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RESUMEN

El control del proceso de maduracién es una prioridad para el cultivo del camarén. a fin de
no depender del medio ambiente. Hasta ahora, la técnica de ablacion del pedinculo ocular.
el cual contiene factores inhibidores de la maduracion, es regularmente aplicada para
inducirla. Sin embargo, este método presenta desventajas debido a que afecta la fisiologia de

la hembra, cuya utilizacién es por tanto limitada a algunos desoves,

El conocimiento del proceso de maduracion a nivel molecular y celular del animal permitiria
optimizar los parimetros ambientales y nutricionales de induccidn. asi como también obtener

y utilizar las moléculas inductoras netamente por biologia molecular

Dentro de este doble objetivo, se emprendié la preparacién de anticuerpos monoclonales
especificos de factores de maduracion secretados en el cerebro y/o en el ganglio toracico de
Penaeus vannamei . Se inmunizaron ratones Balb/c con extractos de estos 6rganos. a fin de
realizar dos operaciones de hibridacioén linfocitaria. Se desarrollaron y evaluaron diversas

pruebas inmunolégicas para seleccionar los hibridomas que producen anticuerpos de interés.

En lo que respecta a la operacién de seleccion de hibridomas especificos de factores
producidos por el cerebro de hembras maduras, se consideraron dos técnicas
inmunoenzimadticas y la inmunofluorescencia, con extractos y con improntas de cerebro
respectivamente. La inmunofluorescencia fue escogida debido a su gran sensibilidad v
especificidad, lo que permitioé detectar y reconocer, con seguridad. la presencia de complejos
antigenos-anticuerpos. La fusién permitié obtener solo un pequefio nimero de hibridomas

de los cuales ninguno se mostré especifico de antigenos cerebrales.



La seleccion de hibridomas secretores de anticuerpos especificos de factores producidos por
el ganglio tordcico se basé en una prueba inmunoenzimatica de tipo ELISA (Ensayo
inmunosorbente de enzima ligada) en microplacas. Esta prueba se mostré adecuada. va que
se seleccionaron 13 hibridomas productores de anticuerpos que reaccionaban contra extractos
del ganglio tordcico. Dos de estos hibridomas (6F9 y 10F5) reconocieron especificamente

compuestos presentes en el ganglio tordcico.

Los anticuerpos producidos por estos hibridomas constituyen reactivos para estudiar los
factores reconocidos en términos de purificacion, caracterizacion bioquimica y genética, asi

como, sintesis y regulacion.
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INTRODUCCION

A comienzos de la década de los 80, la industria camaronera ecuatoriana. registro un
considerable aumento de las hectdreas de produccién. Este aumento ocasiond, que sea
insuficiente la cantidad de larvas colectadas del medio natural (larva silvestre). Para poder
suplir esta demanda, se construyeron laboratorios de produccidn de larvas (larva de
laboratorio) que dependen de hembras griavidas del medio natural. Sin embargo. el no
conocer con certeza las dreas y épocas de desove de estas hembras en el medio. hizo
necesario implementar sistemas de maduracién en cautiverio (copula natural e inseminacion .

con el fin de eliminar la dependencia de hembras grividas del medio natural.

La implementacion de los sistemas de maduracion, se logré desarrollando técnicas que
incluyen el control de variables ambientales (fotoperiodo. tipo e intensidad de luz. ruido.
tamafio y color del tanque, recambio de agua, temperatura y salinidad), la utlizacion de
dietas naturales-artificiales, y la ablacién unilateral del pedinculo ocular de las hembras. lo
que tiene por consecuencia el desencadenar del proceso de maduracién de los ovarios. La
eficiencia de este método reside en el hecho de que el pedinculo contiene hormonas de
inhibicién de la maduracion y que luego de la ablacién la concentracidn de estas hormonas

disminuye repentinamente a la mitad, induciendo a la maduracion,

La ablacién unilateral del pedinculo ocular tiene un cierto nimero de desventajas. siendo la
mis importante la alteracién general de las funciones endocrinas. que se traducen en und
reduccién de la capacidad reproductiva de las hembras, una baja calidad y cantidad de huevos
y eventualmente de larvas. Ademads pareceria que la ablacién puede inducir anomalias del
sistema inmunitario y una estimulacién de la replicacién de ciertos virus susceptibles de ser
transmitidos verticalmente. Por otra parte. este método impone el renovar permanentemente

el plantel de hembras mantenidas en los laboratorios ya que pueden ser utilizadas solamente
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durante un perfodo estimado de 90 dfas, lo que es un inconveniente mayor para los trabajos

de seleccion genética.

El control del proceso de la maduracién constituye, por lo tanto, una prioridad para el cultivo
del camarén, lo que implica, estudiar las bases moleculares a fin de poder optimizar
protocolos basados en una mejor adecuacién de los pardmelros ambientales y nutricionales.
pero también evolucionar hacia un dominio del sistema endocrino si los efectores pueden ser

caracterizados y producidos mediante diversas biotecnologias.

Por referencia al conocimiento adquirido y a las tecnologfas desarrolladas en endocrinologia
de vertebrados, y en menor grado de los invertebrados, parece que la preparacion de
anticuerpos especificos de factores de maduracion podrfa constituir la base de una estrategia
eficaz para purificar y caracterizar estos factores, y para analizar sus mecanismos de accion y
de regulaci6n espacio-temporal al nivel del animal, asi como a los niveles celulares y

moleculares. -

La preparacion de anticuerpos monoclonales estd basada clisicamente en la tecnologia de
hibridacion linfocitaria, la que consiste en fusionar células tumorales con linfocitos. Las
células hibridas, llamadas hibridomas, tienen las caracteristicas de las células madres, es
decir, inmortales y productoras de anticuerpos respectivamente. Esta fusién celular conduce
a la obtencién de un gran mimero de hibridomas de los cuales solo algunos producen
anticuerpos de interés, en este caso especificos de factores de maduracion. Una fase capital
del proceso de hibridacién linfocitaria consiste en la seleccion de estos hibridomas. lo que

requiere de elaborar prucbas adecuadas.

En el contexto del trabajo de esta tesis de grado se establecieron pruebas para poder
seleccionar hibridomas secretores de anticuerpos especilicos de factores de maduracion

secretados por el cerebro y el ganglio tordcico del camarén Penaeus vannamet .

e ——



I. ANTECEDENTES

1.1. CIO 6 AUTIV

En Ecuador. la implementacién de la maduracién de Penaeus vannamei en cautiverio
consistio en la adaptacién de técnicas desarrolladas para otras especies de peneidos en

diferentes paises.

El proceso de maduracion estd basado en la aclimatacién de las hembras durante un periodo
de 6-10 dias antes de realizar la ablacion unilateral del pedinculo ocular, La nutricion esti
basada en el suministro de dietas frescas congeladas (poliquetos. artemia. calamar. ostra,
mejillén) y balanceados comerciales, a un mdximo del 20% del peso de la biomasa. Entre
los otros parimetros considerados hay que anotar el recambio de agua (200%). ¢l
fotoperiodo (natural o artificial con 14:10 de luz:oscuridad). la temperatura (28°C). la
salinidad (35ppt) y la densidad (alrededor de 4 animales/m2). (Chamberlain, 1985, Gomez v
Arellano, 1990, Bray y Lawrence, 1992, Browdy. 1992).

Bajo estas condiciones de manejo se puede obtener un promedio de 140.000
nauplios/hembra. La mortalidad ocasionada por la ablacion estd comprendida entre el | v
3%. siendo eficaz la induccién solamente en alrededor del 30% de las hembras ablacionadas.
Estas son renovadas aproximadamente cada 90 dias (L. Gémez. com pers.. J. Macias. com.

pers.).

La ablacion, que es actualmente la tinica técnica eficaz para inducir la maduracién. conlleva
sin embargo efectos negativos sobre la fisiologia del camarén debido al hecho de que el
pedunculo ocular es un organo complejo desde el punto de vista de neurosecrecion.
Procesos tales como la muda. las pulsaciones del corazén, el metabolismo de proteinas v del

azucear, la pigmentacidn y el balance de agua son perturbados por la ablacién (Beltz, 1988),



L]

Esto provoca el deterioro de la capacidad reproductiva de la hembra, disminucion en calidad
y numero de nauplios y la necesidad de renovacion del plantel de animales luego de cierto

tiempo (90 dias).

1.2. SISTEMA ENDOCRINO DE LOS DECAPODOS

Diferentes elementos conforman el sistema endocrino de los decdpodos.

a) El sistema neurosecretor, formado por el complejo organo X-ghindula sinusal
(pedunculo ocular). las células neurosecretoras del cerebro y sistema nervioso central. los
drganos post-comisurales y pericardios (figura 1)

by El érgano Y, responsable de la secrecidn de ecdisteroides involucrados en el
proceso de muda.

¢) La glindula androgénica presente solo en machos.

d) El ovario cuya funcién endocrina no estd bien dilucidada pero que podria estar
involucrado en la diferenciacion de los caracteres femeninos secundarios.

e¢) El drgano mandibular que secreta el famesoato de metilo que es equivalente a la
hormona juvenil de los insectos (Adiyodi, 1985, Huberman, com. pers.).

Organo post- *

comisural

Organos Ganglio
Ganglio tordcico  penicardios comisural

Cerebro

Organo Y

s i
h Ganglio supraesofigico Glindula sinusal
Raices tordcicas R
, ; Médula terminalis-
secundarias

areano X
Figura 1. Organos que conforman el sistema neurosecretor en el camardn, Tomado de Beltz, 19885,




1.2.1. Células neurosecretoras

Las células neurosecretoras son neuronas con axones terminales que muestran
especializacion y localizacién para la liberacién de sustancias a la hemolinfa llamadas

neurohormonas (Cooke v Sullivan, 1982).

1.2.2. Neurohormonas

Se denomina hormona a la sustancia secretada por células especializadas que actia a bajas
concentraciones regulando la actividad de células blanco, siendo las neurohormonas

producidas y almacenadas en células neurosecretoras (Atwood, 1982).

Las neurohormonas controlan gran parte de las respuestas fisiologicas del animal a cambios
en las condiciones ambientales, por ejemplo. flujo de hemolinfa, latidos del corazén.
contracciones musculares, reproduccion (Cooke, 1977; Battelle v Kravitz, 1978: Kravitz et
al., 1980). La liberacién neurohormonal es controlada de manera compleja en ¢l sistema

nervioso central (Scharrer y Scharrer, 1945; Knowles, 1974; Kravitz et al.. 1980),

1.3. Sistema nervioso central

El sistema nervioso de los crusticeos basicamente estd constituido por el cerebro y un cordon
nervioso ventral con un par de ganglios correspondientes a cada somito embriénico
(McLaughlin, 1983). EI cerebro es bilobulado y esti conectado a los nervios de los
pedinculos oculares, antenas y cordén nervioso ventral por medio de nervios que se
extienden a los segmentos y apéndices. Los ganglios del cerebro y cordon nervioso ventral
estin unidos longitudinalmente por conectivos v transversalmente por comisuras (Horridhge.

