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RESUMEN

En el presente trabajo se describe un procedimiento por medio del cual pueden ser obtenidos anticuerpos a partir
de moléculas pequenas de neurotransmisores usando glutaraldehido como agente acoplador. Este procedimiento
fue desarrollado bajo la condicion de que el inmunégeno usado para la preparacion del anticuerpo fuera, hasta
donde fuese posible, de la misma identidad que la molécula transmisora fijada al tejido. Con el de fin de lograr
mayor éxito, los péptidos, aminas o aminoacidos' fueron conjugados a una proteina acarreadora usando
glutaraldehido. Los anticuerpos obtenidos fueron usados en estudios de inmunohistoquimica permitiendo la
deteccion de estos transmisores después de un proceso de fijacion con glutaraldehido o paraformaldehido para
los péptidos.

Palabras Clave: Anticuerpos contra neurotrasmisores, anticuerpos frente a pequenias moléculas, neurotrasmisores,
péptidos, produccion de anticuerpos.

ABSTRACT

In the present paper a procedure is described by which antibodies to small transmitter molecules can be obtained
using glutaraldehyde as coupling reagent. This procedure was developed based on the condition that the
immunogen used for the preparation of the antibody should, as much as possible, have the same identity as the
transmitter molecule fixed in the tissue. In order to achieve this goal, aminergic, amino acid, or peptidergic
transmitters were conjugated to a carrier protein by using glutaraldehyde. The resulting antibodies could be used
in an immunocytochemical procedure which allowed the detection of these transmitters together with peptides
after a single tissue fixation procedure with glutaraldehyde or paraformaldehyde.

Key Words: Antibodies to neurotransmitters, antibodies to small molecules, neurotransmitters, peptides, antibodies
to small transmitter molecules.

NOTA CIENTIFICA

INTRODUCCION

1 desarrollo de técnicas de tincion especificas ha
contribuido mucho al conocimiento de la
neuroanatomia y las funciones del Sistema Nervioso
Central (SNC). Desde la introduccion de latécnica de
tincion de Golgi, algunos otros métodos han sido desarrollados
a fin de estudiar las estructuras y conexiones neuronales.

Nota: Articulo recibido el 12 de mayo de 2009 y aceptado el 09 de junio
de 2009.

Cuando se observo que lainformacion del SNC era transportada
vialaliberacion de neurotransmisores, la atencion se concentro
en el desarrollo de técnicas que permitieran la localizacion de
tales componentes, como la de Falck- Hillarp'? que pone en
evidencia la presencia de aminas, las técnicas de enzima
citoquimicaparael sistema colinérgico y latincion de Gomoripara
sistemas neurosecretores. La faltade sensibilidad y aplicabilidad
de estas técnicas fue superada por la inmunohistoquimica. Esta
técnica tiene un enorme potencial para estudiar la organizacion
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de transmisores especificos en las neuronas y sus procesos
utilizando anticuerpos capaces de detectar pequeilisimas
diferencias entre moléculas. Inicialmente existiaamplia creencia
de que era imposible incrementar la especificidad de los
anticuerpos contra moléculas tan pequefias como una amina o
unaminoacido, sinembargo, la solucién a este problema empezo
avislumbrarse cuando Landsteiner’, mostro que algunos cambios
en pequefias moléculas daban como resultado cambios en el
reconocimiento de estas moléculas porun anticuerpo, y mas ain,
que es posible obtener anticuerpos a partir de moléculas mas
pequenas. Pasaron cincuenta afios para que estas observaciones
fueran aplicadas a la investigacion neurologica. Geffard y
colaboradores*® Steinbusch y Verhofstad® y Storm-Mathisen y
colaboradores’, introdujeron a la neuroanatomia el uso de
anticuerpos a partir de moléculas pequefias de transmisores.
Geffardy col.** desarrollaron una técnica que permite mantener
la molécula del transmisor sin cambios a lo largo de todo el
proceso de inmunohistoquimica, desde la preparacion del
inmunogeno para inducir anticuerpos, la fijacion y latincion del
tejido logrando gran especificidad en las pruebas. Esta estrategia
combinada con procedimientos practicos es lo que nosotros
describiremos en el presente trabajo.

