15 seg a 5 min) en 200 m de
Triton X-100 a 0.5% en buffer de extraccion (ver apéndice), en higlo. Luego de quitar €
sobrenadante (“fraccién soluble”), a que agregamos inmediatamente SDS a 2%
(concentracion final), lavamos €l residuo (“fraccion insoluble”) con PBS Dulbecco frioy
lo solubilizamos con 250 m de SDS al 2% en Tris-HCI 10 mM pH 7.5. Ambas fracciones
fueron posteriormente analizadas por Western-blot (ver antes).

5.1.2 - Cortes
Incubamos los cortes a congelacion de ojos fijados en PFA 4% con

TX100 diluido en PBS, por tiempos variables previo a procesamiento para
inmunofluorescencia.
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5.1.3 — Retinas enteras

Realizamos también extracciones del Ag 3C3 a partir de RNs enteras, ya
sea trozadas con bisturies (“chopping”) u homogeneizadas a mano en un
homogeneizador Potter-Elvehjem. Para esto, las incubamos en agitacion durante
tiempos diferentes en soluciones de detergente en buffer de extraccion o en PBS, con
concentraciones de entre 0.005 y 0.5%. Cuando la extraccion fue hecha a partir de
fragmentos de RN fresca, realizamos la incubacién en hielo y agregamos inhibidores de
proteasas (5 mg/ml o0 ImM de PMSF, 1 mM EDTA y/o cocktail comercia “Complete”
de Boheringer-Manheim) si el detergente se encontraba disuelto en PBS. Con € fin de
analizar la extractabilidad del Ag en relacion a la fijacion, repetimos el procedimiento
con RNs fijadas por hasta 1.5 hs en PFA a 4% en PBS (ver mas arriba) y trozadas por
“chopping”.

5.2 — Analisis de la naturaleza bioquimica del epitope y el Ag 3C3

5.2.1 — Oxidacion de glucidos

Para estudiar la posibilidad de que el Acm 3C3 reconociera un epitope
glucidico, realizamos tratamientos oxidantes de glucidos tales como la incubacion con
acido peryédico o con periodato de sodio sobre cortes a congelacion a partir de ojos
fijados.

Tratamiento con acido peryodico: Previo a procesamiento para
inmunofluorescencia, incubamos los cortes de ojos fijados por tiempos variables con
acido peryodico a 1 o a 0.1% atemperatura ambiente.

Tratamiento con periodato de sodio: En este caso, lavamos los cortes
con buffer acetato 0.2 M, pH 4.5y luego los incubamos por 1 h a temperatura ambiente
y en la oscuridad con NalO4; 20 mM en e mismo buffer (tratamiento standard) o
variando el tiempo entre 30 y 90 min y la concentracion entre 10 y 40 mM. Después de
lavar brevemente con buffer acetato, fueron incubados en las mismas condiciones, por
30 min en boro hidruro de sodio (NaBH;) 50 mM en este buffer. Tras lavar
extensivamente con PBS, los procesamos para inmunofluorescencia como de
costumbre. Como controles, omitimos las incubaciones en uno u otro reactivo.
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5.2.2 — Tratamiento con tripsina

Analizamos la posibilidad de que el Ag 3C3 sea sensible a proteasas
mediante el uso de una enzima proteoliticageneral, latripsina.

Incubamos los cortes de ojos fijados por tiempos variables con distintas
concentraciones de tripsina (0.2, 1.0 y 2.0 mg/ml) diluida en PBS de Eisen (a partir de
una solucion gock de tripsina 5.0 mg/ml, ver Apéndice) y luego los procesamos para
inmunofluorescencia con el Acm 3C3.

También realizamos digestiones en solucion, agregando distintas
concentraciones de enzima (500, 5 y 0.5 pg/ml) a sobrenadantes (13.000 g) de
extracciones con TX 100 de RNs enteras e incubando a 37°C por 5 a 15 min. El resultado
de estas digestiones fue analizado por Western-blot.

5.2.3 — Solventes organicos

La solubilidad del Ag 3C3 en solventes organicos fue probada con
cloroformo-metanol (1:1) sobre cortes y con acetona sobre células en cultivo.
Incubamos cortes de ojos fijados por media hora en cloroformo-metanol, atemperatura
ambiente y las laminillas con células de RN embrionaria en cultivo primario con acetona
por 5 min en hielo, luego de una fijacion en PFA a 4% por 30 min. Ambas
preparaciones fueron posteriormente procesadas para inmunofluorescencia con e Acm
3C3.
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APENDICE

1 — Algunas soluciones utilizadas

A - PBS de Eisen*:

NaCl ----------------o-m--- 8.0g¢g
O I 02g
NapHPO4 ----------------- 23¢9
KH2POg4 ------------------ 029
H20 destilada ------------ csp. 11

El pH debe estar entre 7.2y 7.4.
*Solucion de trabajo, es posible preparar una solucion stock 5X. Ambas soluciones se guardan
en heladera.

