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Resumen 

l. RESUMEN 

La superfamilia de los péptidos bioactivos está conformada por más de 300 

sustancias. La diversidad de. las funciones modulatorias que ellas ejercen es 

también muy amplia. Casi la mitad .de los péptidos bloactivos; presentan la 

característica estructural común de la a-amidación. del últilTlo ~minoáéido del 

extremo carboxilo terminal. Con base en los estÚdios d~I map~o del genoma . 

. humano, se postula la existencia de un nÚmero ~ig~ific~tivo de mielTlbros 

peptídicos a-amidados nuevos. Sin embarg~, no ~~isten .todavi~ :~str~tegias 
experimentales que en forma especifica'y dirigida'permiÍan lá identificación, 

aislamiento y ca~acterización estructur~I de este ríÚITl~ro importahted~ péptidos 

bioacti~os et-ami dados. El presente trabajé> d~ tei'is 'expe~i~ental, se centró en 

la generación de anticuerpos mo~b~ional~~ ~~pebífic6~ para rec6nocer I~ forma 

estructural a~aínidada. del aminoácidg v~lin~. Este aminoácido amidado, se 

. encuentra. codifi~do ; E!n el. ~xtr~mci . c~rboxllo teflTlinal . de solamente fres 

péptidos bio'."c:tiv?s,: llamado~ ci.~MSH, ~~torfi~~ri,i~a y secretina. Así, la 

aportación 'c:le este trabajo experimental;. es _la generación y yalidación de un 

reactivo inlTlunológico, > p~ra la ap_licación de una .. ·estrategia 

inmunoé::romatog~áfica para identificar, aislar y.• caraéterizar. la estructura de 

nuevas sustanciai peptídi~as que codifiq~~~ ~ste ~minoácido a~amidado. 



Introducción 

11. INTRODUCCIÓN 

a) Importancia de los mensajeros químicos de naturaleza peptidica 
·.·· ' ' '.,' .· . •{, 

En invertebrados y vertebrad~¡¡ ei<isten di.ferentes superfamilias de moléculas 

con función transmisora, neur,omodula~o~él y hormonal de naturaleza peptídica, 

con múltiples funciones. Por. un (lado; podemos mencionar como ejemplos 

representativos de pépticlos a~a:nid~dos1· que modulan importantemente la 

excitabilidad neuronal a la s~st~~~¡:~·:· P, la. metorfinamida, la secretina, la 

deltorfina, la colecistocinina, elVIP, la¡¡ cromograninas, el TRH, la amidorfina, 

las endomorfinas (1-2) y ~i·n~Gr~péptldo Y (Eipper et al., 1992). Por otro lado, 

como ejemplos representaÚv~s d~ algunas de las hormonas polipeptídicas a

amidadas, que regulan I~ fisiología de estructuras neuroendócrinas en el 

sistema nervioso, ásí como .de glándulas de secreción hormonal periféricas, son 

la hormona liberadora de corticotrofina (CRH), la gastrina, la .hormona 

estimulante de los melanocitos (a-MSH), la insulina 822-35 y 821-26,. la 

oxitocina y vasopresina, el factor liberador de la hormona luteinizante (LH~RH), 

la hormona adipocinética, la hormona concentradora de melanina en roedores 

(neuropéptido El), la hormona liberadora de tirotrofina (TRH), el péptido 

hipofisiario activador de la adenilato ciclase, el factor inhibidor de la hormona .de 

crecimiento (GH-RH), la calcitonina y la familia de polipéptidos pancreáticos yla 

del glucagón (Eipper et al.,· 1992). Resulta interesante hacer notar que han sido 

clonadas diversas . toxinas peptídicas a-ami dadas a partir de . extract~s del 

veneno de algunos insectos, crustáceos y reptiles. Como :', ejemplos 

representativos de estas toxinas peptídicas, podemos mencionar ~ laJarriili~ de 

las conotoxinas, Ja toxina JI del escorpión y la melitina (Eipper et a/)19'92) . 

. A pesar del· conocimiento de la ~cción de algunos peptidos'y JE!1 ~~fJerz~ en la · 

investigación de éstos, incluyendo estudios con ~ntag~ni~tas': hasido difícil el 
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definir un papel exacto par~ muchas .de estas; moléculas en el fÚncionamiento 

del sistema nervioso. 

Una gran cantidadde mét°dos han· sido empleados para ~.I estudi.o funcional de 

la familia de pépÜdo~ bioactivos, inclÚyendo a 16~ \féptfcios a.-amidados . 

. Ejemplos - de :. estas m~todologfas incluy~n; al · radioinmunoensayo, la 

inmunohistoqufmi~; la electrofisiología, la bk)logía molecular.y la inmunología. 

Recientemente htbiologíami:>lecÚlar há tenido.únfúerté impacto y con la ayuda 
'-• • '-· ••• :_. __ • '·'- ••• < ' ' ·'-u ''> ' ' 

de diversos procedimientos de métodos derec~rTlbinación y secuenciación del 

ADN (Young, 1990), ha hecho posible la clon'~ción de u~ número cada·vez más 

creciente de sustancias péptídicas y de sus r~d~pfür~s. 

b) La subfamilia de. /os péptidos bioacti~os ~-a~idado;;~~ ~f~tesis 

Un gran número de mensajeros químicos, con funciones modulatorias sobre la 

actividad nerviosa, neuroendócrina y hormonal_ sobre múltiplés !t~hdÓs · de 

vertebrados e invertebrados son de naturaleza peptídica. En'.ia a'~tJa'lid~d. 
conocemos más de 300 sustancias de naturaleza peptidica ~en tuné.iones 

bioactivas (GEN BANK) y resulta sorprendente el hallazgo estru6tur~Í. de. qúe 
. ... . .. -: ... 

casi la mitad de ellas presentan una modificación estructural postraduccÍonal, 

que es la cx-amidación del último aminoácido del extremo• carboxilo terminal 

(Eipper et al., 1992). En general, estas sustancias son codificadas-y p~bcesadas 
postraduccionalmente, por enzimas especificas a partir de precutso~es 
protéicos de alto. peso ~olec~la( (Manis et al., 1990; Eipper~ et al., 1992). 

Ejemplos de estas enzimas procesadoras peptidicas son las endopeptidasas, 
',.,·-. ·. ·-' .·· -

que cortan y escinden péptidos de precursores protéicos a nivel de secuencias 

de pares de aminoácidCJs básicos; exopeptidasas; las cuales remueven residuos 

de aminoácidos; del 'e~remo amino y/o carboxilo terminal de péptidos 

escindidos de su precursor y, enzimas de modificación química postraduccional 

tales como a.-amidasas, acetiltransferasas, glicosilasas y fosforilasas. La 
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modificación química postrad~~cion~I, que se encuentra presente en casi la 

mitad de la población -de todos los péptidos bioactivos conocidos en la 

actualidad, es la amidación del grupo carboxilo del átomo de ca~bon~ alfa del 

aminoácido del extremo cart:íoxilo terminal. Así, este. grupo de mens~jerÓs 
peptídicos presentan un g'rupo ct-am.ida no ionizable (-CONH2), en lugarde un 

grupo ácido carbÓxílico libre ionizable (-COOH~COO"), en el últi~o aminoácido 

de su extremo carboxilo terminal. La monooxigenasa a-amidarite del sustrato 

peptidilglicina es la enzima responsable de la reacción de la ~:~;idación de 

mensajeros peptídicos, referida comúnmente como PAM (Eipper'.et a/., Hl92 y 

1993): Bradbury y colaboradores (1982) fueron lo~ prime~O~;~~.r~portarla 
- .: .: .. · ·:>-.:··'_ .····":···· .. '--'--·-·:···, _, 

existencia de una actividad enzimática, con capacidad-par~ _lleyar a cabo la 

a-amidación de neuropéptidos, a partir de homoge~ac:io~ hipc:Jfi~i~ri~~- A partir 

de este trabajo inicial, diversos grupos de investiga.cióÁ- gen~Íarbn Un g;an -
-·· _., -... 4 '·,'.· • • • •• 

número de evidencias experimental e~, que ;: hiéi~rcfr1 )9siblé ;\ un mejor 

conocimiento acerca· de la naturaleza de lo~mecan'isméis i~~olucradós en las 

reacciones enzimáticas de·-_a-amidación de-pé~tid~s~bÍÓactivos,;iasí-corno
también de 1a identificación y·_,1a .c:ar~cterizac.ión1m~[ecGí'ar'.de ·1a_ anzi~a· 
responsable de esta modificaciónpostra~ucci_on~(peptfdf6a en el tejido nervioso. 

y endócrino, de especies como el h~rn~~~'(Gl~~d~G-~{~/ .. -_1·9;0;: S~ou' et al., 

1990), bovino (Murthy et at., 1-986l,' ro~dor (~og'Jchi ~t ~l ... '.1 seis), ~nfi~io 
(Mizuno et al., 1986) y moluscos~omo la' Áp!ysia-;ca/íi~rnica (Bra~bu.Y y Smyth, 

1991; Eipper et al., 1992 y 1993; Boudre~D1t.~t ~Í., 19~6).'.. , / .·- {;',; ·", -
- '~.- . 

• ¡¡ - ~ - - .- - ·_,:,' 

La producción de_u~:pép~id~ bi6~~t!~º~~amidado, poÍ;)a ,acci_?ii -ª~ laf'AM, 

depende de una serie'de'yeaéciones ~n~imáticas'p-~evias'sobre eÍpre~-urs,or (ver 

abajo el , esquem~ de reacci~~es f,¡~~ufrni'~~ )._• T~do' pé~tidci; ~ib~ctÍ~~. ·• d~berá 
primero ser escindido _de ~~ _proteín~ ~~~cursará por . el !c6~e{enzimáÚco 
endoproteol ítico, a nivel de sé~u~~~ias d~ p;;:;~ :d;-c:ca~íl16á~i~6~-"b~á;¡~; 

' ' •.• ,·· •.<· ' ' ' 

presentes en la . secuencia., del··_ precursor,. en _los • flancos amino y . carboxilo 

4 
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terminal del péptido bioactivo. Posteriormente, la acción 'de la enzima 

carboxipeptidasa B, removerá el ami-noácido básico localiz~do en el extremo 
- ._, -'-·' -' 

carboxilo terminal del péptido escindido, el cual presentará subsiguientemente 

un residuo de glicina en el extremo carboxilo Íerminai> Este Íesiduo servirá 

como señal de reconocimiento, sobre el C:ual '~e Iniciará la reacción de a.

amidación catalizada por la PAM. Esta .enzima esc~:~a;':de convertir al péptido 

inactivo con el residuo de glicina en el extre~6 caÍboxilo terminal, en un péptido 

bi~activo maduro a.-amidado, mediante un proce~·o ci3talítico de dos etapas. En 

la primera etapa, demostrada inicialmente' por Br8°dbury y Smyth (1988), la 

actividad a.-hidroxilante de la PAM convierte _al intermediario peptídico inactivo 

con el residuo de glicina en el extremo carboxilo terminal, en un intermediario 
'' : 

peptidil-a.-hydroxiglicina, en presencia de cobre, ascorbato y oxígeno molecular. 

La actividad catalítica dealq'úilante :de la · PAM convertirá ei residuo 

a.-hidroxiglicina del intermediario,: en 'glioxilato, dando finalmente origen al grupo 

peptidil-a.-amida en el ex!rer110 airboxi.lo terminal del péptido bioactivo maduro. 