PREPARACION DEL INMUNOGENO

Elresultado de un procedimiento de tincion Inmunohistoquimica
depende de lareaccion de un anticuerpo con un antigeno. Como
ha sido discutido por Pool y Buijs® la fijacién ocupa un papel
central en el proceso porque cambiara la conformacion del
antigenoy portanto laespecificidad y laafinidad por el anticuerpo.
Especialmente en el caso de moléculas pequeiias, el inmundgeno
usado para la preparacion de anticuerpos debe tener, hasta
donde sea posible, la misma identidad de las moléculas fijadas
en el tejido donde se llevara a cabo el proceso de tincion. Por
supuesto, las moléculas pequefias necesitan ser acopladas a
moléculas grandes a fin de lograr que sean buenos inmundgenos
o para localizarlas en los tejidos. Siguiendo esta linea de
razonamiento es necesario usar la “fijacion de tejido” en la
preparacion de este conjugado inmune. Para este proposito es
deseable usar glutaraldehido en vez de formalina por razones de
velocidad de fijacion y para evitar la formacion de productos
indeseables como se discute por Geffard y col.** y Pool y Buijs’.
Si el glutaraldehido es usado como un agente conjugante todas
las moléculas con grupos libres pueden acoplarse a la proteina
acarreadora. Sin embargo, otros grupos son también accesibles
a la fijacion con glutaraldehido!'*'2,

A fin de obtener una conjugacion 6ptima con glutaraldehido es
importante tener en cuenta algunas condiciones:

1. Paraobtenerunarespuestasuficientemente alta de anticuerpo,
almenos 0.1-0.2 umol, el hapteno debe ser conjugadoa 1 mg

de proteina acarreadora.

2. Laconcentracion de glutaraldehidoutilizada debe sertan baja

como sea posible. Usualmente una concentracion final de
0.1% es suficiente y en ningtin caso debe excedera 0.5% a fin
deevitarlapolimerizacion. Laconcentracion de glutaraldehido
es muy importante porque una gran variedad de grupos
moleculares reaccionan con el glutaraldehido a
concentraciones altas. A bajas concentraciones el
glutaraldehido reacciona primero con los dos grupos NH, de
lalisinatanto en posicion alfa como epsilon. Concentraciones
altas de glutaraldehido durante la preparacion del inmunogeno
producen anticuerpos altamente inespecificos que producen
asuvez mucho fondo en las tinciones de secciones de tejido.
Esto se explica por la formacion de muchos anticuerpos en
grupos inespecificos que estan unidos al glutaraldehido.

3. Paralas catecolaminas, Na,S O, u otros agentes reductores
como el acido ascorbico deben ser adicionados a las
soluciones amortiguadoras después del acoplamiento a fin
de evitar oxidacion en el anillo de la estructura quimica de las
catecolaminas. El acido ascoérbico puede ser usado durante
el acoplamiento.

4. Despuésdel acoplamiento, el inmunogeno debe serreducido
por medio de NaBH, " a fin de prevenir la induccién de
anticuerpos a los grupos cargados C=N del inmunogeno (ver
Figura 1). Antes del tratamiento con el borohidruro de sodio,
la reaccion da una mezcla de color amarillo (los grupos
cargados C=N) y después de la reaccion la mezcla se torna
blanca. Sino es asi debera adicionarse mas borohidruro. En
el caso de anticuerpos a partir de péptidos se omitira el uso
de borohidruro o se utilizara en cantidades muy pequenas.

5. Para cada antigeno deberan determinarse las condiciones
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Figura 1. Secuencia de fijacién de dopamina a un grupo NH,
de una proteina acarreadora. La dopamina es fijada con su
grupo NH, por medio de un doble enlace. Este doble enlace es
reducido con borohidruro de sodio dando como resultado una
cadena alifética.
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( Hapteno Concentracion Concentracién | Tiempode ) resultado tan efectiva como el adyuvante completo de
delhapteno finaldel reaccién Freund y por esta razon nosotros lo utilizamos en nuestro

glutaraldehido trabajo. Para algunos haptenos, se investigo la respuesta

con una sola inmunizacién. Inicialmente se probo si una

DA 1.22mg/ml 0.1% 30min sola inmunizacién con serotonina conjugada con
SHT 2.5mg/ml 0.1% 10min glutaraldehido erasuficiente para darunarespuestainmune
GABA 0.6mg/ml 0.1% 30min adecuada. Asi, un animal recibid una sola inmunizacion
Péptidos +/-5mg/ml 0.15% 3-4h con 40 umol de serotonina conjugada a 2 mg de