). Ver figura 2.




El cerebro estd compuesto de tres partes:
a) El protocerebro que inerva tipicamente el ojo naupliar o los ojos compuestos, los
organos frontales, la glindula sinusal y los misculos de la cabeza,

b} El deutocerebro que inerva las antenulas.

¢) El tritocerebro que inerva las antenas y la parte anterior del estomago (Hanstrom.

1947: Horridge, 1965).

Figura 2. Vista dorsal del sistema nervioso en reproductores P.vannamei. (a: cerebro, b: ganglio toricico.
¢: ganglio abdominal)

1.4. Regulaciéon hormonal de la reproduccién

En los crusticeos el control endocrino de la reproduccion. en términos de cambios
fisiologicos. morfologicos y bioquimicos, ha sido estudiado por varias décadas (Adivodi v
Adiyodi, 1970, Fingerman, 1970, Kleinholz y Keller, 1979, Cooke y Sullivan. 1982
Charniaux-Cotton, 1985, Quackenbush, 1986. Fingerman, 1987).

En 1943 Panouse demostré que hembras de camarones ablacionadas alcanzaban un
desarrollo precoz del ovario. La ablacién unilateral del pedinculo ocular, realizada en la fase

- de intermuda, induce a la maduracién, debido a la eliminacién del complejo drgano X-
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glindula sinusal que es el sitio de produccién y liberacién de la hormona inhibidora de la
gonada (HIG) (Borminsky er al., 1981; Quackenbush ¥ Hernkind, 1983; Charniaux-Cotton,
1985, Meusy er al., 1987; Keller 1992). En el pediinculo ocular son secretadas v liberadas
también la hormona inhibidora de 1a muda (HIM) (Chang, 1985), la hormona concentradora
del pigmento rojo (HCPR) (Kleinholz et al.. 1986: Rao et al.. 1985; Fingerman, 1987). v Ia

hormona hiperglicémica de los crusticeos (HHC) ( Keller, 1992),

En Penaeus vannamei (especie de télico abierto), los procesos de muda y maduracién son
alternados.  Adiyodi y Adiyodi en 1970 propusieron que la muda es inducida cuando los
niveles de HIM y hormona estimuladora de la gonada (HEG) son bajos mientras que son

altos los niveles de HIG y hormona de la muda (HM), la cual es secretada en el organo Y,

Figura 3.

La hormona concentradora del pigmento rojo (HCPR) interviene en la maduracién como un
neurotransmisor para la liberacion de HEG de los tejidos neurosecretores (Kleinholz, 1985).

A la hormona hiperglicémica (HHC) se la atribuye como un factor estimulante en la

regulacion de la maduracion (figura 4).
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cion R dentro del ciclo de muda. Tomado de K.G.Adiyodi y R. G. Adiyodi. 1970,
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El ovario, segun investigaciones realizadas in vitro, puede ser su propia fuente de una
hormona estimuladora de la vitelogenina ovariana (HEVO) (Blanchet-Tournier, 1982: Meusy

v Charniaux-Cotton, 1984) (figura 4).

El farnesoato de metilo, precursor de la hormona juvenil, es secretado por el 6rgano

mandibular y parece un estimulador potencial de la reproduccion (Laufer er al.. 1989 Landau

et al., 1988; Vogel y Borst, 1989; Tsukimura y Borst, 1992) (figura 4).

El cerebro y el ganglio tordcico podrian producir y liberar una hormona estimuladora de la
maduracion (HEG) (Hinsch y Bennett, 1979; Eastman-Reks y Fingerman, 1984; Adivodi,
1985; Mohamed y Diwan 1991) lo que fue demostrado en hembras en proceso de

maduracion (Otsu, 1960; Oyama, 1968; Takayanagi et al., 1986) (Figura 4).

Ganglios tordcicos tomados de hembras maduras de langosta pudieron, luego de ser
implantados en P. vannamei , inducir y acelerar la maduracién (Yano y Tsukimura. 1988).
Inyecciones de extractos de ganglios tordcicos de hembras maduras también inducen la
maduracion gonadal (Yano er al., 1988). Por lo tanto, el desarrollo gonadal puede ser
inducido por una hormona estimuladora, secretada por el ganglio tordcico de hembras

maduras y no especifica entre camarén y langosta.

En lo que concierne al cerebro de hembras maduras se reportd que una fraccién peptidica
(1000-2000 daltons) puede inducir la vitelogénesis en P. japonicus (Yano. 1990). La
maduracion de P. vannamei en tanques puede ser inducida y acelerada mediante la inyeccion
de extractos de cerebro de hembras maduras de otras especies mientras que implantes de
cerebro de hembras con ovarios inmaduros no son eficaces, lo que indica que el cerebro de

hembras maduras tiene una sustancia que estimula el desarrollo ovirico.(Yano y Wyban,

1992),
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El ganglio toricico ha demostrado tener mas actividad de tipo HEG que el cerebro en base a
pruebas in virro con ovarios/cerebro/ganglio toricico, pudiendo el cerebro estimular al

ganglio tordcico en hembras maduras (Sarojini er al.. 1995:. Yano y Wyban. 1992)
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Figura 4. Vias envueltas en el control de la muda v la reproduccion de especies peneidos ( Las lineas
continuas indican las vias confirmadas por experimentos in vitro ). HIM. hormona inhibidora de la muda,
'HIG, hormona inhibidora de las gonadas, HEG, hormona estimuladora de las génadas. HM. hormona de la
‘muda. FM, Farnesoato de metilo. HCPR, hormona concentradora del pigmento rojo. HHC, hormona
hiperglicémica de los crustdceos. Segin Browdy, 1992,
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1.5. ANTICUERPOS E INMUNOTECNOLOGIA
1.5.1. Anticuerpos vy antigenos

Los anticuerpos constituyen un medio de defensa utilizado por el sistema inmunitario de los
vertebrados superiores (reaccion inmunitaria de tipo humoral), para luchar contra la presencia
de moléculas extrafias (denominadas antigenos) dentro del organismo. La reaccién humoral
estd caracterizada por la produccién de inmunoglobulinas (anticuerpos). secretadas por los

linfocitos B y especificamente dirigidas contra los antigenos correspondientes.

El reconocimiento especifico de un anticuerpo (especificidad) por el antigeno que provoco su
produccion, y su capacidad de ligarse fuertemente a este antigeno (afinidad) para formar ¢l
complejo antigeno-anticuerpo, son dos propiedades que caracterizan a la reaccion anti geno-
anticuerpo (Padlan, 1977). Estas dos propiedades importantes de los anticuerpos.

especificidad y afinidad, permiten que sean utilizados, para la produccién de herramientas de

reconocimiento especifico.

Estas herramientas de reconocimiento pueden permitir la deteccion y la cuantificacion de
varias moléculas (antigenos), por ejemplo, los factores implicados en la maduracion ovirica
de P.vannamei, Segin su técnica de preparacién se obtienen: anticuerpos policlonales y

anticuerpos monoclonales.

1.5.2. Anticuerpos policlonales

Después de una serie de inyecciones del antigeno de interés o inmundgeno (por ejemplo una
iﬁnnonaj a un animal de laboratorio (proceso de inmunizacién), es posible por simple
recuperacion del suero, disponer de una preparacién de anticuerpos especificos contra el
inmunégeno. Este inmunosuero o suero policlonal es la mezcla de diferentes anticuerpos de

diferente especificidad, resultantes de la heterogénea respuesta humoral del animal (Fi gura
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5.). Luego de la inmunizacién, diferentes linfocitos B capaces de reconocer los diferentes '
epitopes presentes en la superficie del inmundgeno son activados. Cada uno de estos
linfocitos activados (plasmocitos) secretan anticuerpos de especificidad dada. los cudles se

encontraran mezclados a un nivel del suero del animal.

Inmunégeno /bacteria
virus

hormona

Linfocito s

QB/ Anticuerpos
en la
¢\ sangre |
‘I
|
(D .'

Anticuerpos
policlonales

- Figura 5. Produccion de anticuerpos policlonales. Respuesta heterogénea: Diferentes partes del antigeno ‘
son reconocidas por el sistema inmunitario del ratén. Como consecuencia se encuentran a nivel del suero

Varios anticuerpos de especificidades diferentes. Este suero se denomina suero policlonal o anticuerpus
paliclonales.

J
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La ventaja de los anticuerpos policlonales es que son reactivos poliespecificos de preparacion
simple. Varios estudios han demostrado su eficiencia, cuando el inmunégeno utilizado habia

sido previamente purificado (Lewis, 1986; Mialhe er al,, 1988; Mialhe, 1992).

Las principales limitaciones de los anticuerpos policlonales estin relacionadas a su

heterogeneidad, y a la incapacidad de ser producidos en cantidades ilimitadas.

1.5.3. Anticuerpos monoclonales

La tecnologia de hibridacién linfocitaria (Kohler y Milstein, 1975) es la mas frecuentemente
utilizada para obtener anticuerpos monoclonales. Estos son producidos por células
provenientes de un solo clon (debido a lo cual son denominados anticuerpos monoclonales).
Contrariamente a los anticuerpos policlonales, los anticuerpos monoclonales son

quimicamente homogéneos, y capaces de reconocer con una afinidad constante caracteristica.

un solo epitope de una molecula dada (figura 6).

La produccién de anticuerpos monoclonales se basa en la inmortalizacién y clonacién de
linfocitos B secretores de anticuerpos de interés. La inmortalizacién es generalmente
realizada por hibridacién linfocitaria(fig. 7), siendo los linfocitos B productores de
anticuerpos, fusionados con mielomas (células cancerigenas) de multiplicacion ilimitada. Las
celulas hijas resultantes llamadas hibridomas, presentan los caracteres parenterales: secrecion

I o ¥ " P
de anticuerpos e inmortalidad.
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Figura 6. Produccion de anticuerpos monoclonales




Después de la fusidn, la seleccion de hibridomas se basa en la utilizacion de un medio
selectivo que contiene aminopterina (figura 8) que bloquea la via primaria de sintesis de
nucledtidos, En estas condiciones, los mielomas no pueden multiplicarse y son suplantados
por los hibridomas, los cuales poseen la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa
(HGPRT), interviniendo en la via secundaria de la sintesis de nucledtidos. De esta forma se
logra desarrollar en cultivo tinicamente los hibridomas. Debido a que la frecuencia de
obtencién de hibridomas es relativamente alta, una etapa primordial consiste en seleccionar
aquellos que producen anticuerpos especificos del antigeno considerado. Esta etapa necesita
el desarrollo de una prueba de seleccidn que permita analizar rdpidamente un gran nimero de

cultivos de hibridomas.