Las dos etapas en la reacción de'a~i~aéión son las siguientes: 

.· .·_ ... o\ -.•< , ·,_· • 
Pas~ 1: Peptldll-CHCRJ--~~Nil20-t,icC>o-_+ a;ccrb-atc ;¡;º• CPHM) '·-.· > o .{:, ... · : -

Peptldll ... CHC:ll)-~--NH:;-CH(O~)COO-+d~hldroascorboto + H2 0 

o. . :-_' \ - - .: .. :. 
Paso 2: Peptldll-CH(R).:.:..~-NH-:Cll(OHJCoo~(~ALl' 

- o o 
Pept1dll-CH(Rj__;~-Nll.+H~coo
pé¡:rtido « • omldado • glioxiloto 
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c) Relevancia funcional de la presencia del grupo a.-amida en la 

estructura de péptidos bioactivos 

Los estudios de cáracterización estructural del genoma de mamíferos, como el 

roedor y el hurriancifp~stulan la existencia de un número aproximado de 26 000 

a. 35 000 genes fu~cionales, de los cuales al.menos un 1 % de ellos pudiesen 

· codificar proteí~a~'precursoras de péptidos bioactivos (Ventar et al., 2001 ). 

Esto hace posibl~ p~stular la existe~cia todavía de \Jn número significativo de 

'péptidos bioa~tivos, que se tienen que identificar desde el punto de vista 

' estructural y funcional. Del número de péptidos bioactivos conocidos a la fecha 

actual (::300), casi la mitad tienen la característica de estar a.-amidados en el 

último aminoácido del extremo carboxilo terminal. Si se postula que la población 

de estas sustancias peptídicas conocidas es estadísticamente representativa de 

la población total de la superfamilia de péptidos . bioactivos que están _ 

· codificados en el genoma de los mamíferos, entonces· podemos pl'antear la 

hipótesis de que dentro de la población de nuevas molé~uias p~ptíd\cas que 

esperan ser descubiertas, casi un 50% deberán de codificar ür.:~rÍiinoácidÓ 
a.-amidado en su extremo carboxilo terminal. 

Tamburíní y colaboradores (1990), investigaronla capacidad catalítiea amidativa 

de la PAM .sobre una serie de sustratos peptídicos sirÍtéti~~s, ~~I Úpo N-dansil

(Gli)4-X~Glí (X= cualquier aminoácido esencial); Los ;Js~ltados de estos 

'experimentos mostraron no tener la actividad amidante de lá PÁM, sobre el 

sustrato peptídico con el aminoácido aspártico en.la posiciÓn X.La aÚsencia de 
. - . . . . .- . . - -. - ,_ :--. ' - ,: - ~ - -

la actividad amidante ·de .la PAM sobre este aminoácido también parece ser 

manifiesta in vivo en el tejido nervioso y endócrino de ~erteb!ados e 

invertebrados. La deltorfina, un. péptido opioide de mamíferos, sería el. único 

péptido l:líoactivo potencialmente existente a niveLiisular qUe presentaría dicho 

aminoácido a.-amidado en el átomo de carbono alfa de su extremo carboxilo

terminal. Sin embargo, la existencia de este péptido amidado no ha podido ser 
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confirmada en extractos de tejido nervioso y endó.crino y solo ha sido propuesta 

por Richter y colaboradores (1987), con base en la_ secuencia de .nucleótidos del 

ácido desoxiribonucleico complementario (ADNc), que potencialmente codificá a 

su molécula protéica precursora. 

Dentro de la familia de mensajeros peptídicos amidados clc:inadós a la fecha, 

una gran proporción de estas súst.aricias . presentan a lc:is aminoácidos 

fenilalanina (Fen), glicina (Gli), leucina (Leu), tirosina (Tir),' metionina (Met), 

isoleucina(lle) y triptofano (Tri) como resid~os terminales a.-a!11idados (Eipper et 

al., 1992). 

Por lo menos la mitad de todos .los mensajeros peptídicos ya clonados en el 

sistema nervioso y endócrino, tanto de .. vertebrados como de invertebrados, 

presentan la modificación química de.la a.-amidación (Eipper et al., 1992). Así, 

dada esta gran proporción de péptidos bioactivos a.-amidados, diversos grupos 

de investigación han estudiado el -significado funcional que esta modificación 

estructural confiere a este importante y numeroso grupo de moléculas 

peptídicas. Así, se ha encontrado que esta modificación estructural es esencial, 

tanto para la expresión corree!~ dela activi.dad biológica, como para el aumento 

de la estabilidad y la vida media biológicáde éstas sustancias, una vez que son 

escindidas enzimáticamente de sus moléculas precursoras (Barchas et al., 

1987; Eipper et al.. 1992; Lew y Smith, 1996; Boudreaull et al., 1996). Con 

relación a la actividad biológica, se puede mencionar como ejemplo 

representativo la presencia del grupo a.-amida en la_ hormona liberadora de 

corticotrofina (CRH) y en la hormona liberadora de Urotro.fina (TRH), la cual es 

requerida para la unión de alta afinidad de estos dos péptidos a sus receptores, 

para la expresión de la actividad biológica de ambos péptidos en la hipófisis de 
- ' ,_;, '-

mamíferos y sus acciones conductuales en tcído, el animal (DeSouza y Kuhar, 

1986; Harvey, 1990; Tazi et al., 1987; Vale ei aC1'901 ).-En C:'onÍraste, ninguno 

de los intermediarios peptidicos CRH-Gli y TRH-Gli, normalmente encontrados 

en el tejido endócrino de esta glándula, así co1110 tampoco las formas 
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estructurales ·de ácido ~~rbo;íllco libre . terminal· de la CRH-OH y TRH-OH 

(normalmente no presente~ en. este tejido), muestran las características de - - . -- .. -

.. unión de alta afinidad y la ~pacidad de actividad biológica reportadas para sus 

·. contrapart¿s p~ptídica~ o.-amidadas. E·~. cuanto a la estabilidad peptídica, cabe 

mencionar que la presencia del grupo peptidil o.-amida, lleva hacia una mayor 

resistencia de péptidos o.-amidados, a la acción degradativa de enzimas del tipo 

. de las carboxipeptidasas (v.g.r. B), que normalmente degradan e inactivan 

péptidos bioactivos no·amidados, a través de su extremo carboxilo-terminal, una 

vez que las sustancias peptidicas son liberadas en los sitios celulares de acción 

biológica (v.g.r. espacio sináptico en el sistema nervioso) (Barchas et al., 1987; 

Eipper et al., 1992; Lew y Smith, 1996; Boudreaull et al., 1996). 

d) Estrategias experimenta/es comúnmente empleadas para la 

identificación molecular de péptidos bioactivos a-amidados 

En función de la predicción de un importante número adicional de sustancias 

peptídicas bioactivas o.-amidadas, así como a la posibilidad de identificar 

nuevas funciones de este grupo adicional de péptidos, diversas estrategias 

metodológicas se han diseñado y.' empleado en el campo de. trabajo 

experimental dirigido hacia la búsqueda sistemática de nuevos mensajeros 

peptídicos a-amidados (Barchas et al., 1987). Una de las estrategias más 

exitosas, se ha basado en una metodología bioquímica para·· lograr la 

identificación, aislamiento y caracterización molecular de material peptidico 

biológico con el grupo o.-amida (Tatemoto y Mult, 1978; Tatemoto y Mult, 1981; 

Tatemoto, 1982 a. b; Tatemoto et al., 1983; Tatemoto et al., 1984). Esta 

estrategia se basa en el empleo de un método químico, donde una porción del 

extremo carboxilo-terminal del · péptido, es cortada enzimáticamente y 

convertida a un derivado dans.ilado fluorescente, el cual es purificado e 
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identificado subsecue..,,temente por procedimientos • croniatográficos. Por 

ejemplo, la búsqueda sistemática de nue~os péptidos amidados,•por el grupo de 

Tatemoto y colaboradores, dió ,comó : '~ésultaCÍo ; ~I 'áislamiénto ·.y la 

caracterización estructural del neuropéptido '( (NPY), el péptido H1 (PH1 ), la 

galanina y la colecistocinina-58 (CCK-SB).'(Barbhas.et 'a1., 1sa7), .tod~s ellas, 

sustancias peptídicas amid~dasc~n i~p()Ja~t~s·:~ccion¿~ hormo~8"1es: y/o 

neuroactivas. A pesar de ~stÓs 'ibgros experimentales', esta estrategia . 

experimental es poco empleada en la actualidad para abordar •trabajo 

experimental dirigido al aislamiento de nuevos mensajeros peptídicos a.

amidados. Esto se debe fundamentalmente, a que la familia de estas sustancias 

peptfdicas es ya muy numerosa y cada vez más creciente en la actualidad, 

factores que aumentan el costo económico y el tiempo de trabajo para lograr la 

identificación y el aislamiento de nuevos péptidos amidados, con una 

metodología que no tiene la capacidad de discriminar diferencias estructurales, 

a nivel del tipo de aminoácido a.-amidado y de la secuencia primaria entre 

especies de péptidos amidados ya clonados, con la de nuevos miembros 

peptídicos amidados por identificar. No obstante, esta metodología tiene la 

ventaja de identificar péptidos a.-amidados sin el previo conocimiento de su 

actividad biológica. 

Otro enfoque ·experimental exitoso en la búsqueda y aislamiento de nuevas 

sustancias peptídicas amidadas, se ha basado en el empleo de técnicas 

moleculares (Barchas et al., 1987). La mayoría de las moléculas precursoras 

proteicas contienen codificada la secuencia de múltiples mensajeros peptídicos 

. que, a menudo, exhiben diferentes actividades biológicas. En general, el 

procesamiento enzimático postraduccional de precursores protéicos, sigue una 

serie de reglas bien definidas, ya mencionadas con anterioridad, lo que permite 

identificar las secuencias de péptidos potencialmente bioactivos. Así, una vez 

que se ha aislado y caracterizado la estructura molecular de un ADNc, que 

codifica para un precursor de mensajeros peptídicos, es factible identificar y 
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deducir, mediante el análisis de su secuencia nucleotidica, la estructura 

primaria de aminoácidos potencialmeníé n~presentativa de un péptido a.

amidado. El desarrollo de metodol~gía~ d~ sf~tesis de péptidos en fase sólida, 

ha hecho posible que se puedan sint~tizar,seci~erícias de péptidos a.~ámidados, 
cuya estructura primaria ha sido dedu6ida-:a.partir de su molécula precursora. 

En esta forma, es factible elllplear péptidos sintéticos como haptenos 

antigénicos en procedimient()S '-~ª- fnmuniiación, para la generación de 

anticuerpos que reconozcan epítbpe~ lnmunogénicbs localizados en distintos 
, __ ,,. ·, ··. . . 

dominios de la secuencia píim'aria -del péptido antigénico. _Estos anticuerpos 

pueden así, emplearse ~n )di~ÍÍnt~s procedimientos - inmunológicos, 

cromatográficos y . de · secJenCia~ÍÓn ~eptídica, para· comprobar .. la existencia 

tisular y para identificar y -ca;act~rizar '1a estru6tura .d~I péptido a.-amidado 

endógeno, responsable de la inl'l'l~n~reaétividad ~n_-elt~jido:-EI aislamiento y 

caracterización molecular'd~I rieuropéptido amidorfi~a (SeÍzi~ger et al., 1985), 

se puede citar como -un ~j~mplÓ representati~o. donde este acercamiento 

metodológico funcionó para él aislamienÍo de _un 'neuropéptido a-amidado. La 

combinación de_ este tÍpo de metodologías molecular~s y bioquímicas ofrecen, 

por regla general,h3 pbsibilid~d de identificar la presencia, así como lograr el 

aislal1'1iento tisular y I~ -caracterización mol~clJlar tinaide un péptido amidado, 

cuya secuencia de aminoácidos fue deducida _inicialmente a partir de la 
' ' 

secuencia codificada en el ADNc de su· molécula, precursora. Sin embargo, 

como es obvio de deducir, la principal desventaja radica en e_I hecho de que el 

hallazgo experimental, que justifica el abordaje al trabajo de identificación y 

aislamiento molecular de un nuevo mensajero peptrdico a.~amidado, depende 

del aislamiento y conocimiento previo de la estructura del-ADNcque6odÍfica la 

secuencia primaria de dicha sustancia peptídica. Desélfortunada~~nt:ei, este 

último hallazgo experimental ocurre en la mayoría de lo~ C:asos,,c;omo_un factor 

serendípico y no como resultado de una estraÍegla experimental sistemática 

dirigida a la búsqueda selectiva de nuevas moléculas peptídicas a-amidadas. 
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e) Los anticuerpos monoclonales, su aplicación y utilidad 

experimenta/es 

Un anticuerpo monoclonal es una inmunoglobulina capaz de reconocer un solo 

epítope inmunogénico en un antígeno, la cual es sintetizada por una única clona 

celular de linfocito B (Roitt, 1998). Así, el grupo de anticuerpos monoclonales 

sintetizados por una sola clona de linfocito B maduro, desde el punto de vista 

estructural, tienen sitios idénticos de fijación antigénica en sus sitios de 

complementariedad antigénica de las cadenas hipervariables, lo cual confiere la 

capacidad de exhibir, desde el punto de vista funcional inmunológico, idéntica 

especificidad, selectividad, avidez y afinidad en el reconocimiento inmunológico 

del mismo epítope estructural inmunogénico de un solo antígeno. 