\ J tiroglobulina. Tres y cinco meses después este animal
Tabla I. Preparacién de inmunégenos para diferentes transmisores. recibio una inmunizacion adicional. Otro animal recibid

optimas de acoplamiento con glutaraldehido. Esto se hace
adicionando antigeno tritiado a fin de establecer el tiempo
optimo de reaccion para la preparacion del inmundgeno. Es
necesario hacer notar que cada proteina acarreadora tiene
diferente nimero de sitios de unién para glutaraldehido y
como consecuenciade esto, un mimero diferente de antigenos
que pueden ser acoplados. Por lo tanto, deberan hacerse
curvas de union por separado para cada antigeno y para cada
proteina acarreadora (ver Tabla I).

deben ser adicionadas

Las siguientes soluciones

subsecuentemente:

0.1 ml hapteno, 0.8 ml tiroglobulina en concentracionde 2.5 mg/
ml, 0.1 ml de glutaraldehido en amortiguador de fosfatos pH 6
(Tablal).

Lareaccion fue detenida adicionando aproximadamente S mgde
borohidruro de sodio. Para los péptidos no es necesaria la etapa
de reduccion con borohidruro, porque esta sustancia pude
destruir el hapteno y favorecer la produccion de anticuerpos en
grupos no deseados. Posteriormente el inmundgeno fue dializado
a4°C contra una solucion de Na S, 0, al 0.2% en amortiguador
de fosfatos pH 6.

Con esta estrategia se produjeron anticuerpos a partir de:
serotonina (SHT), dopamina (DA), acido gama amino butirico
(GABA), o péptidos como vasopresina (VP), somatostatina
(SOM), péptidos intestinales vasoactivos (VIP), neuropéptido
Y (NPY)y sustancia P (SP).

INMUNIZACION

Para inmunizar a los conejos: 1 ml del inmunédgeno debe ser
mezclado fuertemente con 1 ml de adyuvante completo de
Freund e inyectado por via subcutanea e intramuscular. Si se
hacen repetidas inmunizaciones, la segunda inmunizacion se
harad después de una semana, seguida por un esquema de
inmunizaciones dos veces por semana usando adyuvante
incompleto de Freund. Se tomara una muestra de sangre
heparinizada después de la sexta semana y una semana después
de la 0lltima inmunizacion. Dados los efectos inflamatorios del
adyuvante completo de Freund muchos investigadores han
buscado sustancias alternativas'#!, sin embargo, ninguna ha

repetidas inmunizaciones con el mismo inmunégeno. El
titulo de los anticuerpos se siguié por intensidad de tincion
usando 100 pg de serotonina fijadas con glutaraldehido a una
matriz de nitrocelulosa y gelatina (Fig. 2). Esta figura muestra
claramente que las inmunizaciones repetidas son poco efectivas.
Si realmente se requieren multiples inmunizaciones deberan
hacerse con adyuvante incompleto de Freund, el cual carece de
sustancias inflamatorias. Sin embargo, nosotros hemos
demostrado recientemente que estas sustancias inflamatorias
son esenciales para inducir una buena respuesta de los
anticuerpos'®. Los resultados indican que no en todos los casos
son necesarias repetidas inmunizaciones para obtener una
respuesta inmune, una sola inmunizacion puede ser suficiente.
Ya que los péptidos son mucho mas caros que las aminas o los
aminoacidos, repetidas inmunizaciones con péptidos pueden
elevar mucho el costo de operacion. Nosotros pensamos que
puede ser mucho mas rentable restringirnos a una sola
inmunizacion para la mayoria de los péptidos. Para todos los
péptidos se utilizdo el mismo protocolo de conjugacion. Se
realizaron inmunizaciones contra somatostatina (SOM),
colecistocinina (CCK), neuropéptido Y (NPY), factor
natriurético atrial (ANF), factor liberador de corticotrofina
(CRF), Péptido intestinal vasoactivo (VIP) y sustancia P (SP).
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Figura 2. Puede apreciarse la intensidad de la densidad 6ptica
integrada (DOI) de 100 pg de serotonina en secciones de tejido
después de las inmunizaciones. El conejo 1 recibié maltiples
inmunizaciones (*). El conejo 2 recibi6 s6lo 3 inmunizaciones
(°). Nétese que después de la primera inyeccién del animal 2
el titulo de anticuerpos se eleva considerablemente y en la
segunda inmunizacién la DOI tiene una baja importante.
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Todas las inmunizaciones produjeron anticuerpos al
inmunoégeno utilizado, aunque el titulo de ANF y CRF fue
demasiado bajo para permitir una aceptable deteccion por
inmunohistoquimica en tejido fijado. Con los demas péptidos,
una sola inmunizacioén con 0.5 mg de péptido produjo un titulo
de anticuerpos suficiente para la localizacion del antigeno en
tejido fijado con glutaraldehido por inmunohistoquimica.
También puede ser usado paraformaldehido como fijador
especialmente para péptidos.