B - PBS de Dulbecco :

- NaCl -------mmmmm oo 89

- KCl ---mmmmem oo 029

- Na2HPO4 (12 H20) ----------- 239

- KH2PO4 ------m-mememmm e 029

- CaCl2 -----m-mmmmmm oo 01g
- MgCl2 (6 H20) ----------------- 01g
- Agua destilada ------------------ cspll

Sedisuelvenenorden.pH 7,2 - 7,4

C — CMFG (“Calcium and Magnesium Free Glucose”):

- NaCl --------mmmmmmmm e 409

= KCl —mmmmmm e 0.2g

- NaHCO3 --------=--==-mmmmmem 0299

- Glucosa ------=--====-==-=------ 059

- Aguatridestilada ------------- csp 500 ml

La solucion es esterilizada por filtracion y guardada en heladera.
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D — Tripsina-EDTA:

- NaCl --------mmmmmmmm o 409
N 029

- NaHCO3 --------=--==-mmmmem 0299

- Glucosa ------=--=-==-==-=------ 059

B D N —— 01g

- Tripsina -------------==-=-=---—- 0.25¢g

- Agua tridestilada ------------- csp 500 ml

La solucion es esterilizada por filtracién y guardada alicuotada a —20°C.
Solucion 107 (5 mg/ml): agregar 450 mg de tripsina a 100 ml (volumen final) de la solucion 1°
(0.5 mg/ml).

D - Paraformaldehido (PFA) en PBS :
Cdentar PBS de Eisen hasta 60°C y, agitando, agregar la cantidad adecuada (para 2 o
4%) de PFA lentamente.

Mantener agitando a 60°C, hasta que se disuelva totalmente.
Cuando se enfria, enrasar con PBS a volumen deseado.

E - Buffer de extraccion en Tritéon X-100 :

TrisHCI ------=--- oo 10 mM, pH7.5
NaCl -------=-mmmmmmmmmmeam 120 mM

KCl —--mmmmmmmmm oo 30 mM

B 0.1 mM

D 0.1 mM
PMSF ----ommmmmmmmemeeeee 1mM

Tritdén X100 -------------- 0.5% *

* concentracion variable seguin las necesidades
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2 — SDS-PAGE:

A — Solucion de acrilamida-bisacrilamida al 30%:

- Acrilamida ---------=-=--=------ 159 (30%)
- Bisacrilamida ----------------- 400 mg (0.8%)
- H20 (bidestilada) -------------- csp 50 ml

Disolver laacrilamida en el agua bidestilada, en un volumen final de unos 40 ml.
Cuando esta completamente disuelta, agregar la bis-acrilamida.

Filtrar con Millipore si se ven particulas en suspension.

Guardar en heladera, envuelto en papel de aluminio.

B - Tris 1.5 M, pH 8,8 (Para gel de separacion):

- H20 (bidestilada) -------------- csp 100 ml
Disolver € Tris en unos 70 ml de agua, gjustar pH a 8,8 con HCl 1 N*, luego llevar a 100 ml
con agua.
Guardar en heladera.

C - Tris 0.5 M, pH 6,8 (Para gel de stacking):

- Agua bidestilada --------------- csp 100 mi
Disolver e Trisen unos 35 ml de agua, gjustar el pH con HCI 1 N
Ajustar el volumen a 100 ml con agua.
Guardar en heladera.

D - SDS 10%
- SDS ----m e 59
= H2O ----emmmmmmemcececeeee csp 50 ml

Guardar atemperatura ambiente.
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E — Buffer de corrida:

o —— 69
N € Toi] - — 2889
- ODS e 1g

- Agua bidestilada ------------- csp 1l

Disolver en orden, gjustar volumen a 1 I, y medir pH, que debe ser 8,6 (no se puede agregar
nada para variar € pH).

Anotar en labotella el valor del pH medido.

Guardar atemperatura ambiente.

Este buffer puede ser reusado

F — Persulfato de amonio al 10 %

- Disolver 50 mg de persulfato de amonio en 500 ml de agua bidestilada.
Preparar inmediatamente antes de usar (puede guardarse en heladera, solo por 24 hs), o
guardar alicuotado a—20°C.

G — Armado del gel:

1 - Ensamblado del cassette:
- poner las placas de vidrio con los separadores, a los que se les pasa una capa
muy delgada de aceite de siliconas.
- apretar con pinzas, asegurandose de que no quede luz en las esquinas
inferiores, entre los separadores.
- sellar los bordes con agar.
- colocar el cassette bien nivelado sobre la mesa.
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2 - Preparacion del gel:

a) Gel de separacion:

SOLUCIONES
Acrilamida-Bisacrilamida 30%
TrissHCI 1.5 M, pH 8.8
Agua bidestilada

SDS 10%
Temed

Persulfato de amonio 10%

8% 10%
40ml 50ml
3.75ml 3.75ml
7.25ml 6.25 ml

DESGASIFICAR
150 nl 150 nl
7.5n 7.5n

75 ni 75 ni

12%
6.0 ml
3.75ml
525 ml

150 ni
7.5n
7S

b) Volcar entre las placas con una pipeta de 10 ml, dejando espacio para €l gel de

stacking (se puede marcar con unalinea el nivel definitivo, debe quedar 1 cm por debajo de los

peines). Verificar que esta bien nivelado.