Desde el punto de vista experimental, los anticuerpos monoclonales se 

producen por la fusión de un linfocito B activado, capaz de sintetizar una 

inmunoglobulina contra un epítope inmunogénico determinado y, de un tipo de 

célula de una línea celular cancerígena de linfocitos B, que puede cultivarse y 

reproducirse rápida y fácilmente, pero que no tiene la capacidad de sintetizar 

inmunoglobulinas funcionales (Goding, 1996). Estas líneas celulares 

cancerígenas son los mielomas, usualmente inmortalizadas a partir de roedores 

(rata y ratón), aunque se dispone de algunas de origen humano y se obtienen 

en casas comerciales específicas. Los linfocitos B activados, son extraídos y 

purificados a partir del tejido linforeticular (el bazo), de animales de laboratorio 
. .. 

(usualmente ratones) inmunizados en forma activa, contra una serie de 

epítopes inmunogénicos de un antígeno. Cuando el proceso de fusión ·es 

completo, las células hijas se conocen como "hibridomas", es decir, células 

híbridas que han heredado algunas características genotípicas y fenotípicas 

importantes de ambos progenitores: inmortalidad de la célula de· mieloma y. 
capacidad de producir anticuerpos funcionales con especificidad definida de la 

célula B activada de un animal vacunado (Goding, 1996). 
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Las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales son tan variadas y tan útiles 

como lo permita la imaginación. Tan sólo se necesita una molécula que tenga 

que ser reconocida y, que sea capaz de provocar una respuestainm~rie de tipo 

humoral. Por lo tanto, las aplicaciones se extienden a: mú¿has áreas de la 

biología y la medicina, así como a la industria biotecnológica.CPor ejemplo, 

podemos emplear a los anticuerpos monoclonales el'l'el di~gnóstico de virus, 

bacterias y parásitos patógenos, simplificando enorhiemente su. búsqueda e 

identificación en muestras de origen clínico (Campbell, 19g1 ). Los anticuerpos 

monoclonales también son útiles para la identificación de antígenos marcadores 

de superficie celular de linfocitos y tumores, auxiliando las técnicas de imagen 

para la detección de tumores y su tratamiento (Campbell, 1991; Blakey et al., 

1995; Bischof y Delaloye, 1995). Otra aplicación de los anticuerpos 

monoclonales, es en la terapéutica de enfermedades virales, bacterianas· y 

parasitarias, a través de protocolos experimentales de inmunización pasiva. 

(Campbell, 1991; Casadevall, · 1996; Harris, 1995; Ostberg, 1995; Boleti .et al., 

1995; Cosimi, 1995; Alegre et al., 1995). Los anticuerpos monoclonales 

también son herramientas biológicas de utilidad estratégica única para diseñar, 

desarrollar y aplicar diversas metodologías de identificación, aislamiento, 

purificación, caracterización estructural y funcional de productos y mol.éculas en 

las áreas médica y biológica (Campbell, 1991 ). En el diagnóstico forense, los 

anticuerpos monoclonales sirven para la detección de aditivos no declarados en 

bebidas y alimentos, así como en la búsqueda de cantidades traza de drogas 

ilícitas en la clínica toxicológica adictiva (Campbell, 1991 ). 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

EXPERIMENTAL 

Como ya se mencionó con anterioridad, existe un número significativo de 

nuevas sustancias peptídicas bioactivas a-amidadas, que esperan ser 

identificadas y caracterizadas a nivel estructural y funcional en los mamíferos, 

incluyendo al humano. El logro experimental de identificar y caracterizar nuevas 

funciones para nuevos transmisores :p~ptrdicos en mamíferos, incluyendo al 

humano, nos pondría en posibilidad.'de . entender mejor la fisiología del 

señalamiento celular peptídico y así e~tar'.'también en posibilidad de diseñar y 

mejorar la terapéutica, en condiéiones de patología transmisora p17ptídica. 

Tomando como punto de referencia. I~~ .ventajas ·y limitado11es. de ··las 

metodologías clásicas antes descritas, que se 'han empleado para clonar 

péptidos bioactivos a-amidados, es claro deducir que ~e neces.itaA nLevos 

abordajes experimentales, que en forma sistemática y dirigidaLP~Jmitan la 

identificación, aislamiento y caracteriza2ión· .. estructural. dEl E!~tE! tipb de 

sustancias peptídicas. Estos nuevos abordajes experimentales req~ieren ~e la 

generación y validación . de herramientas · bio1ógic~s .• n?C~do~as:. de 

experimentación. En este contexto, el presente proyecto. mü.es!ra la generaCión 

y validación de anticuerpos· monoclonales, .,contra··,¡;¡ fo~m'a ·. ~~{ru~tura1' ;__ 
,·;,:,:, .'-·'---·< .. 

ami dada del aminoácido valina, los cuales servirán 'C!e: base como· reactivo 

biológico, en estudios futuros, para clonar~ caract~rizar fJ;,'cj¿¡,es cf~ posibles 

nuevos péptidos bioactivos que codifiquen a e~tE! arl"lin~á¿ido arnicfaclo: 
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IV. HIPÓTESIS DE TRABAJO EXPERIMENTAL 

La subfamilia de péptidos transmisores a.-amidado~ e.n el,últim,o am,ino~cido del 

extremo carboxilo terminal, forma casi el 50% de tod(ls)os rpiembros peptídicos 

transmisores conocidos a la fecha actual. l.os,~stJc:lios,de(rri;;;peo del genoma 

humano, hacen posible . postular la·. e~i~tenéia ' d;;; Jri· húmero .. adicional 

significativo de nuevos péptidcls: bioacti:os ~~a~id~dos.ÍAI .momento actual, 

existen solo tres péptidos' bioactivos/ qJ;;; ~on sinte'tizados a partir de tres 

distintos precursores protéic~s. l~s ' cuai~s codifican la a.-amidación en el .. - -.. ,' . ·.-"". '• ,' " . 
aminoácido valina; El presente proyecto se ceritróem la generación y validación 

de anticuerpos rTlO~~.cÍon~l~s,''. con I~ cap~cidad de reconocimiento 

inmunológico especí~§ci, p,ara.la forma. estructural a.-amidada del aminoácido 

valina. Una,vez o~terÍido:e~te logro experimental, estos anticuerpos serán el 

reactivo biolqgico~críÜco, para .desarrollar y aplicar ulteriormente en el 

laboratorio}, Jna' e'strategia experimental inmunocromatográfica, que permitiría 
_:_-_ -'· ~:,_· __ ,;,:_::·_···----~·----"'e':-. - , .. "_.,._: "_,-- ' .. - - - - - - -- - -

lograr en forrn:a·,.s~l.~cti~a.;airigida y sistemática, la identificación; aislamiento y 

caracterización mol~cul~r de nuevos péptidos bioactivos. que presenten este 

aminoácido a.~amidado.en su extremo carboxilo terminal. 
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V. OBJETIVOS DE TRABAJO EXPERIMENTAL 

GENERAL 

Generación y validación de la especificidad de anticuerpos monoclonales, con 

capacidad funcional de reconocimiento inmunológico, por complementariedad 

antigénica especifica, a la forma estructural a.-amidada del aminoácido valina, 

presente en la secuencia primaria de péptidos. 

PARTICULARES 

• Diseño, síntesis y purificación de una preparación inmunogénica de la 

valina a.-amidada. 

• 

• 

• 

Síntesis de:·~ecuencias peptídicas, para emplearse como antígenos de 

ad.sorción,. p~ra los ensayos inmunoenzimáticos de ide~tificación de 

animales hiperinmunes a la valina a.-amidada. , 

Inmunización . activa e identificación 
- ·, ' 

hiperinmunes a la valina a.-amidada, 
~. ;>:"., - ·. ' ... 

Diseño de. un.· ensayo inniunoenzimático poricaptura . de anticuerpo, 

para la identifica~ión; de sobren~dant~~ ae hibridC:in;~¿,t~Úe,~econocen .. a 

• '.:~;:~:-=~~:~fa:~~,¿~:b:'~~:;t;~d:~i:~~· ;,;O(~uza, Y 
-'';:...': . ·-<-·- ;..-;~--= .. f /t·-~:-" 

• Caracterización de' la e~pecificfdad de los anticÚerpos monoespecificos 

para 1a vauri~ ª~~niidác!~·~ ·ni~clia'n't~· e~s~y;;s:·i~riiCn~~~~i~áu~os por 

captura de a~tic~,e~pci (EbSA)e i~mu~odc)t'~l:J1Cit.'·:· .· '! 

Emple~ d~ los anti~ue~po~ 'm~no~lo;,~:l~sé~ntl-v~li~a·;~~amidada para 

desarrc)11ar'\ifl ~aclibiíl~Linoe~~s~yo ;~ff;é¡~·;~·· ~~I icfa,-c 0p~r~ ··dJ~ntificar 
material peptídico inmunore~ctivo a este ~minoácido,a.-amid~do .. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

1) GENERACIÓN DE ANIMALES HIPERINMUNES A LA FORMA 

ESTRUCTURAL a.-AMIDADA DEL AMINOÁCIDO VAL/NA 

a) Generación de un conjugado inmunogénico de la valina a.-amida 

Se empleó como hapteno la forma libre a.-amidada del aminoácido valina 

(Sigma), que fue conjugada covalentemente con una proteína acarreadora (los 

detalles del procedimiento se omiten por razones de trámite de registro de 

patente del conjugado). El inmunógeno sintetizado fue purificado, mediante 

diálisis al equilibrio, con membranas de nitrocelulosa de 12 000 daltones de 

corte molecular (Sigma), en presencia de una solución salina amortiguadora 

con fosfatos (PBS: 0.15 M NaCI, 0.01 M Na2HP04 y NaH2P04, pH 7.4). 

Después de la diálisis, el inmunógeno fue congelado a -20ºC para su 

preservación hasta su uso ulterior. 

b) Sfntesfs de péptidos en fase sólida, empleados como antígenos 

de adsorción, para los ensayos inmunoenzimáticos de ELISA por 

captura de anticuerpo, para la identificación de ratones 

híperin~ú~es a la valina a-amidada 
. . ., : > .. 