LINFOCITO MELOMA
- Secrecion de anticuerpos -No secretan antic uerpos
- Incapacidad de multiplicacion - Multiplicacion ilimitada
in vitro in vitro
HGPAT (+) HGPAT (-)
HIBRIDOMA

- Secrecion de anticuerpos
- Multi plicacion ilimit ada

HGPAT (+)

GURA 7. Principio de la hibndacién linfocitaria (Donoso, datos no publicados)
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Esta segunda fase de seleccién de hibridomas especificos es seguida de una etapa de
clonacion, que consiste en diluciones sucesivas para garantizar la obtencién de células
aisladas de hibridomas de interés a partir de los cuales se obtiene un clon puro. Estos

hibridomas asi clonados pueden entonces ser congelados en nitrégeno liquido.

Los anticuerpos monoclonales se caracterizan por su homogeneidad y la posibilidad de
tenerlos en una concentracion determinada y eventualmente elevada. Desde el punto de vista

de la preparacion no existen limitaciones teéricas.

CULTIVO Medio HAT EXPLICACION
M
U No tienen la posibilidad
enzimati ca de met abolizar
E Hipoxantina/T imidina
R Ademas la Aminopt erina
MIELOMA E inhibe su crecimiento
N
M
U
E No pueden crecer
R en cultivos in vitro
E
LINFOCITO N
Cc
C. 2 Crecen correctamente
y
O Producen anticuerpos
HIBA DOMA =
N

FIGURA 8. Método de seleccion de los hibridomas (Donoso, datos no publicados)




Con la ayuda de los anticuerpos es posible desarrollar métodos de deteccién o de
cuantificacion del antigeno. El principio general de estos métodos consiste en inmovilizar el
antigeno sobre una fase sélida (poliestireno, nitrocelulosa, corte histolégico) y después del
depdsito de los anticuerpos especificos revelar la reaccisn antigeno-anticuerpo con la ayuda
de un marcador (enzima. fluorocromo, etc.) cualquiera, ya sea fijado sobre el primer
anticuerpo (método directo), o va sea utilizando un segundo anticuerpo que lleva el marcador
¥ que reconoce especificamente al primer anticuerpo (método indirecto). Mientras que el

anticuerpo permite detectar el antigeno, el marcador permite cuantificar el complejo antigeno-

anticuerpo.

1.5.5, Inmu notecnologia

La inmunotecnologia cuenta hoy en dia con varias técnicas, que permiten caracterizar,
purificar, y localizar un antigeno determinado. Teniendo cada técnica un espectro de
aplicacion referencial, como por e¢jemplo: ELISA directo e indirecto, Inmunocaptura. Dot

blot, Western blot, Inmunofluorescencia e Inmunohistologia.

1.5.5.1. ELISA directo e indirecto en microplacas

En este tipo de pruebas la muestra susceptible de contener el antigeno es directamente fijada

sobre la pared de los pozos de una microplaca.

Es un método inmunoenzimitico cuya mayor ventaja es la deteccion de antigenos y su
cuantiticacion objetiva mediante espectrofotometria de anticuerpos. Ademas es un método
particularmente bien adaptado para series grandes de andlisis, debido a que las diferentes

pas de la prueba pueden ser automatizadas. Fi gura 9: a), b).




1.5.5.2. Inmu,nc-cgpturg

En esta prueba, cominmente denominada ELISA “sinduche”, el concepto de inmunocaptura
consiste en fijar primeramente un anticuerpo especifico en la pared de los pozos de una
microplaca. Este anticuerpo va a retener a su antigeno si este estd presente en muesiras
introducidas en los pozos. Luego de la eliminacién de la muestra y su lavado, los complejos
antigeno-anticuerpo retenidos en la pared son detectados ¥ cuantificados con un anticuerpo

marcado,

ﬂ} ELISA b} ELISA C) Inmunccaptura

Directo @ Indirecta @ ELISA G}

sanduche

* Depdsito del antigena * Depdsito del anugeno * Depidsito del prumer
snnbcuerpo especifico
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ra 9, Principio de ELISA directo, indirecto, e inmunocaptura (sanduche).




Las mayores ventajas de esta técnica son que el antigeno no necesita ser purificado antes de
su uso. y ademas que el ensayo es muy especifico. Su desventaja es que se necesita tener

dos anticuerpos que reconozcan sitios diferentes de un mismo antigeno. Figura 9 c¢).

1.5.5.3. Dot blot

La técnica dot-blot consiste en detectar antigenos de interés previamente fijados sobre una
membrana de nitrocelulosa, ya sea por simple depésito, 6 por aspiracion de la muestra con
vacio a través de la membrana, lo que permite fijar volimenes de muestra que van desde
algunos microlitros hasta centenas de microlitros respectivamente. Este método, bastante

simple de poner en marcha permite obtener cuantificaciones aproximadas por referencia a

estandares. Figura 10.

1.5.5.4. Western-blot

En la prueba de tipo western-blot, la muestra es primeramente sometida a una electroforesis

¥ las proteinas separadas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa sea por simple

capilaridad o por electrotransferencia.

Esta técnica similar a dot-blot, es esencialmente utilizada para determinar el peso molecular

3 ;_,__f.E-antfgenc-. como uno de los primeros elementos de su caracterizacion.

'_principiu de western blot es: 1) Separar por electroforesis las proteinas componentes de
Na muestra. 2) Transferir cada proteina separada a una membrana de nitrocelulosa. 3)

evelar mediante el uso de una enzima, la(s) proteina(s) reconocida(s) por el anticuerpo

eifico. Figura I1.
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Macerado de tejido

- cerebro

- ganglio ordcico
= DVArG

- musculo

- hemolinta

* Fijacion del antigeno

* Blogueo de la membrana

* Eliminacion del exceso de anticuerpos.

* Incubacién con el anticuerpo
conjugado a una enzima.

* Eliminacidn del exceso de anticuerpos, * Incubacién con e substraio (NBT y BCIP)
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Figura 10. Principio de dot-blot
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1.5.5.5. Inmunohistologia

La inmunofluorescencia es una de las técnicas bdsicas de inmunohistologia que permite
visualizar directamente un antigeno en una muestra y subsecuentemente determinar su

localizacion. Consiste en utilizar anticuerpos marcados con fluoresceina. que emiten una

luz visible (verde fluorescente) cuando se exponen a luz UV,

Esta técnica es muy sensible ya que un antigeno presente en una pequeia cantidad en
algunas células puede ser reconocido con seguridad. La cuantificacién del antigeno es
subjetiva, el exdmen con el microscopio puede ser mds o menos largo en funcidn del
antigeno, lo que puede conferir un cardcter tedioso para analizar series grandes de muestras

como en el caso de la operacion de seleccién de hibridomas. Figura 12.

Técnicas de inmunohistologia pueden ser practicadas en improntas o cortes histolégicos. En
el primer caso, clisicamente se prefiere la inmunofluorescencia, mientras que la peroxidasa

es utilizada en el segundo caso. Figura 13.




IMMUNOHISTOLOGIA :
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Figura 12. Principio de inmunofluorescencia directa e indirecta,
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INMUNOHISTOLOGIA: |
Inmunoperoxidasa en cortes
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Figura 13. Pnncipio de inmunoperoxidasa
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1.5.6. Aplicacién de la i

La inmunotecnologia es ampliamente utilizada en endocrinologia fundamental y aplicada en
los vertebrados debido a la disponibilidad de una gran coleccién de anticuerpos. Las

diversas tecnicas previamente descritas han sido utilizadas para caracterizar bioquimicamente

numerosas hormonas, describir con detalle su localizacién a nivel estructural y

ultraestructural, analizar con precisién su cinética y su regulacién espacio-temporal (tabla [).

TABLA L. Ejemplos de aplicaciones de anticuerpos en endocrinologia humana v animal.

Lspecie Antigeno Objetivos del estudio Referencias
Espermatozoide -Immunocontracepcion Kerr, 1995
Salud humana [(epitopes SP- -Vacuna contraceptiva
10, PH-20 -Diagnéstico de inferti-
PH-30) lidad immune
Gonadotropina Estudio estructural de un Venkatesh er
Salud humana | coriénica epitope implicado en la al., 1995
humana actividad de la hormona
Equinos  [- Oestradiol-17 Diagnostico de la Allen er al.,
(caballo) beta ovulacion. Optimizacién 1995
- Progesterona de la reproduccién
Equinos Hormona Estimulacion de Ta Aba,
(Llama) Luteneizante ovulacién por dosaje de la Forsberg,
(HL) HL 1995
Equinos B Proteina Estudio de la factubilidad Drew er al..
(Llama) especifica del de una prueba de 1995
embarazo. embarazo (estrategia
heterdloga)
Bovinos  |Bovino CD2 Prueba de embarazo Yoshioka er
molécula al., 1995
Ovinos Pregnanediol-3- Prueba de embarazo Borjesson er
(Ovis glucuronide al.. 1996
| canadensis) |
Ovinos - Progesterona Estimulacion de la Martemucci er
- Oestradiol 17- ovulacién al., 1995
| beta
| Gallinaceas |[Ovotransferina Relacion Mason er al..
(zallina) estructura/actividad 1995
Gallinaceas  [Receptor beta- -Immunopurificacion Luxembourg,
(pavo) adrenérgico 1995
Salmonidos . [Gonadotropina -Caracterizacion epitopica [keuchi er al.,
-Estudio de la 1995
distribucion




Desde el punto de vista aplicado, se detectan y eventualmente se tratan enfermedades

endocrinas gracias a inmunopruebas. En la actualidad este tipo de estudios estan todavia

poco desarrollados en el campo de la endocrinologia de peneidos (tabla IT).

Tabla IL. Ejemplos de aplicaciones de anticuerpos en endocrinologia de crusticeos.
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moduladores

neuromoduladores del
sislema nervioso

Especie Antigeno [ Objetivos del estudio Referencias
Penaeus vannamei | vitelina [Determinacion de concen- Tom et al., 1992
tracion durante la maduracién
Inmunoelectroforesis
Macrobrachium Ecdisteroides | Radioinmunoesayo para Wilder er al., 1990
rosenbergii determinar los niveles durante
la embriogénesis
Orconectes limulus | PDH Inmunocitoquimica Kleijn er al.. 1993
Pacifastacus Histamidina nmunocitoquimica para hacer | Mulloney. Hall,
lenisculus un mapeo del ganglio 199]
Homarus segmental y estomatogdstrico
AMericanis
Uea pugilator beta-PDH Caracterizacion de la Mortin, Marder.
distribucién por el sistema 1991
nervioso inmunohistoguimica
Palaemon serrarus | FMRFamide Inmunohistoquimica sobre el | Meyrand, Marder.
ganglio estomatogastrico 1991
[ Procambaris FMRFamide [Inmunoreactividad del Marcier er al., 1991
clarkii L sistema nervioso central
Crayfish RPCH Inmunolocalizacion en el Sherff, Mulloney,
sislema nervioso 1991
Procambariis Serotinina Inmunohistoquimica sobre el | Real. Czternasty.
clarkii (5-HT) cordén abdominal vy tordcico | 1990
Metapenaeus vitelina y Produccion de anticuerpos y  |Longyant er al.
affinis vitelogenina | estudios de reacciones 1994
cruzadas por ELISA
Callinectes sapidus | Vitelina, Variaciones espacio- Lee er al.. 1996
' temporales en la hemolinfa y
otros tejidos
Cancer borealis Neuro Inmunocitoquimica de Christi et al., 1993

Macrobrachium

17-B-hidroxi-

Radioinmunoensayo en [a

Ghosh, Ray, 1993

ecdisteroides

rosenbergii esteroide hemolinfa y el ovario
[ Oniscus asellis CCAPy Cinetica de CCAP durante el | Johnen e7 al.. 1905
periodo de la muda (ELISA)




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. DISECCION DE ORGANOS (HEMBRAS MADURAS P vannamei)
CEREBRO, GANGLIO TORACICO, OVARIO

Durante la diseccion, el animal se encuentra en una cama de hielo con agua de mar.