¢) Poner isobutanol saturado con agua sobre la superficie. Verificar que alos 15 a 20

min se haya contraido €l gel (indica que comenzé la polimerizacion).

€) El gel de stacking se puede poner 1 h después: antes sacar el butanol y lavar dos

veces con agua destilada.

f) Gel de stacking:

SOLUCIONES
Acrilamida-Bisacrilamida 30%
TrissHCl 1.5 M, pH 8.8
Agua bidestilada

SDS 10%
Temed
Persulfato de amonio 10%

3%
1.0ml
25 ml
6.5 ml
DESGASIFICAR
100 m
10n
30

5%
1.7 ml
0.93ml
7.36 ml

100 ni
10 i
50
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g) Llenar bien el cassettey colocar € peine, asegurandose que no queden burbujas.

El gel puede utilizarse luego de una a dos horas de preparado, 0 se puede dejar hasta el dro
dia, en un lugar fresco, envuelto en una bolsa de nylon negro y con agua para mantener la
humedad.

H - Carga de las muestras y electroforesis:

1 - Sacar €l peiney numerar los pocillos sobre la placa de vidrio

2 - Sacar las pinzasy €l separador de la parte inferior del cassette.

3 - Poner grasa de silicona sobre la banda de goma de |a cuba superior.

4 - Colocar € cassette con la placa que tiene una hendidura hacia la cuba superior.

5 - Poner buffer de corrida en la cuba superior, hasta cubrir totalmente los paocillos.
Verificar que e buffer no filtra hacia abajo.

6 - Poner buffer en la cuba inferior. Las burbujas que quedan debajo del gel se quitan
tirando chorros de buffer con una jeringa con la aguja doblada.

7 - Redlizar una precorrida de 15 min, a 80 V. Se debe ver € frente de persulfato, que
migra rdpidamente y se detiene la precorrida a llegar éste a unos 5 mm del borde inferior de
los pocillos.

8 - Cargar las muestras répidamente en los pocillos, usando una jeringa Hamilton.

9 - Corrida:

- Concentracion: 20 a35 min, a80a 100 V.

- Cuando € frente de bromofenol pasa unos 5 mm del limite entre los geles de
concentracion y separacion, aumentar el voltagjea120a140 V.

- La separaciéon dura entre 1:30 y 4 hs. (depende de las proteinas que se
estudien y la concentracion y largo del gel).

10 - Al finalizar la corrida, desarmar €l sistema lo més rapido posible y marcar con un
corte unaesguina del gel. Si no es necesario, separar € gel de concentracion y deshecharlo.

El gel estalisto para ser sometido a una transferencia electroforética o para la tincion inmediata.
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I — Coloracion del gel con Azul Brillante de Coomasie (CBB) R250:

1 — Preparacion del colorante (250 ml):

- Etanol -----=--=-s-cecmmmmoeeeennes 30% (75 ml)
- Acido acético --------------------- 7% (17,5 ml)
- CBB R250 -----------=----=-=----- 0,25 % (0,62 g)

Disolver el CBB en agua, agitando durante varios minutos. Agregar el etanol y el acido acético

y enrasar con aguaa 250 ml.

2 — Preparacion del decolorante:

NOTA: Tanto e colorante como €l decolorante pueden prepararse usando metanol, pero
teniendo la precaucién de usar el mismo alcohol en todas las soluciones.

3 — Procedimiento de coloracion:

a) Colorear con CBB R 250, durante 1 hora (cuando el colorante es nuevo).

b) Decolorar en la solucion decolorante. Generalmente €l proceso de
decoloracion lleva varias horas. Es necesario realizar cambios del decolorante, que se satura
facilmente. Se puede acelerar colocando trozos de espuma de poliuretano, que adsorben el
colorante. El decolorante es reusable, siempre y cuando seafiltrado con carb6n activado.

También es posible decolorar el gel incubandolo en agua cdiente (recién
hervida). Realizando varios cambios de agua, la decoloracion tarda solo unos minutos.

Si el gel no queda bien coloreado, o se destifie mucho, se puede volver a colorear.

J — Almacenamiento del gel:
El gel puede guardarse sumergido en &ido acético a 7 % en un recipiente plastico a

temperatura ambiente o drenado, en una bolsa de nylon cerrada, en la heladera. También se
puede secar envolviéndolo en celofan sobre un vidrio para evitar deformaciones.
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