Se diseñó en el lab~ratorio y se mandó a sintetizar a la casa comercial de 

Laboráto~ios<,·P~ní~;G1a,>dos fragmentos peptídicos con las secuencias 

primarias dedmi~~édiboi.Tir-X1-X2-X3-X-CONH2, donde el último residuo (-X~ 
CONH2) del eidr~mo C:árboxilo-terminal, es.• la valina .con el grupo a.-amida 

condensadci<ó lavalina con el grupo.dé ácido carboxílicó libre (:X~COO~). Por 

otro lado, X1,~X3 son residuos de aminoácidos que debido al trámite de patente 

de esta secuencia peptídica, se omite su nombre. ·La valina a.-amidada 
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condensada covalente_mente _a esta_ secuencia general, es representativa de 

aquel aminoácido q~e f~e empleado como h~pteno, en el inmunógeno utilizado 

en los proc_e_dimientos de inmunización de los animales. La ventaja de la 

impleme~taciÓn ~xperimental del fragmento peptídico con la secuencia primaria 

Tir-X1-X2-X3~Val-CONH2 , fue la de introducir covalentemente a la tirosina como 
" . ' . 

aminoácido inicial en cada fragmento peptfdico sintético. Así, esta tirosina in_icial 

fue útil para ;lle~ar a cabo el marcaje radioactivo con el isótopo 1251 .de este 

péptido sintético, para emplearlo ulteriormente (?Orno trazador en experimentos 

de radioinmunoensayo (ver más adelante). 

e) Esquema /de : inmunización de_ animales contra la valina a.

an;id~~a '" 
.. ~ ·~>,~·~':" .. ~ .-

Se empleó. un¡ ¿rot_Ci_~ol§ estándar de,)nmGniz'Bción <8ockfield et al., 1S93), 

donde se• inmüniz~~()n--7 r~tonesc'hen{bfa''éldultas BAL8:/c (2;.111eses): __ La 

·~~;i~~t f~~~~t~t~~Jf t~;t~~~~!f tiiii~It::·i~ 
aplicaron tres reinmunizacion~s subs.iguienies, :·~ - 't~fe;ta1~~ 'de ;o días, 

inyectando subcutáneamente _ 50 µg ·1 1bo 'µI ::/ ~Mi;,'.;~)°J~1 ·i~m~nógeno 
emulsificado en un volumen igual de adyuvante indom~l~t~dej~reu~d (100 µI); 

Sigma. El primer sangrado (50 µl /animal)~éo~tuvo d~~P~~s;de 15 dí~~ de la 
. - - -- ___ , __ - ~ . ·.· - :·-;;~:-- ·'- ~-~--- .---·· '='-'-'' - ·- ""' ·--'- -- ··'·-~ 

última inmunización, de . donde se. generó l_a 'fracción de 'isUeío ~e~iante- la 

coagulación de la sangre a 4 ºC por24 hor~s y ia ~~ntrÍfugaciÓn d~-i~ f~a'cción 
,; -· ·, . ; '.:.. ' ... · . . -.·: ·-· ·•' . •"-' ..... ,-, 

coágulo I sobrenadante a 1200 r.p.in. por 10 minutos. Los sueros fueron 

congelados a -20 ºC hasta su uso po;terio~. Este prClcecHirlientO tU~ el11pleado 

para generar las fraccioriesde sueros despúes de c~da rein~un'ización. 
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d) Identificación inmunológica de animales hiperinmunes contra la 

valina a-amidada a través de un ensayo inmunoenzimático de 

ELISA por captura de anticuerpo 

La identificación inicial de ratones con sueros con altos títulos de anticuerpos 

contra valina a-amidada se llevó a cabo mediante un ensayo inmunoenzimático 

de ELISA por captura de anticuerpo, de acuerdo al protocolo estándar descrito 

por Hockfield y colaboradores (1993). En este ensayo, se emplearon placas de 

poliestireno (lnmunolon I, Corning) de 96 pozos, donde se adso.rbieron 

individualmente a cada pozo 0.3 µg del antígeno peptidico a-amidado, diluido. 

en una solución 0.1 M de bicarbonato de sodio (pH 9). Como antígeno se 
. . 

empleó el fragmento peptídico con ·. Ja secuencia Tir-X1-X2-X3-Val-CONH2 

acoplado covalentemente .a ia proteína BSA. Después de la adsorción del 

antígeno peptídico, los pozos s~ l~~ar6n tres veces con una solución de 0.01. M 

de NaH2P04, 0.5% de 9el~tin~ d~ t~leósteo (Sigma) y 0.05% de Tween-20 

(Sigma) a pH 7.2-7:4 y, s'e i'ncubaron con una alícuota de 50 µI / pozo de 
i ' .• · .• 

antisuero policlonal diluido·1:100 y1:1000 en Ja misma solución y cenia control 

se utilizó ~I suéro prei~n;ú~e~'óespués de 24 horas de incubación aAºC, los ... -· '·;'•'·'( - ., .. ,_· .. . .. __ , ···-

pozos se lavaron .rii.ievam~[tte con la solución de 0.01 M de NaH2P04;. o .. 5% de 

gelatina de teJ~Ó~t~'cJ (Sig¡;,a) y 0.05% de Tween-20 (Sigma)a pH.f2~7.4y se 
' . ; '/-. ',_. -,· . '··- ._ • ',. : - ·-. - -';. / :. ¡ . ·:, '_-•. - .. -·~ 

agregó una :enzima (peroxid.asa derábano) conjug~d~ a un.,s~glir:i,d,o anticuerpo 

anti-lgG:de ratón (Sfg,:;;a) ~un~ dÍlución 1 :5óoo. Desp~és~.cieJ~ iri~~b¿ciÓ~ por 
. ' - . - . ' - ., ': .. ·•··• . -¡ -·-' . 

un período de 2 horas a temperatura ambiente y~cdel lavadb del exceso de 
\ 'o• ·~· ,,.--- ·_:-,-:,.·:, > '_:','''::, <> __ ,_ ,,_::"''A·::_:,-,·:.:,'i'.:~•:_,,;:¿;,-·c'.>:'',,',_:,>::· > ,'-

segundo anticuerpo, se agregó a cada pozo el sustratocr~mogé~i~~·ade~uado 

OPD (O-Phenylenediamlne dihydro2Íorid~.· Sigm~):p~~~ ;;bbt~n~r;e :como 
; . .. -.. - -- . . . - .. ";:· : -. , ~- ·, . , .. , . - . 

producto de la reacción, el aumento de coloración ºy dE'l la ábsorl:Íancia a 490 nm 

en un lector automatizado de longitud de onda v~rial:Íle de ELISAS, (sio-Tek 

lnstruments, modelo EL 311 ), en los pozos positivos (~quélÍo~ ~n los el.Jales se 
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llevó a cabo __ la unión de - anticuerpos específicos . del antisuero, al 

correspondiente antígeno peptidíco a.-amidado adsorbido a la fase sólida de los 

pozos). 

2) GENERACIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA LA 

FORMA ESTRUCTURAL a.·AMIDADA DE LA VAL/NA 

1) CULTIVO DE MIELO MAS 

a) Crecimiento de mielomas 

La línea celular de mielomas Sp2/0, empleada para los experimentos de fusión 

celular con esplenocitos activados, de animales hiperinmunes a la valina a.

amidada, fue, proporcion~da por el Dr. Pascal Herion del Instituto de 

lnvestigaclonessidmédicas'ciéía u.N.A:M.c . -. 

La ~ariant9,~9:1mafde·m¡;;romttnm~rta1izada -de sp21ó de_ ratón, fue producida 

por Faz~kas /S~h~idegger(1~80).·rEsia~.células son ampÍiamente empleadas, 

debido a qu~ pcis'een un ~~eciriiie~to} r~plicacióri particularmente rápidos, así_ 

como una - alta ·frecuencia de fu~ió~ y_- una- bUena eficiencia 'cie ·'é:1onación 

(GodinQ. 1996). ; .. ·- ,· 

Las células inicialmente se crecieron a una densidad de 1 X 1()5 cJ1~1as l.nil en 

frascos de cultivo estériles de poliestireno de 2S ~I (C8f~i~g-) ed una inbubadora 
··. ,.;. -·,.-.,_- -.·•":'·--···,,,,.·.-.,r.,- .,;,',-····:··. ·-

(NUaire modelo UN-4500) a 37°C, en Ún porcenfoj(de _h.urneda~ relativo del 

95% y en un ambiente constante de 5º/c, deCÓ2y.S5%de'aire; en'IJnmedio de 

cultivo RPMl-1640 (Gibco), enrique~ido'.>fon1- 10%'~e-Sue;o Fetal Bovino 

(Sigma), 300 µg I mi de L-GlutamÍpa (~igma);-15 rnM;d~ HEPES (C~_llgro) y 50 

µg / mi de gentamicina (Sigma)~ Los cLltivos s~ revisaron diariamente'.'a través 

de microscopia de luz por contras!~ d~ fases, p~rá evalLar la ~iabilidad celular. 
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El muestreo de alícuotas de suspensiones celulares en.medio de Jultivo y el 

conteo celular microscópico, en cámaras de Neubauér c6neí col~rante ele azul 

de tripán (ver.mas adelante). permitió cuantifiéar la densidad celular por mililitro 

de medio,.así como la viabilidad celular, Lo~ mielo~~sise ~ántJvi~ron ~n las 

condiciones de cultivo antes mencionadas, h~st~ 'a16~nzar c::¿~didones ·ideales 

de crecimiento logarítmico (4-6 X 105 miel6m~s ¡' mi) y un porcentaje de 

viabilidad mayor al 95%, para la realizaciÓ~ d~· la fusiÓh celular de ellos, con los . 

esplenocit6s activados del bazo de :·los animales hiperinmunes a la valina 

a-ami dada~. < ·' · 

b) Conteo d~ 'l~\cÍ~n~iclad ag '.~i~lbmas en cultivo empleando un 

hemocitómefro ci~cáhi'~¡ra"b'e Neubaúer 

Para dét~rminarA'c~~6imi~nto y)a densidad de los.mielomas (por mililitro de 

médio) en• coné:lic:iones\de~.cultivo;ise·en\pleó, un· hemocitómetro. o Cámara de 

Neubauerpar¡;¡. ~(~~!1t~O.·.d·e cé1J1á~·er{sLJspe11sión (m.edio de cultivo). La 
' --- -"• - - ,_;-'-O" -, -:o .. -._.,·-----:•-:- - •,•-•--_-••-e-•,-•-- ·>••;•-- ,:•-- •••• , -•.,o,-• - •-•,• -• ' 

técnica. consiste· en .. alici.iofar\m pequeño• volumen. (1 O.· µI) .de· la suspensión 

ceíular de ~uliiv; y' m~zclarla C::an Ln v~lu~erí • igJal d~;una s¿Íución al 0.4 % del 

col~rant,e paratinciÓn 5¿8~~vit~I, ~zul~e tripé~ (Gibci)).i~ubsecuentemente, 1 O 

µI. de la s~spen'siÓn c!ii'i:i18~ t~ñid~ es apíi'ci~ci~ a~d~' lad~ del hemocitÓmetro, 

tocándo la pun"ta ci~ la pipeta ~I cJl:>r~·obje'ío~\Pir·c~·~f18Adad, la ~úspensión se · ... : .. :. >'. .: .. · •:· . . . ·.: , : ~· .. ·.; ··2F.·:··· . .; .. , :"." . : . 
distribuye en cada cámara, que tiene un patrón de:éUadríéulas,.con.dimensiones 

conocidas, que indica' un volumen 'estándár; ba)o Un :cubréobjétos, En una 
--, -·- .. ,· . -· :_. .---·- ,._,·-.- --· ..... --. ·:--,-,. :-,---,.,- - . ' 

cámara hay núeve cuadros grandes, cac:la\mo tiene ún volumén de o: 1 ¡ll; para - .- - ,-- "'· - ,, ' ' - -·. '·· -- . ,,. . ', ___ . -'- ;,· -

obtener 18·. densidad celular se pu~del'l col'lta~!1a~'céi~1~s;d,e' los cuadros 

grandes, pues sé conoce el volumen q~e cadél cuádro contiene .• 
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c) Determinación de la viabilidad celular con tinción celular supravital 

empleando azul de tripán 

Se usó el método estándar de exclusión con azul de tripán al 0.4% (Gibco) para 

determinar la viabilidad celular, en una proporción 1 :1.de la suspensión celular y 

el colorante. Las células muertas o no saludables se.tiñen de azul, al no tener 

. intacta su membrana plasmática, permitiendo el paso del ~olo~ante al interior de 

lacélula, mientras que las célúias sanas no pJrmitén e(paso de este colorante. 