- Se elimina la cuticula que cubre la cavidad branquial.

- Se debe cortar la membrana (haemocoel) que encierra al corazén, y se levanta el caparazén
hacia adelante cortando los cordones musculares laterales que sujetan al exoesqueleto.

- Se retira la parte superior del ovario que cubre al hepatopdncreas.

- El corazon, hepatopdncreas, y estomago son disecados (en ese orden).

- Se extrae la porcién posterior del ovario que corre a lo largo del abdomen.

- Se recorta el musculo delz;r;té dgl estomago, quedando una cavidad que alojaba a los

organos.

- El ganglio toricico se encuentra en el piso de esta cavidad. Una vez localizado, se procede
a disecarlo.

- Para acceder al cerebro, se elimina el misculo que cubre el cerebro. Para identificarlo con
- rdpidez, se busca los cordones que salen de cada pedinculo ocular.

- El cerebro se encuentra en la base del rostrum. y es el punto de unién de los tractos

provenientes de los pedinculos oculares. antenas y ganglio tordcico. Cuando se ha

eliminado la capa muscular que lo recubre es disecado.

22. PREPARACION DE ANTIGENOS E INMUNOGENOS

122.1. Inmundgenos
2.2.1.1. Sobrenadante |

-

€ utilizé como inmunégeno cerebro de hembras maduras de P. vannamei. Para la

iracion de la suspension fueron disecados 105 cerebros. diluidos en 5 ml de agua




destilada y colocados dentro de un homogenizador de tejidos de tipo DOUNCE con pistén

de punta de vidrio. Se centrifugé a 13.000 rpm durante 50 minutos en microtubos

Eppendorf. Los 3,7 ml de sobrenadante obtenido se los denominé Sobrenadante 1 (S 1),

2.2.1.2. Sobrenadante 2

El pellet | fue diluido en 1.5 ml de agua destilada y centrifugado a 13.000 rpm durante 2

minutos. El sobrenadante obtenido se lo denominé Sobrenadante 2 (Sn2),

2.2.1.3. Ganglio toricico

Para la preparacién del inmunégeno ganglio tordcico para la segunda fusion, fueron
disecados 80 ganglios tordcicos de hembras maduras de P. vannamei : diluidos en 3 ml de

PBS 800 miliOsm (solucién en que fueron mantenidos), y 2 ml de agua destilada.

Se procedi6 a colocar la preparacién en un homogenizador de tejidos ULTRATURRAX. v
luego dentro de un homogenizador de tejidos de tipo DOUNCE con pistén de punta de
vidrio. Se centrifugé a 13.000 rpm durante 50 minutos en microtubos Eppendorf. El

sobrenadante obtenido se lo denominé ganglio tordcico (GT).

2.2.2. Antigenos

2.2.2.1. Musculo

Se utilizé | gramo de musculo diluido en 7 ml de carbonato de sodio. y homogenizado en el
ULTRATURRAX. La solucién fue centrifugada a 3.000 rpm durante 5 minutos en

microtubos Eppendorf. El sobrenadante obtenido se lo denominé antigeno musculo

{Musc).



2.2.2.2. Qvario

Se utiliz6 un ovario de hembra madura (1.2 gramos) diluido en 2 ml de carbonato de sodio.
y homogenizado en el ULTRATURRAX. La solucién fue centrifugada a 4.000 rpm

durante 10 minutos en microtubos Eppendorf. El sobrenadante obtenido se lo denominé

antigeno ovario (Ov).

2.2.2.3. Hemolinfa

La muestra de hemolinfa es extraida del seno del primer segmento abdominal de la region
ventral. Se toma con una jeringuilla aproximadamente 100 ul. y se coloca ripidamente en

un ped:_i-z'c; de parafilm. Los 100 ul son diluidos en 900 ul de carbonato de sodio 0.1 M. La

solucion obtenida se denomina antigeno hemolinfa.

2.2.2.4. Escherichia coli

Cepa bacteriana perteneciente al Departamento de Bacteriologia del CENAIM. La cepa se
encuentra guardada a -80° C, y previo a su uso como antigeno fue necesario inocularla en

medio de cultivo liquido a 28° C por 6 horas para reactivarla.

2.3. PREPARACION DE CONTROLES NEGATIVOS (SUERO RC Y 2C9)

2.3.1. Suero_del ratén control (Re)

Se procedio a extraerle sangre a un ratén no inmunizado (Rc) por sangrado de la cola. La
sangre fue colectada en microtubos Eppendorf, y se centrifugd a 10.00 rpm durante 10

minutos. El sobrenadante obtenido fue denominado Suero ratén control (Re),
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2.3.2. 2C9 (liquido ascitico ) : J
El hibridoma 2C9 produce anticuerpos especificos contra V. harveyi. Este hibridoma f

pertenece al Departamento de Inmunodiagnéstico del CENAIM. Fue producido en liquido

ascitico,

2.4. INMUNIZACION DE RATONES

2.4.1 Inmunizacién con Snl v Sn2

Cuatro ratones Balb/c fueron inmunizados. El esquema de Inmunizacion se detalla en la

tabla siguiente,

Inmunizaciones
Raton | Primera (dia 0) Segunda (dia 10) Tercera (dia 20) Refuerzo
R1 Snl+ Adj Completo | Snl+ Adj Completo | Snl+ Adj Completo | +
R2 Snl Snl Snl 1
R3 Snl Snl Snl Snl
R4 Sn2 Sn2 Sn2 T

‘completo de Freud ACF,

Las inyecciones fueron inoculadas via intraperitoneal,

Sl 2 150 ul de Sn1 + 250 ul de H20
Sn2 : 100 ul de Sn2 + 300 ul de H20
Snl + Adj. Completo

: 100 ul de Snl + 50 ul de H20 + 150 ul de adjuvante
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2.4.2. Inmunizacién con GT

Dos ratones Balb/c fueron inmunizados, El esquema de inmunizacién se detalla en la tabla

siguiente.

Tabla IV. Esquema de inmunizacién con GT (ganglio toricico)

Inmunizaciones

Ratén | Primera (dia 0) Segunda (dia 10) | Tercera (dia 20) | Refuerzo

Rm GT+ Adj Completo GT GT GT

Rh GT+ Adj Completo GT GT +

* Rm= Ratén macho. Rh= Ratén hembra.

Las inyecciones fueron inoculadas via intraperitoneal.

GT : 150 ul de GT + 250 ul de H20

GT + Adj. Completo : 100 ul de GT + 50 ul de H20 + 150 ul de adjuvante
completo de Freud ACF,

2.5. PREPARACION DE LOS INMUNOSUEROS

2:5.1.

‘Después de realizarse la tercera inmunizacion, se procedi6 a extraerles sangre a

los ratones

RIL. R2, R3 y R4, por sangrado de la cola. La sangre fue colectada en microtubos

‘Eppendorf y se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes obtenidos

5 los denomind inmunosuero : R1, R2, R3 y R4,

_-.:.:-_-'-na'l.'-u-'-‘h-m



Después de realizarse la

tercera inmunizacion, se procedio a extraerles sangre a los ratones

Rm v Rh. por sangrado de la cola. La sangre fue colectada en microtubos Eppendorf vy se

centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se los denoming

inmunosuero: Rm y Rh.

2.6. PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

2.6.1. Medios de cultivo

2.6.1.1. Medio de cultivo celular bisico

Medio RPMI 1640 52 g

L-Glutamina 150 mg W
Estreptomicina 100 mg

Penicilina 100.000 UI

Hepes (PM 260 g) 26 g I
Agua destilada 500 ml (volumen final)

_El pH es ajustado a 7.4 y el medio es filtrado a través de una membrana de 0,22 mm. Este

‘medio es colocado en frascos de 250 ml por 48 horas a 37°C para probar si hay o no

contaminacion para luego almacenarlo a 4°C.

Aceste medio se coloca suero fetal bovino (SVF) decomplementado 30 minutos. a 56°C en

n porcentaje del 10 al 15% (v » v-1) segun el tipo de medio que se va a preparar,




2.6.1.2. Medio de cultivo para mielomas
Medio basico 500 ml
8 Azaguanina 10 mg
SVF 50 ml (10%)

2.6.1.3. Medio selectivo HAT
LY

Medio bdsico 500 ml
Hipoxantina 6.8 mg
Aminopterina 88 mg
Timidina 1. 95 mg
SVF 75 ml (15%)

2.6.1.4. Medio selectivo HT

La preparacion es igual al medio selectivo HAT. con la diferencia. que no posee

aminopterina.

2.6.1.5. Medio de cultivo para hibridomas

Medio basico 500 ml
SVF 75 ml (15%)




2.6.2. Hibridacién linfocitaria
La produccién de anticuerpos monoclonales se realizé segiin el método descrito inicialmente

por Kéhler y Milstein (1975) y modificado por French et al. (1986),

2.6.2.1. 160 e glycol

El Polyethylene glycol (PEG) de peso molecular 1540 es usado al 40% (v « v-!). Dos
gramos de PEG son calentados en un bafio de maria a 60°C, hasta que el PEG s¢ torne

liquido. Tres mililitros de medio bdsico son adicionados. Esta mezcla es esterilizada por

filtracion a través de un filtro de 0,22 mm.

El PEG es preparado un dia antes de la fusién y es mantenido 24 horas a 37°C dentro del

incubador de CO2 (5%).
2.6.2.2. Preparacién de macréfagos

Los macrofagos presentes dentro de los pozos de cultivo tienen un doble rol, por una parte.
de fagocitar las células muertas y los microorganismos eventualmente presentes. v por otra.
de secretar factores de crecimiento para las células. Ellos son introducidos dentro de los

pozos de cultivo 24 horas antes de la fusion celular,

Los ratones son sacrificados por elongacién y ruptura de la columna vertebral. Luego la

piel de su abdomen es abierta sin romper el periténeo para inyectar dentro de la cavidad
‘abdominal 5 ml de medio para hibridomas. La cavidad abdominal es enjuagada por el medio
que luego es aspirado teniendo la precaucion de no perforar los intestinos. El medio

recuperado es centrifugado (250 g, 10 minutos) y el sobrenadante es eliminado. Las

|

e _




células son luego resuspendidas en 10 ml de medio para hibridoma y contadas en una

cdmara de contaje Neubauer.