PROCEDIMIENTO PARA LA PRUEBA DE ANTICUERPOS
Laespecificidad del anticuerpo debe ser probada por diferentes
caminos, los cuales se discuten ampliamente por Pool y Buijs’.
Para el control del titulo y la especificidad inicial pueden ser
usados diferentes procedimientos en los cuales es fundamental
probar con el antigeno fijado al tejido con glutaraldehido en vez
de usar antigeno libre.

Nosotros desarrollamos el siguiente sistema de prueba para
evaluar la potencia y especificidad del antisuero.

Hojas de membrana de nitrocelulosa (poro de 0.1um) fueron
incubadas por 1 h en una solucion de gelatina (2g/1t a razén de
0.5ml/cm?a40°C conagitacion suave. Se lavaron por4 veces con
aguay sedejaronsecaral aire. Utilizando este procedimiento, las
membranas retuvieron cantidades reproducibles de gelatina de
aproximadamente 50pug/cm?. La cantidad de gelatina y el tamafio
del poro parecen ser cruciales, ya que ambos influyen en la
eficaciadelafijacionyladeteccion porinmunohistoquimica. Un
microlitro de solucion de antigeno que contiene 5-100 pg/uL se
aplico alamatriz de nitrocelulosa-gelatina. Subsecuentemente,
una hoja de papel filtro (Whatman 3 mm) fue remojada en una
solucion de glutaraldehido al 5% en amortiguador de fosfatos
0.1M pH 7.6 y secado hasta que el incremento de peso del papel
fue del 30%, se colocd encima del papel de nitrocelulosa y se
presiond por 5 min (ver detalles en '7-®). Después la membrana
de nitrocelulosa con el antigeno fijado se sometio a las mismas
condiciones de tincion por inmunohistoquimica que las secciones
de tejido fijado.

Después delaadicion de 3,3 diaminobencidina (DAB), se midid
la densidad optica de las manchas y se expres6 como densidad
optica integrada.

La ventaja de este método es que el procedimiento de tincion y
fijacion para la evaluacion de la especificidad es idéntico al
utilizado para el tejido. Un ejemplo de estos resultados se da en
la Figura 3 la cual ilustra que el anticuerpo a serotonina
practicamente no muestra reaccion cruzada con noradrenalina
(NA) o DA y que el anticuerpo en dopamina casi no cruza con
SHT oNA. Estosresultados confirman que el procedimiento aqui
detallado produce anticuerpos altamente especificos y sensibles.
Por supuesto, la prueba final para demostrar la sensibilidad y
afinidad de los anticuerpos fue llevada a cabo en el tejido.

( Anti Dopamina Anti Serotonina )
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Figura 3. Se muestra la intensidad de la tincién en las manchas
frente a diferentes concentraciones de aminas utilizando un
anticuerpo contra dopamina o serotonina. Con el anticuerpo
en dopamina sélo una mancha de 5,000pg de noradrenalina es
capaz de hacer una reaccién cruzada detectable. Con
antiserotonina sé6lo 5,000pg muestran una reacci6n detectable.