d). Congelación y déscongelaci?n'§e.l11i~l6mas 

Los· mieloinas pue~.ep ser alÍliace'n~dos ·. congelados por periodos largos de 

tiempo. L~s mejor~'s' ;~';;Lit~dbs. 5'e. ~bti~~en congelando las células cuando 

éstas se encu~~tr~ii ~~ fase de creci~iento logarítmica ( 4-6 X 105 células I mi). 
~; ::- _- ,: ._ ' -- . - ! : ;_ . -. -- --'.- - .:~ - - -.-, ; - . ' 

·Los mieloinas fueron congelados y almacenados en criotubos (Nunc), en una 

~nidad criogénica de nitrógeno líquido a -150°C, de acuerdo al protocolo 

estándar de Hockfield y colaboradores ( 1993), a una densidad de. 1 x 106 

células por mililitro, en medio de congelación, cuya composición fue del 7% de 
,_;:,_ :·." 

dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma) en medio de cultivo RPMl~1640 (Gibco) 

enriquecido con 1 O % de suero fetal bovino (Sigma). La descong~iación de los 
. . 

mielomas y su lavado de la mezcla de medio criogénico, se llevó á cabo por un 

procedimiento estándar de centrifugación (Hockfield et a/., 1993). 
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3) PRODUCCIÓN DE HIBRIDOMAS 

a) Preparación de células de mieloma para la fusión 

Las células de mieloma fueron descongeladas y sembrada.s en las condiciones 

experimentales antes descritas, por lo menos 1 O días antes del. experimento de 

fusión con esplenocitos activados. En general, los cultivos celulares de 

mielomas fueron definidos como candidatos para fusión celular, cuando los 

indices porcentuales de viabilidad de estas célul~s fuero~ mayores del 95% y, 

su concentración promedio indicaba niveles de replicación enfase logarítmica 

(4-6 x 105 células I mi de medio de cultivo). 

b) Generación y expansión de 'hibrido~as.· prodlictivos de 

anticuerpos monoclonales, que reconozc:!ln; ~o~o· ·~prtope 
inmÚnogénico a la forma estruct~~él~ 0.~}".in.!Cia~a' dé 1á ;;a1iilél 

-,· .;;<_ "- ;-:--; .- . < - -.'.- ji~;: : ~:;~ 
El animal con los títulos séricos más altos de;anÚcUerpos contra la .valina a.-. . .... - ,, . ,. -.. '·.'. ,, .·---· ,. , . .·. .. 

amidada, fue·selecdonado ~omCl.candidatcJ'para .TafusÍón de, süs' esplencicitos 

.. :~~,::º:;.· :;:l:~ªfüio~:~;;~,f 7~i~*'~~~[~~zjtlt~tlf '"::~,d·: 
colaborador~s ···• (1993),\ pa~a "< la :gener~~ió~'.; y§'exp~ri~ión .•... de hibridomas 

produ~tivos: El animal hiperin~~ri~'s~lecCi~n~dc/para éstos fines, recibió una 

última inmunización intrap~ritoneaí'ca~ sc{µg l;2og'h,i ::del inmunógeno proteína 

acarreadora-Val-CONH2, siete 'C:lias antes de ser 'sacrificado para la fusión. El 

animal inmunizado fue sacriflcado' ~or,~i~1éié~ci~ncervical y las células linfoides 

disociadas rápidamente del. bazo en éondiciones asépticas, dentro de una 

campana de flujo laminar de segurida.dbf~lógÍca (Nuaire, Class 11, Typ A/83). 

Los esplenocitos colectados a partir de este; tejido, fueron fusionados con las 

células de mieloma eri culÍivo, e~,uria proporción de. cinco esplenocitos por 
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cada célula de mieloma, en presencia de polietilenglicol-4000 al 50 % (Gibco). 

Las células fusionadas fueron resuspendidas, a una concentración de 1 x 106 

células / mi en medio de cultivo selectivo para hibridomas y sembradas en un 

total de 20 placas estériles de poliestireno de 96 pozos (lmmunolon 1, Corning), 

a una densidad de 5 x 104 a 1 x 105 células I 200 µI de medio de cultivo selectivo 

por pozo. La composición química del medio cultivo selectivo hibridoma fue la 

siguiente: .RPMl-1640 (Gibco) enriquecido con 20% de Suero Fetal Bovino 

(Gibco), 1X de una solución de factores tróficos (BM-condimed H1 Hybridoma 

cloning supplement, Roche), 300 µg /mi de L-Glutamina (Sigma), 15 mM de 

HEPES (Cellgro), 1 X de HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina, .Sigma) y 50 

~1g I mi de gentamicina (Sigma). Después de 15-30 días de la fusión, se 

tomaron alícuotas de 50 µI de sobrenadante del medio de cultivo de pozos con 

colonias de hibridomas visibles a la observación microscópica. La identificación 

de hibridomas productivos de anticuerpos con la especificidad deseada, se llevó 

a cabo mediante el procedimiento estándar de análisis inm~noenzimático de 

ELISA, descrito en el inciso siguiente (ver abajo). Los hibridomas productivos de 

anticUerpos, que reconocieron a la forma estructural a-Eimidada de la valina, 

como epítope inmunogénico en la secuencia primaria . dé los fragmentos 

_ peptídicos sintéticos, fueron invariablemente sometidos _a procedimientos de 

expansión y clonación celular a través de.siete ciclos de dilución celular limitada 

de acuerdo al protocolo reportado por Hockfield y colaboradores (1993). Un · 

análisis estadístico de Poisson de la distribución y la frecuencia de clonas 

productivas después del séptimo ciclo de subclonación celular fue empleado 

para la demostración del origen monoclonal de !os hibridomas productivos 

seleccionados. Los hibridomas monoclonales productivos sé congelaron ·y 

almacenaron a -196ºC en nitrógeno líquido a una densidad ce 1 x 106 células 

por mililitro en medio de cultivo selectivo en presencia dé 7% de dimetilsulfóxido 

(DMSO), Sigma. ~-La . identificación de la . clase y el isotipo de las 
' ' , -

inmunoglobulinas representativas de los anticuerpos monoclonales de interés 
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se llevó a cabo mediante un "kit" de tipificación de isotipo de inmunoglobulinas 

de ratón (Sigma). 

c) Ensayo inmunoenzimático de ELISA por captura de anticuerpo, 

para ·la identificación de sobrenadantes de hibridomas, que 

producen anticuerpos que reconocen a la valina a.-amidada 

como epitope inmunogénico 

La identificación inicial de hibridomas secretores de anticuerpos que reconocen 

a la valina a.-amidada comci epítope inmunogénico, se llevó a cabo mediante un 

ensayo inmunoenzimático (ELISA) por captura de anticuerpo, . de.scrito por 

Hockfield y colaboradores (1993). En· este ensayo,• se. emplearon p~acas de 

poliestireno (lnmunolon 1,. Corning) ·.de' 96 pozos> dÓnde; se. adsorbleron 

individualmente a cada p~zo, _0.3. µg del antígeno peptídJco d~,arr1idado diluido 

en una solución 0.1 M debicar~onato de sodio (pH9): El anÍígenci d~ Í3dsorción 

fue el conjugado de l3sÁ-va1~cONH2. Óespués de la adsorción deÍ antígeno, los . . - . . . 

pozos se lavaron tres vec~s con una solución amortiguadora de ELISA (0.01 M 

de NaH2P04, 0.5% de gelatina de teleósteo (Sigma) y 0.05% de Tween-20 

(Sigma) a pH 7.2~7.4) y, se incubaron con una alícuota de 50 µI / pozo de 

sobrenadante de hibridomas diluido 1 :20 en la misma solución. Después de 24 

horas de incubación a 4ºC, los pozos se lavaron nuevamente con la misma 

solución amortiguadora de ELISA antes descrita y se agregó una enzima . . 

(peroxidasa de rábano) conjugada a un segundo anticuerpo anti-lgG de ratón 

(Sigma) a una dilución 1:5000. Después de la.incubación por un período de 2 

horas a temperatura ambiente y de lavar seis veces el segundo anticuerpo con 

solución amortiguadora de ELISA, se agregó a cada pozo el. sustrato 

cromogénico adecuado OPD (0-Phenylenediamine Dihydrochloride, Sigma). 

Los pozos con señales de in~unorreacción positivas seleccionados, fueron 

aquellos en los cuales se observó inicialmente el desarrollo de una coloración 
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ámbar a la inspección visual, después de 15 minutos de la adición del sustrato 

cromogénico. Estos pozos también mostraron en forma correlativa un aumento 

significativo (de por lo menos 3 veces por arriba del valor control promedio de la 

señal inespecífica control) de la absOrbancia a 490 . nm, en un lector 

automatizado de longitud de onda variable de .ELISAS, (Bio-Tek lnstruments, 

modelo EL 311 ). 

d) Preservación de hlbridomas productivos: congelación y 

descongelación 

Los hibridomas, al igual que· los mielomas pueden ser almacenados en 

condiciones de ultracongelación a largo plazo (años). Al igual que con los 

mielomas, se obtienen mejores resultados congelando las células, cuando se 

encuentran en fase logarítmica de crecimiento (4-6 X 105 células I mi). Así, los 

hibridomas positivos identificados, se congelaron y almacenaron en nitrógeno 

líquido, de acuerdo al protocolo estándar descrito por Hockfield y eolaboradores 

(1993). Brevemente, los hibridomas en condiciones de cultivo en fase de 

crecimiento y replicación logarítmiC<'!, fueron colectados de los frascos de cultivo 

y centrifugados a 1000 r.p.m. por 10 minutos a temperatura ambiente. Después 

de es.ta centrifugación, los sobrenadantes fueron aspirados por vacío y el botón 

celular resuspendido, en medio de congelación que contiene·• 7% de 

dimetilsulfóxido (DMSO), Sigma en RPMl-1640 (Gibco) enriquecido con 10% 

de Suero Fetal Bovino (Sigma), para tener una densidad celula'r de: 1 x 106 

células por mililitro en tubos de plástico criogénicos (Nun~)-IÓs :'Cuales se 
' ;. .,, ,'.'• -

mantuvieron a 4ºC por 30 minutos y posteriormente congelados y almacenados 
<\";.·-,;. : ·-.. - -·-· .·., 

en nitrógeno líquido a -196 ºC. 

La descongelación de hibridomas para su cultivo y expa~sióH ~CJst~~io~es, •se.· . . . .·· -- -·--:, -- ,,;;-_ .---,; .. - _,.. ,_ --· - -.. ' 

llevó a cabo por la dilución de estas células a 37°Cen .medio 'de cÚltivO, seguido 

de centrifugación a 1000 r.p:m. por 1 O minutos a temperátura ambiente, la 
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aspiración de la solución de congelación, y la resuspensión de la pastilla celular 

en medio de cultivo selectivo para crecimiento de hibridomas (ver arriba su 

composición). Normalmente, se .empleó una densidad celular de 1 x 106 

hibridomas / mi para su crecimiento y expansión iniciales en frascos de cultivo 

de 25 mi de capacidad. 

4) CARACTERIZACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS 

MONOCLONALES PARA RECONOCER A LA FORMA ESTRUCTURAL 

a-AMIDADA DE LA VAL/NA 

a) Ensayo inmunoenzimático por captura de anticuerpo (ELISA), de 

sobrenadantes de hibridomas, que producen anticuerpos 

monoclonales que reconocen a la valina a.-amidada como epitope 

inmunogénico 
,'.' "' 

~~~':::; •,. 

La caracterización _de i'a•espedficiclad· c:lé los anticuerpos monoclonales, para 

reconocer exclu;siv~ineÁte a la ~alin~ ci.:.~miclada como epítope inmunogénico a 

partir de sobrenad;~te~ ele hibridorri;s ~r~d~cti~os inicialmente identificados en 

· 1os ensayos • postf~sión (ver arriba), s~ llevó i;f ca'bo a través de un ensayo 

inmunoenzimático estándar· de ELISA por .~ptÚra ,de. anticuerpo, descrito por 

Hockfield y colaboradores (1993). Esté eñsay'oseUevó a cabo en placas de 

poliestireno (lnmunolon 1, Corning) de~9e.~oZ:os, en donde, 0.3 µg de cada 

antígeno se adsorbieron individualmente a ciida pozo. Los 0.3 µg de antígeno . 

son diluidos en una solución deo.{lv1,de'.bical'bon~to de sodio (pH 9). Como 
; ¡.· . . - . 

antígenos, se emplearon diferentes for'mas estructurales de compuestos que 

codifican a la valina a-amidada (B~A-Va1-CÚNH2.Y BSA~MetoÍfinamiéík (
0

BSA~ 
• . • ,.,, ... · ,' ,, •.. '¡. • ,· •.. _, 

YGGFMRRV-CONH:í)),.siendo Ja secuencia peptídica de este último conjugado,' 

representativa de uno de los né¿ropépticlos .·.endógenos' ya ~lonad~s que 
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contienen a la valina ci.-amidada como último aminoácido del eXtrerno carboxilo 

terminal. Después de la adsorción del antígeno peptidico, los pozos se lavaron 

tres veces a temperatura ambiente, con Una solucióri'amortiguadora de ELISA 

(0.01 M de NaH2~04, 6.5% de gel~tina de. teleósteo (Sig~a) ·Y o.o5% de 

Tween-20 (Sigma) a ~H 7.2-7.4) y·se incubaron con u~a afrcuota de 50 µI /pozo 
.. , - .:·' :· ·, 

de sobrenadántes de hibridomas diluido -1 :50, 1: 100, 1 :200, 1 :400, 1 :800, 

1:1600, 1:3200 y 1:6400 con esta misma solución amortiguadora. Después de 

24 horas de.incubación a 4ºC, los pozos se lavaron nuevamente con la misma 

solución y se agregó una enzima (peroxidasa de rábano) conjugada a un 

segundo anticuerpo anti-lgG de ratón (Sigma) a una dilución 1 :5000. Después 

de la incubación por un período de 2 horas a temperatura ambiente y de seis 

lavados del exceso de segundo anticuerpo, con la solución amortiguadora de 

ELISA, se agregó a cada pozo el sustrato cromogénico OPD - (0-

Phenylenediamine Dihydrochroride, Sigma), para obtenerse como producto de 

la reacción la coloración (aumento de la absorbancia a 490 nm), en un lector 

automatizado de longitud de onda variable de ELISAS, (Bio-Tek lnstruments, 

modelo EL 311) en los pozos positivos (aquellos en los cuales se llevó a cabo la 

unión de anticuerpos específicos del sobrenadan.te de cultivo de h.ibri_domas 

-productivos al correspondiente antígeno. paptídico_ a.-amidado). También .se 

llevó a cabo un experimento inmunoenzimático control, donde se emplearon 

como antígenos adsorbidos al pozo, compuestos quí~ico~; cu~a ~structura 
contenía al aminoácido valina en su form~ est~u~t~ral cle>ácido carboxílico libre 

(BSA-V-COOH, BSA-RGDV-COOH), 'éste Último.un conjÚgáclo con un péptido 

endógeno, y por último el conJu9ad~-BSA-INWKGIMMA~~LL-CONH2 (BSA

Mastoparan X), conjLigadC:i con un pépiid~ ~ridóg~Íio qu~ 'pr~senta como último 

aminoácido del extre;+Jo carbc;xilci t~rrnin~I a í~ 1~'¿~iná<CJ.-arnidada, aminoácido 

amidado con la más alt~ h~m<Jiogí~ e~tructur~I a lav~li~a-~-amid~da (la leucina 

- --- posee. u.n grupo ITlern<J adlci~rié11 :eA la· ~dena lat~ral); Este ~e~s'ayo. control fue 

diseñado y aplicado para identificar y asegurar 'la ~s~ecificidad del 
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reconocimiento inmunogénico de los anticuerpos monoclonales hacia la forma 

a.-amidada de la valina. 

b) Ensayo de validación adicional de la especificidad de los 

anticuerpos monoclonales, contra l~f or~a estructural a.-amldada de 

valina, mediante un ensay? de inmunodot~blot 

Se llevaron a cabo diversos ensayos d~'inmún_,aci?t-blot para evaluar y verificar 

adicionalmente, la especificidad· de.· los aíliicuerpos monoclonales contra la 

valina a.-amidada. Estos ensayos s~llell~ron a'cabo de acuerdo al protocolo 

estándar descrito por H~ckfi~ld y colab~rad6res (1993). En forma breve, se 

emplearon diferentes concentraciones molares (1 X 10·12, 1 X 10·13, 1 X 10-14, 

1 x 10·15 y 1 x 10·15 M), dévarios conjugados de péptidos antigénicos sintéticos. 

Las preparacipnes antígenicas fueron YGGFMRRV-CONH2 (Metorfinamida), 

INWKGIMMAKKLL-CONH2 (Mastoparan X), Y-X1-X2-X3-V-CONH2, Y-X1-X2-

X3-V-COOH y RGDV-COOH, las cuales se aplicaron en un volumen de 1 µI de 

100% de metanoi a membranas de acetato de nitrocelulosa (Bio Rad) de 0.22 

µm de diámetro del poro. La adsorción de las preparaciones peptídicas a las 

membranas fue facilitada por la incubación de ellas a 37ºC durante 30 minut~s. 
F'osteriormente, las membranas fueron expuestas a un proces~·serikl ~e .tres 

lavados de 1 O minutos cada uno, co7 una so,luciónalllortiguador~ de\O~Mde 
fosfatos con •· un· pH · .. de 7.~. La( m~m.b~ana~ :fuerbn ,sGbsig¿l~nt~~enie 
incubada~.·. por uQa hora.·•. a ; te'mp~rátu~~ !~h,ti{~nt~. 6on'•7;Gnci'. i61uéiÓ~: ide 
prebloqueo (1_0 m.M tdsfat~s; 1%gelatina de teleisst~~· (Sigm~) ~ 0.0~%Twéen-
20 (Sigma), ~H 7.~).'}()~·s~~és de 13ste paso. exp~ri.~e~t~1,·1~s'.foé~br~Óas se 

incubaron . por 24 horas 'a :4°c, con. los anticuerpos monoclonales •. confra _la 

valina a.-amidada)dil~icid~ 1 :2s -~n ia s;lución de'pr~bioque8.·..\.<:6ríunuaciÓn, 
las membranas f~erci~\~jetas a u_n proc~so de cinc~ lav~dos de 1o ~in!Jtos por 
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lavado a temperatura ambiente, con una solución amortiguadora de 1 O mM 

fosfatos; 0.05% de Tween-20 (Sigma), pH 7.4, e incubadas subsecuentemente 

con· el segundo anticuerpo anti-lgG de_ ratón acoplado a· peroxidasa de rábano 

(Sigma), diluido 1:20 000, en una solución de fosfatos 10 mM, 0.05% Tween-20 

(Sigma), pH 7.4 por dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las 

membranas fueron expuestas ª: ci~~o lavados continuos por 1 O minutos en la 

solución de fosfatos 10 mM, 0.05% Tween-20 (Sigma), pH 7.4, para eliminar el 

exceso del segund; anticuerpo. 'pára ladeteC:ciónde señales inmunc:ireactivas 

se empleó, . un· kit de. quimioluminiscen~ia (NEN, No. NEL 101; Life Science, 

Basten, MA, USA), siguiendo un procedimiento estándar recomendado por el 

manufacturador. 

c) Radioinmunoensayo en fase sólida para la identificación y 

cuantificación de material inmunoreactivo a la valina a.-amidada 

La caracterización final de la especificidad de los anticuerpos monoclonales 

contra la valina a.-amidada fue evaluada mediante un radioinmunoensayo en 

fase sólida. Este ensayo fue empleado para identificar y cuantificar el material 

inmunoreactivo a este aminoácido a.-amidado. Los diferentes pasos 

metodológicos de este ensayo son descritos a continuación. 

a) lodinación del trazador peptídico empleando el método del IODO

GEN 

El trazador peptídico empleado para el radioinmunoensayo en fase sólida se 

marcó radiactivamente con el isótopo 1251, de acuerdo a~ procedimiento descrito 

por Hockfield y colaboradores (1993). En forma resumida,~l~~~~ti~~ d~ 1000-

GEN (Amersham Pharmacia Biotech) se disolvió inicialmente en cloroformo 
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para tener una soluCión de 10-40 µg I mi. Esta -s()luci~n fu~ empleada 

subsecuentemente p~ra recubrir I~ pared irüerna d~ tub~s ~~ bCl~osiii~tCl (12 

mm x 75 mm, py'¡~x).~· mediante la in~ul:>ación ·de .eada u~o de ellÓs con\oo µI 

del reactivo a temperatura ambiente. y• Ja evaporación al v'acio> del solvente 

orgánico, empleando una corriente de nitrÓge~'o liquid~. Á~tes de ini~iar la 

iodinación, cada tubo recubierto conlÓDO-GEN, fue enjJagado dos veces con 

una solución de PBS, pH 7.4 •. antes de la adk:iónde 2µg/100 µI PBS 0.1 M del 

péptido trazador a ser marcado (Y-X1-X-2-X3-V-NH2). Después de este paso, 

se adicionaron 250 µCi del reactivo is~tópico (Na 1251, Amersham Pharmacia 

Biotech) a cada tubo. La reacción se incubó por 15 minutos a temperatura 

ambiente, después de lo cual se procedió a la transferencia de la solución de 

reacción a tubos de plástico de 1.5 mi (Eppendorf). A este nivel, la solución de . . . . . 
reacción se incubó adicionalmente por 15 minutos a temperatura aníbierite: La 

purificación subsiguiente de la fracción del trazador peptídico · iodinado, se 

realizó en amberlita XAD-16 (Sigma), con el objeto de purifi~r:'el. pépÚdo 

iodinado, el Na1251 libre y los productos de la reacción, emple~ndÓ'J~a soiJción 

de alusión de 50% de metano! en agua bidestilada .• La ~~dic'f~n· de la 

incorporación del isótopo radiactivo y del cálcuío de la actividad ~specifieadel , 

marcaje isotópico en la fracción peptidica, se llevó a cabo ~~diant~ el conteo 

en c. p.m. en un contador de r¡;¡diadón gama (Beckman). .. . .. 

b) · Radioinmúnoensayo (RIA) 
. ··.,···;-':-' ..... · '•. . 

Se desarr~llóUn procedimiento de radioinmunoensayo en fase sólida, .con el 

objeto de ÍdéniificíOl-r y ~edir el conte~ido de ~ate~iaÍ inmuno;eactivo a la valina 

~-amida, d~ dive~~os péptidos que I~ codifieari. Este r~dioinmunoensayo fue 

llevado a . cabCl de acuerdo al protocoló estándar descrito por Hockfleld y 

cólaboradores (1993). 
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En forma breve, el trazador empleado en el radioinmunoensayo fue el péptido 

sintético. Y-X1-X2-X3-V-CONH2• Para su empleo como trazador en el 

radioinmúnoensayo, este péptido fue marcado radiactivamente ·can" 12~1 en l<i 

tirosina inicial mediante el empleo del método del IODO~GE:N d~scrito por 