De un raton es posible obtener entre 1,5 a 3 x 106 macrofagos. Luego las células son '
repartidas en las placas de cultivo de 96 hoyos a razén de 10.000 a 20.000 células por pozo:
para mantenerlas en incubacién a 37°C dentro de la incubadora de CO2 (5% ). 24 horas

antes de la fusion. Después de este tiempo los macréfagos son activados y adheridos al '

fondo de los pozos.

2.6.2.3. Preparacién de mielomas

Dos lineas de mielomas fueron utilizadas: SP2/0 y P3X63Ag8-653. 1
Los mielomas son cultivados a razén de 100.000 células totales en medio de cultivo pari

mielomas a 37°C dentro de la incubadora de CO2 (5%). El tiempo de duplicacion de las !

.{ﬂ
¢élulas es de 18 horas aproximadamente. Un dia antes de la fusién es necesario tener una 1
concentracion de 50.000 células por ml para que estén situados dentro de la fase exponencial :
de cultivo celular. El medio es renovado regularmente por aspiracién del sobrenadante k|

(segun el tiempo de renovacién de las células).

2.6.2.4. Obtencidén de linfocitos it

il
El rat6n inmunizado, y con una mejor respuesta inmunitaria en los ensayos (ELISA v dot '-II
Ei;l_ﬁt}. es sacrificado mediante el corte de su cabeza. para eliminar la mayor cantidad de "
sangre posible. El abdomen del ratén es abierto asépticamente para extraer el bazo de su
cavidad peritoneal, El bazo debe ahora colocarse dentro de un homogenizador de tejidos de

ipo Dounce con 5 ml de medio base. Todas las manipulaciones deben ser realizadas en
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condiciones estériles y en hielo para mantener los tubos con el homogenizado a 4°C
aproximadamente. El homogenizado es filtrado por una gasa estéril y el liquido obtenido
centrifugado a 150 g durante 10 min a temperatura ambiente. Luego de la eliminacién del
sobrenadante, el precipitado es resuspendido en 10 ml de medio bésico.

El contaje de los linfocitos se lo realiza en una cdmara Neubauer, previo la dilucién de una
alicuota con azul de tripano para distinguir las células viables (los linfocitos de mayor talla

no deben ser confundidos con los glébulos rojos).

2.6.2.5. Fusidn celular

Una vez que tenemos el nimero de células totales calculamos el nimero de linfocitos v
mielomas que debemos mezclar para obtener una relacién de 4 linfocitos por | célula
mieloma. Esta mezcla de suspensiones es centrifugada (200 g. 10 min, TA). EI
sobrenadante es eliminado y al precipitado se le agrega 1 ml de Polyethylene glycol 1540 a
37 °C gota a gota. Colocando el cronémetro en 0°00°" las etapas que deben ser

rigurosamente seguidas son:

t=0"00*" Agregar las 10 primeras gotas de PEG durante 30 segundos (| gota cada 3
segundos) v el exceso de una séla vez al final de los 30 segundos. Cerrar el tubo,

=030 Colocar el tubo en bafio de Maria a 37 °C.

t=1'30""  Centrifugar (200 g) a temperatura ambiente.

t=3'00""  Parar la centrifugacion.

t=4'30"" Colocar el tubo en baio de Maria 37 °C.

t=6"30"" Agregar 6 ml de medio completo (medio basico méds SVE 10%%) a razon de
una gota cada 5 segundos mas 9 ml de medio completo de una séla vez.

[Esta suspension es centrifugada (150 g, 10 minutos, T.A.).
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El precipitado es resuspendido en 10 ml de medio para hibridomas. Las células son luego
repartidas en las placas conteniendo los macrofagos preparados el dia anterior a la fusion.
Cien microlitros de la suspension (mielomas/linfocitos) son distribuidos a razon de
100.000, 50.000 y 25.000 células por pozo. Las placas son mantenidas a 37°C dentro de
una incubadora de CO2 (5%).

Un dia después de la fusién, el medio HAT es adicionado a fin de permitir solo el
crecimiento de las células hibridos. En cada pozo de cultivo se adiciona 100 ml de medio

selectivo HAT (2X) a los 100 ml iniciales para obtener una concentracion final de HAT

(1X).

Cinco dias después de la fusi6n, 100 ml de sobrenadante de cultivo son reemplazados por

el mismo volumen de medio selectivo HAT 1X,

Diez dias después de la fusién, 100 ml de sobrenadante de cultivo son reemplazados por el

mismo volumen de medio selectivo HT.

- Las células (hibridomas y/o mielomas) a ser congeladas deben ser centrifugadas (250 g, 10
minutos, T.A.) y resuspendidas en SVF conteniendo 7.5% de DMSO (v » v-1). a razén de 5
X 100 células por ml. Esta suspensién celular es repartida en ampollas que son colocadas
dentro de un recipiente isotérmico en el interior de un congelador a - 80°C, con el propésito
de hacer una congelacién progresiva de 48 horas, luego las células son introducidas y

conservadas en nitrégeno liquido (-180°C).

La descongelacién de las células se realiza colocando directamente las ampollas a 37°C y
evilando la descongelacion total de las células ya que el DMSO es téxico a esta temperatura,
La suspension de células es entonces inmediatamente depositada dentro de 15 ml de medio

bisico y centrifugado (250 g, 10 minutos. T.A.) para eliminar el DMSOQ. E] precipitado de
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las células es resuspendido en 5 ml de medio adecuado (dependiendo si se descongela

mielomas o hibridomas) y colocado en pozos de cultivo de 5 ml conteniendo macréfagos.

2.7. DOT BLOT

2.7.1. Protocolo dot blot (CENAIM)

- Dos microlitros de la suspensidn antigeno es depositada en membranas de nitrocelulosa.
Las membranas son secadas a temperatura ambiente durante 30 minutos.
- Incubar con PBS-leche descremada 5% (p *v!) agitando suavemente por 60 minutos.
T.A.
- Realizar 3 lavados de 3 minutos c/u con PBS-Tween 20 (0,1%) tampé6n PBS (NaCl 150
mM, KCI 3 mM, KH2PO4 2,5 mM, Na2HPO4 8.5 mM. pH 7.2)
- Depositar el primer anticuerpo (suero policlonal dilucién 1/100 en PBS-Tween 0.1 %-
leche 0.5% 6 sobrenadante de cultivo sin diluir) e incubar por 60 minutos, T.A..
- Realizar 3 lavados de 3 minutos con PBS-Tween 20 (0,1%)
- Depositar el anticuerpo conjugado (a la fosfatasa alcalina) e incubar por 45 minutos:
dilucién empleada del anticuerpo 1/10.000 en PBS-Tween-0.1%-Leche 0.5 %.
- Realizar 3 lavados de 3 minutos con PBS-Tween 20 (0,1%)
- Incubar con la solucién sustrato recientemente preparada:
* BCIP (25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato en 0.5 ml de dimethyl-
formamida)........c.ocouvvvmviuiiiiiiiiieeeeee o33 ul.

* NBT (25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 1 ml de agua
D A s o b s e s e s v s s U ul.
* Tampon Fosfatasa Alcalina (Na C1 5,84 gl-1, Mg C12 0.5 g1,

Tris base 12,11 gl'l_ £ G 10 ml.

Nota: Cuando las manchas alcanzan la intensidad deseada, la reaccion enzimatica es

detenida lavando la membrana con EDTA 2 mM (50 ul de EDTA 0.5 M diluido en 25 ml de
PBS).



2.7.2. Tratamientos con formol v temperatura para eliminar la reacciaon
especifica

Se utilizé el antigeno Snl puro y se realizaron tratamientos con formol y temperatura. El
tratamiento de formol fue realizado por inmersion de las pastillas de nitrocelulosa en una
solucion de formol diluida 1/10 en PBS (v « v-!), durante 30 segundos, | minuto 6 5
minutos. El tratamiento con temperatura fue realizado a 70° C durante 15 minutos 6 30
minutos. No se utilizé suero policlonal, ni segundo anticuerpo, solo el sustrato revelador.
Los tratamientos fueron realizados manipulando individualmente las membranas de

nitrocelulosa.

2.8. ELISA INDIRECTO

1.8.1. ol indi

- Colocar 100 microlitros del antigeno (previamente diluido en carbonato de sodio a la
dilucién que se vaya a emplear ) en cada pozo de la microplaca de ELISA 96 pozos durante
una noche a 4°C.

- Lavar 3 veces con un tampén PBS (NaCl 150 mM, KCl 3 mM, KH2P0O4 2.5 mM.
NaZHPO4 8.5 mM., pH 7.2) conteniendo 0,1 % (v * v-!) de Tween 20. Se colocan 200 ul
por pozo por 3 minutos cada lavado.

- Las placas son saturadas con 200 ul por pozo de una solucién bloqueadora (PBS
conteniendo 5% (p * v'') de leche descremada. Se deja incubar por 1 hora a 37°C.

- Lavar 3 veces con PBS-Tween 0,1 % colocando 200 ul en cada pozo por 3 minutos.

- Poner 100 ul por pozo del primer anticuerpo (suero de ratén inmunizado. sobrenadante de
cultivo de hibridomas, liquido ascitico) diluido en PBS-T-leche 0.5% (p « v1). Se deja
incubar por 2 horas a 37°C.

- Lavar 3 veces con PBS-Tween 0,1 % colocando 200 ul en cada pozo por 3 minutos.
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- Colocar 100 ul del segundo anticuerpo (anticuerpo anti Ig de ratén conjugado a la fosfatasa
alcalina), a una dilucién 1/10.000 en PBS-Tween 0,1%-leche 0.5% (p » v-1). Se deja
incubar por 1 hora a 37°C.

- Lavar 3 veces con PBS-Tween 0,1 % colocando 200 ul en cada pozo por 3 minutos.

- Colocar el sustrato: Nitrofenilfosfato (NPP) | mg » ml-! de tampén de dietanolamina a
razon de 100 ul por pozo.

Incubar a 37°C por | hora 30 minutos.

- Leer en la mdquina Multiskan a una longitud de onda de 414 nm.
Preparacion de sustrato

- Tampén: 10 ml de agua destilada + 0,5 ml de Diethanolamine. Ajustar ph 9.8

- substrato: afiadir 2 pastillas de p-NPP (¢/u 5 mg, ref Sigma N-9389).

2.9, INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFD)
29.1. Citocentrifugacion

- 29.1.1. Disgregacion de células

:-1.9.1.1.1. Disgregacion por Maceracion

Se diseco cerebros de hembras maduras los cuales fueron colocados en tubos eppendorf a
razon de 1 o 2 cerebros por tubo. Se homogenizaron en 500 ul de solucién de Hanks hasta
adquirir fluidez. Se centrifugd para eliminar los trozos grandes de tejido y el sobrenadante
¢on 10% de formaldehido fue colocado en los contenedores de citocentrifugacion. Se
centrifugo a 1.500 rpm durante 5 minutos. Se procede a desmontar vy teiir la placa con

Eosina y Hematoxilina, para su evaluacién al microscopio.