FiJACION DEL TEJIDO

La fijacion de pequefias moléculas de transmisores en el tejido
produce algunas veces problemas de consideracion. En general
estas moléculas son altamente difusibles. Algunas veces hay
pérdida de ellas bajo condiciones hipdxicas. A fin de asegurar
unarapida fijacion es necesario emplear un sistema de perfusion
apresionutilizando primero 50 ml de solucion salinaisotonicay
en seguida introducir el fijador en el cerebro. Se puede utilizar
como fijadorunasolucion de concentracion alta de glutaraldehido
algunas veces junto con paraformaldehido al 1% paramejorar la
preservacion de las ultraestructuras. El glutaraldehido se diluye
en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 o si es necesario
en solucién amortiguadora de citratos o acetatos pH 4, sobre
todo con las catecolaminas debido alas propiedades antioxidantes
de estas sustancias.

El acido ascorbico puede ser adicionado para proteger el anillo
de las catecolaminas. Se puede hacer una postfijacion dejando
el tejido en el mismo fijador otras 2 h.

De aqui en adelante el anillo catecolamina de la dopamina debe
ser protegido por adicion de un agente reductor; usualmente se
agrega 1% de Na,S O, alasolucion de lavado y ala solucion de
incubacion del primer anticuerpo.

Dependiendo de las propiedades del antigeno en las secciones
de tejido puede someterse éste, a condiciones reductoras con
borohidruro de sodio a fin de obtener un mejor reconocimiento
del antigeno por parte del anticuerpo (ver Tabla Il y Figura 4).

Ademas, si se utiliza glutaraldehido en el proceso de fijacion es
posible detectar un gran nimero de diferentes antigenos desde
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( Glutaraldehido Glutaraldehido Necesidad de Borohidruro Formalina
pH4 pH7 despuésdelafijacion
DA +H+ ++ NO -
SHT +H+ ++ SI -
GABA + A NO -
Vasopresina + ++ NO ++
Sustancia P +H+ + NO +H+
VIP + + SI +H+
NPY + + SI ++
Somatostatina + + NO +H+

El nimero de cruces indica la intensidad de la tincion: — no hay tincion, + débil, ++ buena, +++ intensa.

Tabla II. Relativo reconocimiento del antigeno en tejido fijado con diferentes sustancias.

H,C=0 + HN-R1
M
H
H, O
R1-N-CH,
H2 H2
R1-N-COH + H,N-R2
@
HZ HZ HZ
R1-N-C-N-R2

J

Figura 4. Se muestra una posible secuencia de fijacién con
formalina reaccionando con grupos NH2. La primera unién
forma un grupo metilol reactivo (1) el cual puede reaccionar
con otro grupo NH2 (2).

aminas y aminoacidos hasta neuropéptidos. Como puede
observarse en la Tabla II, las aminas y aminoacidos no pueden
ser detectados tras la fijacion con formalina en contraste a los
neuropéptidos. GABA y SHT pueden ser fijados con formalina
aunque a mucha mas baja velocidad que con glutaraldehido®
(Figura5).

Este resultado puede ser explicado porque los anticuerpos
formados contra antigenos conjugados con glutaraldehido s6lo
reconocen este antigeno cuando esta acoplado a glutaraldehido.
La alta afinidad del glutaraldehido por estas aminas en
comparacion a la formalina permite, sin embargo, la adicion de
pequetias concentraciones de formalina durante la fijacion sin
una notable reduccion en la intensidad de la tincion.