Hockfield y colaboradores (1993) (ver arriba en el inciso '.a" de e~ta's~cdón). 
En el radioinmunoensayo en fase sólida se empl~ar~n pl~tos. d~ 96ipozos 

removibles (lnmunolon 11, Dynaiech). El recubrimiento·inicial ~e 1()i'pa~os·se 
hizo con 0.1 µg de proteína G r 50 µI de 0.1. M de b_icarbo~~to de ~6_di0 I pozo. 

Después de un periodo de incubación de 2 horas a ternpef.a!ura ambiente, los 

pozos fueron lavados tres veces ·-·con {~-n~ solu~ifo;:~n:;:cirtiguadora de 

radioinmunoensayo (0.1 M fosfato de pot~sip}(álgm~) f:0:1% :gelatina de 

teleósteo (Sigma) J 0.2% Tween-20 (Slgrna)~)~H ?~4);;\:~ste~~i~el experimental, 

se corrió un ensayo inicial para determinar 1~\:lilución cie'.ciíído de cultivo de los 

hibridomas secretores de anticuerpos m?~~~\~~~!;~_'.fo~tf~v~lina la a-amidada, 

capaz de dar un valor del 20-25% de urÍión'específica del trazador en ausencia 
- '. -· ~ - . • ' . ~',~,;::- , . ----:;- ,.- . 7 ;' . . u. 

de competencia con antígeno no. marcacloJ'Pará' este fin, se emplearon 

diluciones seriadas (1 :5, 1 :20, 1 :so y 1:1oof~'~l~~ldbde cultivo con anticuerpos 

monoclonales anti-valina CL-arnidada · en :. SOiución amortiguadora de 

radioinmunoensayo, las cuales fuerÍ:Í~ i~~ubadas en fracciones de 40 µI I pozo, 

en presencia del trazador ~r~vi~me'Ítte marcado (10 µI) por un período de 24 

horas a _4 ºC. Después de ~sta incubación, los pozos fueron lavados 4 veces, 

con la solución amortiguadora de radioinmunoensayo, y el porcentaje de unión 

especifica del anticuerpo al trazador fue calculada después del conteo· de 

radiactividad (c.p.m.) contenida en cada pozo, una vez extraída toda la solución 

de los pozos, mediante un contador gama (Beckman). Estos experimentos 

permitieron determinar la dilución del caldo de cultivo de hibrÍdomas productivos 
. . 

de anticuerpos anti-valina a.~amidada, a la cual se obtiene un valor del 20-25% 

de unión específica del trazador, dilución que se empleó rutinariamente para los 

ensayos de radioinmunoensayo. · 
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Para el desarrollo subsiguiente de una curva estándar de. este Último ~nsayo se 

aplicaron los sigui,entespasos experimentales~ 
1) Incubación de los pozos recubiertos coh proteína G por 24horas a4 ºC con 

50 µI de.lcaldo de cultivo del hibridom~ secretor:de anticuerpos monoclonales 

anti-valina cx.-amidada diluido en la solución · amC>'rtiguadora de 

radioinmunoensayo. 

2) Lavado de los pozos por 4 veces, con la solución amortiguadora de 

radioinmunoensayo a 4ºC. · . '. ·.· •' ·· '• •· ·. · 

3) -Preparación de cada una de. l~s siguiente~ s~¡ucipne~ ~k la. solución 

amortiguadora de radioinmunoensayo, del'tal forma qüe cada SO µI de cada una 
- - ' . '· '. .._ .. - :,_ ·' "- -~ ., .. .-. ;.-• .. :·t.•. - .. _¡. 

estas soluciones contenga, por t~iplicad~. ya sea 50oo;cu'entás por minuto 

(c.p.m) del trazador (pozos control c!eAnión t()101<:i01 t~~z~ci;r): º s9ooc.p.IT1. de 

trazador peptidico más una dilucÍón ~B'riáda (1; 16, 1Óoy1000 fento!lloles) de 

péptidos competidores de la unióri d~I. pé~ti~o · t¡~z~dor, losó cuales fueron la 

secuencia peptídiea del trazador,per~ sin:·íllárcar radiacti~alTl~nte con 1251 (Y

X1-X2-X3-V-CONH2), así• como ~(n~ur~peptido, ~et~rfin~mida (YGGFMRRV-
.-. ,-;:_'.- -~- - >o•:--· - - e,_ . _.,_ ! ·-.o~·-c• ----·. ·- . '¡- ,-=-. -· -- -.-·-

CONH2), el cual, como ya se méncionó con anterioridad, . es uno de los tres 

péptidos neuroactivos que coritie~~ a I~ f~rma cx.-amidada del aminoácido valina 

en su extremo carboxilo terminal. • 

4) Lavado de. los ,pozos: por 4. veces, con la solución amortiguadora de 

radioinmunoensayo a·4·c, con la posterior remoción de la última solución de. 

lavado de cada pozo d
0

el plato, el cual deberá depositarse en un tubo de vidrio, . 

para el 6011teo de>la radiactividad (c. p.m.) contenida en cada pozo m~dia'nie Gn 

contador gama (Beckman). A este nivel experimental, se determi~Ó ·.1~ fr~cción 
porcentual de unión especifica del trazador peptídico radiactivÓ 05 prese6cia ,de 

cantidades conocidas de los péptidos fríos. 

Se construyó una curva estándar con los valores de fracción: porc~ntual de 

unión especifica del antígeno radiactivo de los ensayos ¿ont~o1 'y,'.~~;~1c~1a'ron 
los valores de referencia de concentración inhibitoria del 50% d~· u~ión(IC50) 
del trazador iodinado, para establecer los niveles de confi~biÍiciad y de 
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· sensibilidad de detección de material inmunoreactivo a valina a-amidada en el 

ensayo. 
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VII. RESULTADOS 

1) Identificación de animales vacunados activamente contra la 

valina a-amidada, con respuesta inmunológica humoral contra este 

aminoácido, por medio de un ensayo lnmunoenzimático de ELISA 

por captura de anticuerpo 

Se diseñó, sintetizó y purificó una formulación estructural de un conjugado de 

proteína acarreadora-valina a-amidada, _para evaluar la capacidad de inducir 

una alta inmunogenicidad de esta preparación al aminoácido a-amidado, en 

modelos de vacunación activa en el ratón. Los detalles del procedimiento de 

preparación de· este inmunógeno y del esquema de inmunización fueron 

descritos en la sección de Materiales y Métodos. Se llevó a cabo un esquema 

de vacunación activa de ratones de la cepa BALB/c para gener_ar animales · 

hiperinmunes a la forma estructural a-amidada del aminoácido valina con el 

inmunógeno previamente seleccionado. Se inmunizó un : grupo} de , siete 

animales y los datos experimentales de los ensayos de ELJSA por capturá de 

anticuerpo mostraron que la aplicaciónde un p~ogr~m~ d~'.Vé!du'.nación acüva 

(con. el derivado a~amidado del aminoácido válina a6opiad6 covaierite~ente a . 
_ • - •• • .- _ - - _____ - ·--- _ • , - •• ·--"''-- -.; -,..~. " --·· • .,__- 0 -·- ·• ·.e· --· 

una proteína acarreadora),: empleando 5 reinmunizaciones'espaciadas por 30 

días, resultó un procedi~ieílto 'eficaz para generar animales . c6n'. re~pu~~ta 
humoral al aminoécidcJ an't~s mencio~~do. En la.figura 1, se rn!Jé~tr~:Gri_ejemplo 
representativo de la 'inediciÓ~ del titulo de los anticuerposcontra '18. valí na a-

. a~idada .(cor}lo v~lore~·d~ .. absorbancia en el ensayo) en. ún grü;6 de.siete 

raton~s vacJhaci8'~ a~tivamente contra el aminoácido amldado."Los a~imales 
vacu~ado~ cuyo;suero most~ó la capacidad de una respuesfa de inórementos 

de absorbancia e~ elELISA de al menos dos veces (marcadq~ como R1, R4, 

RS, RS y R7) sÓbré' el valor control de· sueros prein~Ün~s • (marcado co-mo 

pre inmune en la. figura 1) . fueron definidos y seleccionados como posibles 
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candidatos a la fusión subsiguiente de sus esplenocitos activados con células 

de mieloma. 
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Figura 1. Ensayo representativo de ELISA por captura de anticuerpo, para la 
identificación de animales con respuesta inmunológica humoral, a la forma 
estructural a-amidada de la valina. Los sueros de los animales vacunados 

activamente contra este aminoácido a-amidado, fueron ensayados por triplicado 
en dos diferentes diluciones. Los niveles de captura de anticuerpos específicos 

de los distintos sueros de animales vacunados (eje de las abscisas) son 
mostradas como el promedio de los valores de absorbancia ± desviación 

estándar (eje de las ordenadas). En este ensayo se empleó el péptido sintético 
BSA-Tir-X1-X2-X3-Val-CONH2 como antígeno de adsorción. 
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2) Generadón e identificación de· hibridomas productivos de 

anticuerpos monoclonalefi co~tra la lórm~ estructural a.-amidada de 

la válina 

La. vacunación activa contra Ja valina a.-arnidada con nuestra preparación 

'inrnunogénica permitió Ja generación exitosa de animales' inmunes contra este 

aminoácido. Núestros resultados permitieron identificar y seleccionar animales· 

inmunes a este aminoácido a.-arnidado, corno candíd~tC>s p'ara la fusión de sus 

esplenocitos activados ·con células de rnielorna deraiÓn''(lfnea celular Sp2/0), 

para' Ja generación de hibridornas productivos d~Cii~ti'c~~rpos monoclonales 

contra este aminoácido. 

De esta manera, se seleccionó al ratón vacunado R4, ~i C~Ell mostró Jos ni~eles 
de anticuerpos sérÍcos contra Ja valina (l~amid~da ~á5. '.~J~os (~~r flgura 1 ). 

Después, d~ llevar a •'cabo Jos, procei:lirnlentcÍs de 'Ja, fusión celular., de los 

esplenocitos' activados 'del, • ba~o ; can' célul~~ '.·de ; miei8m.3; ª~' c?mº . del 

sembrado y cultil/~'d~~l~shÍb~idcim~.formad9s. (ver:.secéfónide::~a'teriales y 

Métodos), se 'obtu~leron 340 hÍtxidÓni~s fo¡mados en distinto~· pozo; d~ fusión 

(ver figura 2 y tabla 1 ), con una eficiencia de . formación' de hibridornas 

postfusfÓn del .17.9% (\ler figura~2 ytat:i1'EI 1); A partiÍ'dé Jos pozos con formación 

de hibridomas visibles a Ja inspección microscópica, se colectaron 50 µI I pozo 

de caldo de cultivo como muestra a ensayarse· para la detección e identificación 

de anticuerpos contra Ja valina a.-amidada en ensayos de ELISA por captura de 

anticuerpo. Cada alícuota del . sobrenadante de cultivo fue ensayada a una 

.dilución 1 :20 en el ensayo de ELISA, empleando a Ja BSA-Val-CONH2 corno 

antígeno de adsorción a Ja fase sólida de Jos pozos de las placas de ensayo. 

Estos ensayos inmi.Jnoenzimáticos permitieron la identificación de tres colonias 

distintas de hibridornas ,, productivos de, anticuerpos , que potencialmente 

reconocían. a~ la va'J-CONJ-b como epítope inmunogél1ico (ver figu~a 3f La 

identificación d~. la cla~e .··~. iscitipo de. inm~noglobulina répresentativa de eada 
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uno de estos anticuerpos se llevó a ~be por medio de ún ."kit" comercial de 

tipificación de inmunoglobulinas . del ratón (Sigma) y IÓs tres distintos 

anticuerpos monoclonales fueron identificados como de la ~lase e isotipo lgG1 