2.9.1.1.2. Corte y disgregacién con Pronasa

Se disecd cerebros de hembras maduras, los cuales fueron cortados en secciones grandes ¥
colocados en medio de cultivo L15 con pronasa (1/100 v « v-!) e incubado durante dos horas
4 28°C con agitacion. Luego se colecta el medio con el tejido, se centrifuga a 3.000 rpm
durante 10 minutos. Se resuspende el pellet en solucién de Hanks y se coloca en el
contenedor de citocentrifugacion. Se centrifugé a 1.500 rpm durante 5 minutos. Se procede

a desmontar y tefiir la placa con Eosina y Hematoxilina, para su evaluacién al microscopio.

19.2. Preparacion de improntas

- Una vez disecado el cerebro, se lo sumerge en agua destilada. para eliminar cristales
formados por las sales.

- Se procede a cortar longitudinalmente el cerebro, y secar completamente en papel toalla
hasta no dejar rastro hiimedo.

-Con cada mitad se realizan 15 improntas, 30 improntas por cerebro.

- Se dejan secar las placas por 10 minutos.

- Se fija la impronta por inmersion en acetona por 5 minutos,

- Se dejan secar las placas por 5 minutos,

Las placas son guardados en el congelador de -80° C.



2.9.3. Protocolo _de Primocultivos de hemocitos

El protocolo de primocultivos consiste en alicuotar la hemolinfa total ( plasma y células ) en
placas portaobjeto, luego un volumen igual del medio de cultivo (solucién salina modificada
de Hank's) es anadido para reactivar los procesos celulares, diluyendo la concentracion del
anticoagulante (Citrato de sodio al 10%). Se deja incubar por 30 minutos a temperatura

ambiente.

2.9.4. Protocolo de Inmunofluorescencia Indirecta (CENAIM)

- Colocar el primer anticuerpo (anticuerpo monoclonal diluido 1/500 con PBS-plasmicn
5%). Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente en una cimara himeda.

-Se realizan 3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS Tween 0,1% (v « v-!).

- Aplicar el segundo anticuerpo (anticuerpo conjugado) e incubar por 15 minutos a
temperatura ambiente en cimara himeda.

-Se realizan 3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS Tween 0,1% (v « v-!).

- Montar con glicerol al 65% en PBS.

- Observar al microscopio de epifluorescencia.

Nota :Las placas no deben secarse entre las aplicaciones.
Preparacion del segundo anticuerpo (anticuerpo conjugado al isotiocianato de fluoresceina):

Dilucidn del anticuerpo a la concentracion indicada por el fabricante

Evans blue 1/100. en
Plasmién 5%
Ejemplo para 1 mi:
10 ul de Ac. (1/100)
10 ul de Evans blue
30 ul de Plasmion

930 ul de PBS
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2.9.5. colo de Inmunofluor ncia Indirecta

-Las placas una vez retiradas del congelador de -80°C. son dejadas a temperatura ambiente
por 10 minutos.

-Las placas son colocadas en una cimara himeda, y se procede a bloguear con leche
descremada 5% en PBS (p * v-!) por 30 minutos.

-Se realizan 3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS Tween 0.1% (v » v-1).

-Se colocan 50 ul del primer anticuerpo (suero policlonal o medio de cultivo de hibridomas)
por pozo © muestra, puro (si es medio de cultivo) o diluido (1/100 en PBS Tween 0,1%
leche descremada 0,5%) en el caso de sueros policlonales. Se deja incubando durante 30
minutos en la cimara himeda a temperatura ambiente.

-Se realizan 3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS Tween 0,1% (v * v!).

-Se adicionan 50 ul del segundo anticuerpo (anticuerpo anti-ratén conjugado a fluoresceina)
por pozo o muestra (Ver preparacion de segundo anticuerpo). Se deja incubando durante 30
minutos.

-Se realizan 3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS Tween 0.1% (v * v-1),

-Se procede a montar las placas con glicerol 65% en PBS (v » v-). Antes de colocar la
placa cubreobjeto, se lava la placa con la solucidn de montaje para eliminar el remanente de
la solucién de lavado. La placa no debe quedar seca durante ningun paso del proceso.

-5¢ sellan los bordes de la placa con esmalte y se observa al microscopio.
Preparacion del segundo anticuerpo (anticuerpo conjugado al isotiocianato de tluoresceina)
Anticuerpo 1/100

Evans blue /100, en
PBS Tween 0.1 % leché 0.5%



3. RESULTADOS

3.1. DESARROLLO, OPTIMIZACION Y EVALUACION DE INMUNO-PRUEBAS

PARA LA SELECCION DE HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICUERPOS

A COM TOS DEL RO

dot-blot mediant

Debido a su simplicidad. se considerd a la técnica de dot-blot como inmunoprueba de
seleccion de hibridomas secretores de anticuerpos especificos contra compuestos del

cerebro.,

Esta técnica fue desarrollada, optimizada y evaluada antes de la operacién de hibridacion
linfocitaria utilizando los sueros de ratones inmunizados como fuentes de anticuerpos. La
especificidad de la técnica fue analizada considerando otros antigenos a mas de los extractos
de cerebro. Las pruebas debieron tomar en cuenta la existencia en los extractos de cerebro
de actividad fosfatasa endégena que corresponde también a marcadores utilizados con los

anticuerpos de deteccion.

Para analizar la utilidad de la técnica dot blot, se utilizaron los sueros de los cuatro ratones
inmunizados con extractos de cerebros de hembras maduras (Snl y Sn2) (Ver Materiales v

métodos 2.2.1.1. 2.2.1.2.), a fin de determinar los titulos en anticuerpos especificos.

Se utilizaron como antigenos: Snl, Sn2, E.coli, y misculo. Los sueros de los ratones R1-
R2-R3-R4, fueron probados en diluciones: 1/100, 1/300, 1/1.000, 1/3.000. 1/10.000. Se
utilizé un control del segundo anticuerpo (sin primer anticuerpo), controles no especificos
(antigenos diferentes: musculo y E. coli) y control negativo (suero ratén no inmunizado).

Los resultados se resumen en la tabla V.



TABLA V. Evaluacion por dot blot del estado de inmunizacion de los ratones invectados con Snl v Sn2
fcerebro), utilizando diferentes diluciones de los sueros policlonales, y como controles no especificos:
antigenos (E.cofi y misculo) y sin pnmer anticuerpo, (+++ reactuvidad fuerte: ++ reactividad media; + baja
reactividad; - reactividad nula).

Suero Raton 1

Sin 17 Suero Suero Suero Suero Suern
anticuerpo 1100 143000 171000 1£3.000 LA10L000
Sn | ++ +++ +++ +++ +++ +++
Sn2 + +++ +4+ ik +++ +++
E.coli - - - - - -
Musc. - + + - - a

Suero Raton 2

Sin 17 Suero Suero Suero Suero Suern
anticuerpo 1100 1/300 1/1.000 1/3.000 1/ 10000
Sn | + + ++ + +++ +++ + + ++
Snl + ++ ++ + + ++ ++
E.coli - - - - - -
Musc. - + + + - -

Suero Raton 3

Sin 17 Suero Suero Suero Suero Suero
anticuena 1/100 L/304) 1/1.000 1/3.000 1/ 10000
Sn | e . +++ b e o + 4+ ++
Sn2 + ++ + + ++ + + ++
E.coli - - - - - .
Musc. - + + -+ - -

Suero Raton 4

Sin 1* Suero Suero Suero Suero Suero
anticuerpo 1/ 1040 /300 141,000 1/3.000 1/ 10,000
Sn | ++ +++ +++ +++ +++ +++
Sn2 + e + + + -+ + + ++
E.coli - - - - - P
Musc. - + + - . -
Control negativo
Snl Sn2 E.coli Musculo
Reontrol + + a .
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Los cuatro inmunosueros probados actuaron contra los dos antigenos (Snl y Sn2). Los
ratones R1 y R4 tuvieron los titulos mas elevados, como lo muestra la dilucion 1/10.000.
En ausencia de los inmunosueros se observé una reaccién positiva no especifica, mds fuerte
en el extracto Snl que en el Sn2, lo que sugiere una fijacion no especifica del anticuerpo
conjugado sobre compuestos del extracto o una actividad enddégena de tipo fosfatasa del
extracto, Esto es confirmado por la incubacién con un suero de ratén no inmunizado. Por
otra parte, solo los inmunosueros tuvieron una ligera reactividad frente a compuestos
presentes en el extracto de misculo. Estos compuestos pueden I6gicamente corresponder a

proteinas constitutivas presentes en todos los tejidos.

Mientras que los ratones R1 y R4 murieron presumiblemente a causa de parasitosis, los
inmunosueros de los ratones R2 y R3 fueron analizados seguin la misma técnica de dot-blot,
considerando su especificidad para diferentes 6rganos (Los resultados se detallan en la tabla
VD). Esto permiti6 evaluar la técnica para comparar la reactividad de hibridomas frente a
diferentes extractos de tejidos y asi poder seleccionar aquellos estrictamente especificos de

hembras maduras.

Estos andlisis en dot-blot sugirieron que los extractos de cerebro tienen una actividad
endogena de tipo fosfatasa alcalina. Sin embargo, se observé una reaccion especifica. en
particular del inmunosuero R3 con los extractos de cerebro. de ovarios maduros y de

ganglios tordcicos.

Estos resultados muestran la importancia de la técnica dot-blot para analizar anticuerpos
policlonales actuando. probablemente frente a una mayoria de antigenos fuertemente
representados en los extractos. Sin embargo, es posible que para un antigeno menos
reconocido por un anticuerpo monoclonal estrictamente especifico, la técnica dot-blot no

permita obtener una sefial detectable,
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TABLA VIL Tratamientos de formol y lemperaturd pars ehminar la reaceidn del Snl con el sustraro,
(++ reactividad media; + baja reactividad: - reactividad nula).

TRATAMIENTOS

Antigeno Sin Formol Formol | Formol 70°C 70°C
tratamiento 30 s | min 5 min 15 min 30 min
Snl ++ b + + + +

Los resultados muestran que ningin tratamiento es capaz de inhibir completamente |a
actividad enddgena, pero en todos los tratamientos hubo una neta disminucion de la sefial.

atribuida a una actividad fosfatasa alcalina endégena,

En base a estos resultados se analizé el efecto sobre la reactividad de los anticuerpos de un
iratamiento, ya sea con formol durante 5 minutos o a una temperatura de 70° C durante |
hora. El inmunosuero R3 fue probado a fa dilucién 1/100, paralelamente a un Sn] puro.

Los resultados se detallan en la tabla VIIL.