Enel caso de los péptidos, la fijacion con formalina permite una
mejor deteccion y esto pude ser explicado porque la adicion de
larelativamente pequefiamolécula de glutaraldehido no modifica
el sitio antigénico de forma considerable. Los anticuerpos
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Figura 5. A) Muestra la velocidad de fijacién de la serotonina (5HT) por Glutaraldehido (GA) o paraformaldehido (PAF) a la proteina
acarreadora tiroglobulina. La cantidad de transmisor unido a la proteina se expresa en tiempo. B) Muestra la relativa velocidad
de fijacién de la serotonina (5HT), dopamina (DA) y glutamato (Glu) a una proteina acarreadora con glutaraldehido. La cantidad
de transmisor unido a la proteina se expresa en tiempo.




junio, 2009

Buijs, RM. & Basualdo, M.C.: Anticuerpos dirigidos a moléculas de neurotransmisores 43

generados no son necesariamente dirigidos a la parte de la
molécula conjugada al glutaraldehido. Esta fijacion expone
probablemente grupos que quiza también son accesibles después
de la fijacion con formalina. En resumen, la fuerte fijacion con
glutaraldehido probablemente dificulta la penetracion de los
anticuerpos y algunas veces puede disminuir la intensidad de la
tincion, cosa que no sucede con la formalina.

Por otra parte, los anticuerpos formados contra inmundégenos
conjugados a formalina no necesariamente detectan antigenos
en tejido fijado con glutaraldehido. El hecho de que algunas
veces el tejido necesita ser reducido con borohidruro para una
optima deteccion del antigeno y a veces no, sélo indica que en
ocasiones las cargas positivas resultado de las dobles ligaduras
presentes, impiden launion exitosa del anticuerpo y el antigeno.
Si la reduccion no es necesaria, el anticuerpo probablemente
reconozca la parte de la molécula que no esta afectada por las
dobles ligaduras, o la union del anticuerpo no se vea bloqueada
por las dobles ligaduras.

De los datos de la tabla II puede concluirse que la fijacion con
glutaraldehido a un pH bajo da como resultado una mejor
deteccion de péptidos que la fijacion con glutaraldehido a pH
alto. Este resultado puede explicarse porque gran variedad de
grupos moleculares reaccionan con glutaraldehido a pH 7, pero
a pH 4 la afinidad por glutaraldehido de la mayoria de estos
grupos es baja, excepto para grupos NH, alfa y epsilon de
lisina!®!!, Seleccionando el pH al que se realiza la fijacion también
es posible seleccionar los grupos que reaccionan con el
glutaraldehido. Si se utilizan concentraciones bajas de
glutaraldehido los grupos con mas alta afinidad como los grupos
NH, alfay epsilon de lisina se conjugarén de forma preferencial.

Aparte de la sensibilidad y especificidad que presenten los
anticuerpos, una de las grandes ventajas de usar un solo proceso
de fijacion es que estos anticuerpos pueden detectar aminas,
aminoacidos y péptidos en el mismo tejido. Ejemplos de este
procedimiento puede verse en Buijs y col."’

Para la localizacion de péptidos algunas veces es necesario el
uso de Triton X-100, porque sin el detergente generalmente no
pueden verse en latincion las terminales axonales (ver discusion
en ). Para algunos péptidos puede usarse postfijacion con
0s0, para después hacer tincion de cortes ultrafinos de tejido
incluidos enresina plastica?-?2, Esto debe serrevisado para cada
péptido por separado, sin embargo, en nuestra experiencia, la
tincién de cortes ultrafinos incluidos en resina plastica es
posible cuando el péptido esta presente en concentraciones
altas, por ejemplo en laeminenciamedia o en la hip6fisis, pero la
concentracion de péptido en terminales axonales en otras partes
del cerebro es demasiado baja para ser detectada.

Hemos observado que para GABA, asi como para otros
aminodcidos, la fijacion con OsO, no destruye la antigenicidad
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Figura 6. Localizacién ultraestructural de GABA en un material
postfijado con OsO,. Esta figura ilustra una terminal conteniendo
GABA y formando una sinapsis con un pituicito en el |6bulo
neural. El aminoidcido GABA se puede visualizar por los
pequeiios puntos de 10 nm de particulas de oro unidas al
anticuerpo secundario anti GABA.?*

de lamolécula siempre que €l OsO, sea removido por corrosion
de la capa de resina antes de la inmunohistoquimica'®®. La
posibilidad de usar OsO, para estos antigenos puede explicarse
porque estas moléculas no pueden oxidarse, no poseen dobles
ligaduras y consecuentemente no cambiaran por la fijacion con
0s0, (Fig.6).

De ahi que el perfecto reconocimiento antigénico en un tejido
depende de la optima fijacion que permita preservar las
ultraestructuras.
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