En concordancia con los resultados anteriores, los tratamientos disminuyeron la actividad
endogena, siendo la reactividad especifica de los anticuerpos ficilmente identificable por la

diferencia de intensidad en el dot-blot,

En conclusion se considers que la técnica de dot-blot, no era un método optimo para
seleccionar hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales especificos de moléculas de

lipo hormonal, presentes a priori, en bajas cantidades en el cerebro,



TABLA VIIL. Prueba para observar el efecto del formol y la temperatura sobre la reaccidn antigeno-

anticuerpo. (+++ reactividad fuerte; ++ reactividad media; + baja reactividad:

- reactividad nula).

Antigeno 1" Anticuerpo 2° Anticuerpo Sustrato Resultado
Sin tratamiento

SNI puro R3 1/100 dilucién 1/10.000 BCIP/NBT +++
SN1 puro dilucion 1/10.000  BCIP/NBT ++
SN1 puro BCIP/NBT ++
SN1 puro Re dilucién 1/10.000 BCIP/NBT +
Tratamiento con formol por 5 minutos

SN1 puro R3 1/100 dilucién 1/10.000 BCIF/NBT ++
SN1 puro dilucién 1/10.000 BCIP/NBT +
SN1 puro BCIP/NBT +
SN1 puro Rc dilucién 1/10.000 BCIP/NBT +
Tratamiento con temperatura a 70 °C por 1 hora

SN puro R3 1/100 dilucién 1/10.000 BCIP/NBT + 4+
SN1 puro dilucién 1/10.000 BCIP/NBT +
SN1 puro BCIP/NBT +
SNI puro Re dilucion 1/10.000 BCIP/NBT +

ica ELISA en mic

policlonales

Se considerd la técnica ELISA en microplacas para seleccionar hibridomas secretores de

anticuerpos especificos de compuestos del cerebro debido a las diferentes caracteristicas y

ventajas de esta técnica, a saber: la automatizacion que permite analizar muchas muestras. la
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cuantificacion por espectrofotometria que permite comparar diferentes hibridomas. y la gran

sensibilidad.

En este punto cabe indicar. que es posible fijar en la pared de cada pozo los antigenos a
partir de volimenes grandes de muestra, hasta 300 microlitros comparados con los | o 2
microlitros depositados sobre la membrana de nitrocelulosa en la técnica de dot-blot. Sin
embargo. hay que sedalar que los pardmetros de ELISA en microplacas son un poco mis

complejos a estandarizar que aquellos de dot-blot.

Inicialmente la ELISA en microplacas fue explorada evaluando los titulos de los sueros de
ratones previamente analizados por dot-blot. A fin de poder comparar estas 2 técnicas

fueron escogidas las mismas condiciones experimentales.

El anilisis de las figuras 14, 15, y 16 muestra que a partir de diluciones superiores a
1/1.000 todos los inmunosueros reaccionaban especificamente frente a los antigenos
presentes en los extractos de cerebro (snl y Sn2). La reaccién frente a un antigeno

muscular fue nula.

La cuantificacién por ELISA permite considerar los inmunosueros R1 y R4 como los

mejores, lo que corrrobora los resultados de dot-blot,

T
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Figura 16. Evaluacion por ELISA del estado inmunitario de los ratones R1-R2-R3-R4 conira antigeno
misculo (control).
Debido a que la sefial correspondiente al conjunto de complejos antigeno-anticuerpo es
relativamente débil, la sefial de la reaccién entre los anticuerpos monoclonales producidos
por un hibridoma y el conjunto de los mismos epitopes presentes en un pozo. aparentemente

no podrian producir una sefal diferenciable del ruido de fondo.

En base a estos resultados la técnica ELISA no parecié suficientemente eficaz para permitir
seleccionar con seguridad hibridomas especificos de moléculas de tipo hormonal presentes
en el cerebro del camarén. Sin embargo, esta técnica fue utilizada una Gltima vez para
evaluar los titulos de los ratones durante el proceso de inmunizacién hasta el dia de la fusion

(figura 17)
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Figura 17, Curva del desarrollo de la respuesta inmunitaria de los ratones R1, R2, R3, v R4, inmunizados
con Snl y Sn2. (10 : antes de la inmunizacién, 1 3 - después de la tercera inmunizacion. t A.F.: antes de la
fusién, tF.: dia de la fusién).

anticuerpos

La inmunofluorescencia fue considerada como una técnica de seleccion para analizar [a
reactividad de los hibridomas, debido a la posibilidad de visualizar directamente complejos
antigeno-anticuerpo, a pesar de estar presentes en muy baja cantidad. Esta técnica permite
también la localizacién del antigeno a nivel subcelular. lo que es particularmente importante
en la perspectiva de seleccionar anticuerpos especificos de hormonas presentes en celulas

neurosecretoras.

Con ¢l objetivo de desarrollar y evaluar la técnica de inmunofluorescencia se prepararon 2
tipos de muestras susceptibles de contener células neurosecretoras de gran talla que han

estado implicadas en la produccién de factores de maduracién,
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El primer tipo fue el de improntas a partir de cerebro previumente seccionado. y el olro
consistio en la suspension de células disociadas mecinica o enzimiticamente K

subsecuentemente citocentrifugadas,

El examen. con el microscopio fotonico. de suspensiones celulares citocentritugadas
muestran una mejor calidad de células disociadas enzinviticamente (figura 19). compuradas o
dquellas disoctadas mecdnicamente (figura 18). No obstante, es dificil reconocer ¢élulas

neurosecreloras mtactas,

La preparacion de suspensiones celulares vy de preparaciones histolégicas consumen mucho
liempo y requieren mucho material bioldgico (pricticamente un cerebro por plucar. A
contrarto. las improntas fueron ficiles de preparar y permiten la obtencion de célulis
neurosecretoras y celulas gigantes adecuadamente fijadas (figura 201 v su rendimienio poy
terebro es de 30-40 placas. Esto determind que se escogieran a las improntas para aplicar i

tecnica de mmunotluorescencia. como técnica de seleccion de hibridomas.

Figura 18. Disgrevaciin de células de cevebro de P vamsaned P raceracion {Hemacolori O N



Figura 19, Disgregacion de células de cerebro de P Vairittenies con pronasa | Hem
¢ Célula neurosecretora
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¢ Celuln neurosecrenoe

cirenentet { Hemacolor) 1000 X 0.G: Céluly TR

acolowey o TENMT Ny



Posteriormente se procedio a probar el protocolo base de inmunotluorescencia para ser
adaptado a la seleccién de hibridomas contra compuestos presentes en el cerebro. Con este
objetivo fueron utilizadas improntas preparadas a partir de cerebros de machos. juveniles.
hembras inmaduras v maduras. Se usaron en paralelo los inmunosueros de los ratones R1.
R2. R3. y R4, después de la tercera inmunizacion (13), a las diluciones 1/100. 1/1.000, y
1/10.000; vy el segundo anticuerpo a una diluciéon 1/100. Se utilizé control sin primer

anticuerpo. control del sustrato, y control no especifico (suero de raton no inmunizado).

Los sueros policlonales reconocieron especificamente las improntas a la dilucion 1/100. No

se aprecio diferencias en el reconocimiento entre los inmunosueros.

La técnica de Inmunofluorescencia fue seguidamente evaluada en paralelo con improntas de
cerebro y cultivo primario de hemocitos incubados o no previamente con extractos de
cerebro (Snl v Sn2). Esta prueba tenia como objetivo evaluar la especificidad del

mmunosuero R3 y determinar si los hemocitos pueden fijar compuestos del cerebro

(neurosecreciones).

El ensayo consisti6 en utilizar placas con cultivo primario de hemocitos (Materiales y
Métodos 2.9.3) incubado con Snl, placas con cultivo primario de hemocitos incubado con
Sn2, placas con cultivo primario de hemocitos, ¢ improntas de cerebro. Se utilizo el

inmunosuero en diluciones 1/100, 1/1.000 y 1/10.000; el segundo anticuerpo a una dilucion

1/100.

Los resultados determinaron que el inmunosuero reconocia las improntas de cerebro a la

dilucion 1/100. v también la membrana de los hemocitos, incubados o no con Snl y Snl.

Debido a que la Inmunofluorescencia aparecid efectivamente como la técnica mis adecuada
para detectar directamente neurosecresiones dentro de las células en improntas, y una vez
que fue superada con éxito la fase de implantacion de la técnica, se eligio este metodo para
seleccionar los eventuales hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales contra

compuestos presentes en el cerebro.
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ELULA N DE HI S SECRETORES
DE ANTICUERPOS CONTRA COMPUESTOS DEL CEREBRO

A partir del bazo del raton seleccionado (R3) para la operacion de hibridacién linfocitaria. se
obtuvieron 5 x 107 linfocitos que fueron fusionados con 107 células mielomatosas, Este
numero particularmente bajo de linfocitos, pudo deberse al mal estado de salud del raton al
momento de la fusién (enfermo), sabiendo que los otros 3 ratones murieron poco tiempo

antes. El medio selectivo HAT (Materiales y Métodos 2.6.1.3) fue adicionado el mismo dia

de la fusion.

Después de 10 dias de cultivo, tiempo normal de aparicién de hibridomas, no se observé
ningun hibridoma en los cultivos, y solamente 4 hibridomas fueron finalmente obtenidos

después de 6 semanas de cultivo..

Estos 4 hibridomas (5E4, 5ES, 5C5, 5G10) no reconocieron ninguna célula o compuesto en

las improntas de cerebro de hembras maduras (figura 21).

El bajo nimero de hibridomas producidos revel6 un fracaso en la operacion de hibridacion
linfocitaria enfocada a la obtencién de hibridomas secretores de anticuerpos contra

compuestos presentes en el cerebro
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Tabla IX. Evaluacion por dot blot de los titulos de los inmunosueros de los ratones (Rh, Rm). GT.
ganglio tordeico (110, 1/100): Mise, misculo (1710, 1/100); HI mad, hemolinfa de hembea madura ¢ 171001,
Los controles utilizados fueron: controles negativos (Re = ratén control) .y 2C9, control del segundo
anticuerpo (C2a). control del sustrato (Csus), y control sin antigeno (Ag). (+++ reactividad fuerte, ++
reactividad media, + baja reactividad, - reactividad nula),

Suero Suero Rh Suero Rm Controles
Ag /10| 17100 { 1/1.000 § 1210 | 17100 | 171.000 J2C9 |Rc |C2a [ C sus | Ag
GT 110 | +++ | ++ + ++ | ++ - - - - . )
GT 11100 | +++ | ++ + ++ | + - x = . 2 3
Muse /10 + - - - + - - - - -
Musc 1/100] + 3 = -+ - - - - 3 =
HI mad ++ + - ++ - - = = - -

Los dos inmunosueros reconocieron al extracto de ganglio tordcico. La reaccion del
inmunosuero del ratén Rh fue mds sensible, para las diferentes diluciones del anticuerpo v
del extracto de ganglio tordcico. En cuanto al reconocimiento de otros tejidos. las reacciones
fueron similares pero con menor intensidad, lo que indicé que los inmunosueros tienen

anticuerpos que reconocen antigenos comunes a todos los tipos de células.

3.3.2. Andlisis de la técnica ELISA en microplacas mediante anticuerpos
policlonales

Paralelamente al dot-blot, la técnica ELISA en microplacas fue evaluada en condiciones
similares (fig 22). lo que mostré que esta prueba tiene la misma sensibilidad (Rh 1/1.000)

que el dot-blot, pero con la ventaja de poder cuantificar la sefial.

—— o —
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Figura 22, Estado de inmunizacion de los ratones (Rh, Rm) utilizando el inmundgeno extracto de zanglio
tordcico dilwde 1/10 v 17100, El inmunosuerce fue probado a las diluciones /100 1100, 171000 v

El ELISA fue utilizado para determinar los titulos de los ratones (Rm y Rh) antes de la
primera inmunizacion, luego de la tercera inmunizacion, y el dia de la fusion. Con los
inmunosueros a una dilucion 1/100 y el extracto de ganglio tordcico diluido 1/10. se formé
una curva que refleja el desarrollo de la respuesta inmunitaria de los ratones durante la fase

de inmunizacion (figura 23). El raton Rm fue utilizado para la fusion debido a que el otro
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Curva de inmunizacién
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Figura 23. Curva de inmunizacion de los ratones (Rh, Rm) inyectados con un extracto de gangho wricico
de hembras maduras P. vannamei, 10 antes de la inmunizacidn; 3 después de la tercera inmunizacion: 1F dia
de la fusion. ¥ ratén muerto,

34. ﬂJSI{'}N CELULAR PARA LA OBTENCION DE HIBRIDOMAS SECRETORES
DE ANTICUERPOS CONTRA COMPUESTOS DEL GANGLIO TORACICO

A partir de la diseccidn del bazo del ratén seleccionado se obtuvieron 80 x 106 linfocitos (jue

fueron fusionados con 16 x 100 celulas mielomatosas (relacion 5 linfocitos/| mieloma),

Las células fueron colocadas en las placas a una concentracién de 60.000 por pozo, La
adicion del medio selectivo HAT (Materiales y Métodos 2.6.1.3) se realizé 24 horas

después de la fusion. Al dia4 vy 8 el medio fue cambiado,

Se obtuvieron 124 hibridomas para esta fusion, los cuales fueron probados por el metodo de

ELISA.




En estas pruebas de seleccion de hibridomas se utilizé como antigeno el extracto de ganglio

toracico a una dilucion de 1/5.  Se realizaron controles negativos con un anticuerpo
monoclonal contra una bacteria (2C9), control sin anticuerpo especifico, y sin ningun
anticuerpo. El control positivo correspondio al inmunosuero del raton Rm colectado el dia

de la fusion (RMF).

Los hibridomas fueron probados por ELISA de 2-6 veces. Se considero como positivos los
hibridomas que tenian una respuesta ligeramente mayor a la sefal de los controles. Fueron

seleccionados 13 hibridomas. Figura 24.

A fin de evitar perder algin hibridoma interesante, se decidio conservar todos los hibridomas
correspondientes a una senal apenas superior a la del control. Asi. con la senal de los
controles igual a 0,070 (absorbancia 414 nm), se obtuvieron 8 hibridomas con una senal de

(0,080 a 0,100 v 5 hibridomas con una sefial superior a 0,100.

La especificidad de los 13 hibridomas previamente seleccionados fue analizada contra
diferentes tejidos: ganglio toricico de hembra y macho (1/100), plasma de hembra madura
{1/100), plasma de hembra inmadura ( 1/10), hemocitos de hembra madura (1/10) y musculo

(1/10). Los mismos controles fueron utilizados (figura 25).
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Figura 24. Resultados de la seleccién de hibridomas por ELISA. Controles positivo inmunosuero del Rm
¢l dia de la fusién (RMF), control no especifico (2C9 contra Vibrio harveyi), control sin primer anticuerpo,
control sin primer mi segundo anticuerpo.

Estos resultados confirmaron la reactividad de 3 de los 5 hibridomas previamente
identificados. El anticuerpo monoclonal 6F9 reconoce un compuesto presente en el ganglio
tordcico, ya sea de hembra o macho. El anticuerpo monoclonal 3B6 reconoce un compuesto
presente en el plasma de de hembra maduras. El anticuerpo monoclonal 10F5 reconoce un

compuesto presente en baja concentracién en los diferentes tejidos.

Mediante la prueba de dot blot solo el hibridoma 6F9 reconocié especificamente al extracto

del ganglio tordcico, lo que confirmé los resultados de ELISA.
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Reactividad de hibridomas seleccionados
contra diferentes organos
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Figura 25. Resultados de la prueba de ELISA con los hibridomas seleccionados sobre diferentes tejidos
(GT MAD ganglio toricico de hembras maduras, GT MACH ganglio tordcico de macho, HL MAD plasma
hembra madura, HL TN plasma hembra inmadura, HEM MAD hemeocitos hembra madura, MUSC misculo).
Controles positivo suero policlonal macho fusién, control no especifico (2C9 contra Vibrio harveyi). control
del segundo anticuerpo (sin primer anticuerpo), control del sustrato (sin primer ni segundo anticuerpo).

Con el objetivo de caracterizar mas los hibridomas seleccionados, y determinar la
localizacién de los epitopes se realizé una inmunofluorescencia sobre improntas del cerebro
de hembras maduras e inmaduras. Se siguié el protocolo optimizado (Materiales y Métodos
2.9.5). Se utilizé como control positivo el suero policlonal del macho (1/100), control del

segundo anticuerpo, control del sustrato y control no especifico.

Los controles se presentaron sin fluorescencia no especifica, y solo los anticuerpos 6F9 y
I0FS mostraron imagen de fluorescencia a nivel de las neuronas, con un claro
reconocimiento del citoplasma (fuertemente fluorescente) mientras los niicleos aparecieron

negativos (Tabla X)
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DISCUSION

Dentro del marco de investigacién desarrollado en endocrinologfa de camarones, la prioridad
ha sido dada a factores de maduracién y eventualmente la utilizacién de hormonas

purificadas, con el fin de optimizar los procesos en los laboratorios.

La estrategia que fue diseiiada en CENAIM, reposa en la obtencién de anticuerpos
monoclonales especificos de factores de maduracidén que han sido puestos en evidencia en ¢l

cercbro y ganglio toricico.

El presente trabajo fue focalizado en la concepcion, la elaboracion y la evaluacion de
pruebas, lo mejor adaptadas posibles, para la seleccién de hibridomas obtenidos por

hibridacidn linfocitaria,

Es importante subrayar el cardcter exploratorio de estas hibridaciones, ya que ningtin factor
hormonal ha sido hasta la fecha purificado. Por referencias a trabajos relacionados al ganglio
cerebral del mejillon (Kellner-Cousin, 1993), las inmunizaciones fueron realizadas
simplemente con extractos de cerebro y ganglio tordcico, siendo estos disccados de animales

maduros a fin de poder reconocer anticuerpos especificos de factores de maduracion.

La primera operacion de hibridacién linfocitaria estuvo relacionada a factores del cerebro y se
consideraron 3 tipos de inmunopruebas (dot-blot, ELISA, IFI). Se necesitd de Ia realizacion

de una inmunoprueba comparativa entre cerebro de hembra madura e inmadura.

El método dot-blot fue considerado y evaluado en razén de, la simplicidad de su puesta en
marcha y su cardcter semicuantitativo. Este método fue posteriormente descartado debido a

su limitada sensibilidad y la presencia de una actividad fosfatasa alcalina enddgena.

*
"
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La técnica ELISA en microplacas no se revelé mds sensible que el dot-blot, v fue
considerada igualmente no apta para poder poner en evidencia complejos antigeno-
anticuerpo, considerando que se trata de anticuerpos monoclonales especificos de factores

presentes a priori en muy baja cantidad.

La técnica de inmunofluorescencia fue optimizada y finalmente escogida. ya que permitio
reconocer a nivel subcelular, la presencia de complejos antigeno-anticuerpo, incluso si estos
se encuentran en bajas cantidades. Segin este método se logré seleccionar los anticuerpos
monoclonales especificos de factores inmunitarios del camardn y del mejillon (Noel, [992).

asi como de factores endocrinos del mejillon (Kellner-Cousin, 1993).

Desafortunadamente la operacién de hibridacién linfocitaria fue un fracaso. siendo la baja

tasa de fusion dificil de explicar.

La misma estrategia fue la base de la segunda operacion de fusién, con ganglios toricicos.
sin embargo, la inmunofluorescencia no pudo ser considerada porque solo se contaba con

tejido congelado, lo que impide la preparacion de improntas.

En estas condiciones se escogio preferencialmente la técnica ELISA sobre el dot-blot, no por
un criterio de sensibilidad sino por la capacidad de cuantificar la senal y consecuentemente
poder identificar hibridomas cuya sefial diferia solo muy ligeramente del control. Este
procedimiento se mostré efectivo ya que finalmente se logré seleccionar 2 hibridomas en
base de su secrecidn de anticuerpos, actuando contra factores presentes en el ganglio toricico
de hembras maduras y también en machos maduros, revelindose la presencia de estos

epitopes por inmunofluorescencia en el cerebro.




La caracterizacion y el estudio de los epitopes respectivos constituye la futura etapa del
trabajo. En esta perspectiva es interesante anotar que el ELISA en microplacas va a ser
ciertamente muy util para estudiar la cinética de expresion y regulacion de estos factores.,
mientras que la IFI va a servir de base para los trabajos de inmunohistologia necesarios para

localizar con precision los epitopes.




CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es un enfoque nuevo en el estudio de los procesos endocrinos en los crusticeos. Se ha
logrado obtener anticuerpos de interés para la endocrinologfa (6F9 y 10F5). Un anticuerpo

de interés para la inmunologia (3B6),

Las perspectivas de utilizacion del anticuerpo 6F9 son:

Determinar el peso molccular de los factores reconocidos por los anticuerpos 6F9 y [0FS.,
mediante la técnica de western-blot. El conocimicnto de este criterio puede facilitar la pre-

purificacién.

Purificar por electroforesis/western-blot, cromatografia de afinidad o HPLC/ELISA. los

factores, lo que permitird determinar la secuencia de aminodcidos.

Localizar a nivel celular y ultraestructural los factores mediante la técnica de inmunogold.

Analizar la cinética y la regulacion de expresion de los factores mediante inmunopruebas de

tipo ELISA, a fin de estavlecer relaciones con los factores de maduracion.

Analizar el efecto ae los factores purificados sobre la fisiologia/maduracién del camardn,

Clonar los genes de los factores, en caso de su interés fisiolégico, mediante la preparacion de
un banco de ¢cADN en vectores de expresion, que serd analizada ya sea preferencialmente con
la ayuda de los anticuerpos monoclonales GF9 y 10F5, o de oligonucledtidos sintéticos cuyas

secuencias serian deducidas de la secuencia de aminodcidos del factor.
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