(dato no mostrado). 

00.158% 

O Formados mi No formados o Mabs. Positivos 

Figura 2. Diagrama de la eficiencia porcentual de la formación de hibridomas 
post-fusión y de la fracción porcentual de formación de hibridomas productivos 

de anticuerpos mon!Jclonales contra la valina cr-amidada. · 
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000000000000 

Figura 3. Dibujo esquemático de una placa de poliestireno de 96 pozos er:i 
donde se identificaron por medio de un ensayo de ELISA por captura de 

anticuerpo, tres clonas distintas de hibridomas identificados como P'.15A4, 
P17C11 y P1 aes productivas de tres anticuerpos monoclonales contra la valina 
c:x.-amidada. Los pozos sombreados muestran el desarrollo de inmunorreacción, 
como consecuencia de la captura de los anticuerpos del caldo de cultivo de los 
hibridomas por el antígeno de adsorción BSA-Val-CONH2 a la fase sólida de la 

pared de los pozos. 
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Resultados 

·--------·------··-·--·····...! ·-~§..~-~-!:-.!~!?.Q_!!J 
. Células del bazo ! 100 000 OOCJ j 

Mielomas 1 20 000 000 1 
Relación células del bazo:mielomas 1 5:1 . __j 
Número total de pozos sembrados 1 1920 1 

1--Ñ~~~~~~~~¡~~ci~:~iti~~·~-··-l .. -·-·-··1~~~~-{ 
1-··-·--!!~m~r.9.._9.~-~!~i:!~.~ obt~~L~~ ......... .J ....... -~Q. ... ~.J. 

Tabla 1. Resumen cuantitativo de los parámetros numéricos de células 
empleadas para la fusión celular, en la generación de hibridomas productivos 
de anticuerpos monoclonales contra la valina a.-amidada. Nótese la cántidad y 
relación del número de células del tejido linfoide de un ratón inmunizado contra 
la valina a.-amidada y de células de mieloma empleados para la fusión celular, 
así como de la relación del número total de pozos sembrados, de la eficiencia 

porcentual de formación post-fusión y del número total final obtenido de 
hibridomas productivos de anticuerpos monoclonales contra la valina a.

amidada. 

3) Caracterización inicial de la especificidad de los anticuerpos 

monoclonales P15A4, P17C11 y P1BC5 contra la valina a.-amidada, a 

través de un ensayo inmunoenzimático de ELISA por captura de 

anticuerpo 

Después de haber identificado las tres clonas de hibridomas productivas de 

anticuerpos contra la valina a.-amidada, el siguiente objetivo del trabajo 

experimental de mi proyecto, consistió en la caracterización de la especificidad 

única de estos tres anticuerpos contra la forma estructural a.-amidada de la 

valina. En este contexto, los tres anticuerpos ·monoclonales anti-valina 
, ,., ,,-· :.,,~. :'i 

a.-amidada (figura 2) fueron evaluados por su capacidad para reconocer y 

unirse a diferentes antígenos de captura estructuralmente homólogos a la forma 

a.-amidada.de la valina de la fase sólida, en ensay~~>d~ ELISA por captura de 

anticuerpo. La figt1ra · 4 muestra el resultado de tina curva de titulación del 
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Resultados 

anticuerpo monoclonal P1 ~A4 en un ensayo de ELISA dcinde se emple~ron a la 

BSA-Val-CONH2, BSA-M~torfinamida, ss'A-Va1-COOH, · s_sA2RGD\/ y· BSA

Mastoparan X como antígenos d~-~d~~réiÓn a lafasEi sólida de los pozos de 

ensayo. 

Como se puede observar en _esta;"figura4, elanticuerpo P15A4 mostró una 

capacidad de reconocimiento inm~~olÓgic~ cruzado, aunque c~n diferente título 

(definido como el valor inverso de la dil~ciÓn ~ue da un v~lor del SO% de unión 

del anticuerpo a la fase sÓlidaanti~éniea), hacia ~odas las formas estructurales 

de ·preparaciones químicas. d~ antígenos de adsorción, que presentan a la 

forma a-ami dada de la valina.; Po/~jem;plo, el a-aminoácido libre per se (BSA

Val-CON H2), el ci-amlnÓácido ·codificado en un neuropéptido (BSA

Metorfinamida), el. a-aíllino.áci~o l.ibre'en su forma estructural de carboxilo libre 

(BSA~Val-COOH) .·o. éodifi·c~do en un n~Üropéptido acoplado a esta misma 

proteína (BSA:Rci'ov)~ . Adici~nalmente,; e~te anticuerpo (P15A4), mostró 

reconocimientoinmu~ológlco '6ruz~do hacia el· aminoáC:Ído a-ainidado leucina, 

que es el hom.Ólo~o estruct~rál :más c¿rC8.no a la valina (ver curva de titulación 

. en-la figura·.4),.dCÍ~dese ~~P.l~ó 'como antígeno de adsorción .de .la fase sólida 

del ensayo. de EUSA; BSA-Mastoparan X, un hapteno representativo de un 

neurop~ptido bioactivci qu~ 'ccJdifica a la leucina a-amidada. Así; en conjunto, 

estos datos muestran la ausencia de una especificidad única de reconocimiento 

inmunológico de este anticuerpo (P15A4), hacia la forma estructural a-amidada 

de la valina y sugiere, en principio, que el reconocimiento de 

complementariedad antigénica de este anticuerpo, está dirigido 

fundamentalmente hacia un epítope inmunogénico estructural del aminoácido 

valina en dónde no se incluye el grupo a-amida (cadena lateral). 
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Resultados 

"' BSA-Val-NH2 
-f!l-BSA-Val-COOH 

BSA·Metorfinamlda 
BSA-RGDV 

~ BSA-Masloparan X 

1600 3200 6400 

Figura 4. Ensayo representativo de ELISA por captura de anticuerpo para la 
caracterización de la especificidad del anticuerpo monoclonal anti-valina a

amidada P15A4. Las diferentes curvas de dilución del anticuerpo ensayadas, 
empleando diferentes antígenos de adsorción a la fase sólida del ensayo, que 

presentan diferentes formas estructurales de la valina y de su homólogo 
estructural de aminoácido más cercano (leucina), se muestran trazados con 

diferente símbolo. Cada valor de dilución de este anticuerpo para cada curva de 
ensayo, fue muestreado por triplicado y los niveles de captura del anticuerpo 

(eje de ras abscisas) son mostradas como el promedio de los valores de 
absorbancia ±fa desviación estándar (eje de las ordenadas), para cada valor de 

dilución I curva (eje de las abscisas). Los valores del título del anticuerpo 
monoclonal P15A4, calculados en las diferentes curvas de dilución del ensayo, 

empleando íos diferentes antígenos de adsorción de captura fueron los 
siguientes: 1/200 para BSA-Val-NH2, 1/200 para BSA-Val-COOH, 1/200 para 

BSA-Metorfinamida, 1 /190 para BSA-RGDV y 1 /180 para Mastoparan X. 
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Resultados 

Fueron llevados a eabo experimentos análogos de ensayos de ELISA por 

captura de anticuerpo, para la caracterización del patrón de la especificidad de 

reconocimiento inmunológico para el anticuerpo P17C11 anti-valina a.-amidada. 
' ' 

.En estos erisayos 'también se empleó el mismo sistema de antígenos de 

adsorción ·antes mencionados. Un ejemplo representativo de los ,datos 

experimentales obtenidos de estos ensayos de ELISA se muestra~~ 18.figura 5. 

De igual forma que para el anticuerpo P15A4, los resultados·~onjlJnt~i de 

especificidad del· anticuerpo monoclonal P17C11 _ rÍl()straron; un patrón 

·heterogéneo de reconocimiento -inmunológic~_ cru.zado>tanto'/~:- diferentes 

isoformas estrueturales de la v~lina (Val-CONH2 yVal~COOH{ei~ícó~o por la 
. .·. . - -· . - .- - . . . ';' - ',; - ... ,.·,' ·-~· .. , - .. ·'- .,;·,; . . . 

leucina a.-amidada. ),sr··eritonces, .este''.resultado·sugiére;'·er1',prlnciplo; que ·e1 
: . -,. ·.: .. · -,·,.o-.. ·'·· .... - .. -• ... ',-.._, ·\-··' __ ,., ",' _., .. : _ ..•• , '.;. • 

reconocimiento de. complernentariedal antigél1icá: de'~ste'anti~uerpo, al. igual 

que el anticuerpo. pro~uci~o p6r la• cl~n~--del' hibri'~o~~ ~1 s~4.'. ~~rnbién está 

dirigido fundamentalmentB' hacia uri epÍtope inmun6génicb: estrú'ctural del 

aminoácido valina en dónde no se 'incluye el grupo ci-amida (cada~~ lateral). 
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Figura 5. Ensayo representativo de ELISA por captura de anticuerpo para la 
caracterización de la especificidad del anticuerpo monoclonal anti-valina a

amidada P17C11. Las diferentes curvas de dilución del anticuerpo ensayadas, 
empleando diferentes antlgenos de adsorción a la fase sólida del ensayo, que 

presentan diferentes formas estructurales de la valina y de su homólogo 
estructural de aminoácido más cercano (leucina), se muestran trazados con 

diferente slmbolo. Cada valor de dilución de este anticuerpo para cada curva de 
ensayo, fue muestreado por triplicado y los niveles de captura del anticuerpo 

(eje de las abscisas) son mostradas como el promedio de los valores de 
absorbancia ± la desviación estándar (eje de las ordenadas), para cada valor de 

dilución I curva (eje de las abscisas). Los valores del título del anticuerpo 
monoclonal P17C11, calculados en las diferentes curvas de dilución del 

ensayo, empleando los diferentes antfgenos de adsorción de captura fueron los 
siguientes: 1/400 para BSA-Val-NH2, 1/360 para BSA-Val-COOH, 1/400 para 

BSA-Metorfinamida, 1/200 para BSA-RGDVy 1/300 para Mastoparan X. 
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Resultados. 

El último experimento de caracterización inicial de la especifi~idad de IÓs 

anticuerpos monoclonales anti-valina cx-amidada, fue llevado a cabo para el 

anticuerpo monoclonal p1aes (ver figura 6). La evaluaciÓnde la especificidad 

inmunológica de este último anticuerpo, empleando uíl diseño experirt1erital ele 

ELISA por captura de anticuerpo análogo al empleado p~ra 16~ anticuerpos 

P15A4 y P17e11,mostró que a diferenciade estos dos últimos anticu~rpos, el 

anticuerpo monoclÓnal. P1 aes fue capaz ~e reconocer en forma específica y 

seh~ciiva exclusivamente~ la forma estructuralcx-amidada de la v~lina, pero·no 

a la isoforma de carboxilo libre de este aminoácido, así como tampoco a su 

aminoácido· amidado estructuralmenfé. análogo (leucina-eONH2), al menos 

dentro del rango de diluciones ensayadas para este anticuerpo. 

Así, por lo tanto, este resultado en conjunción· con los obtenidos para los 

anticuerpos P15A4 y P11e11, muestra que el anticuerpo P1 aes es· el único que 

tiene especificidad y selectividad únicas por el reconocimiento inmunológico de 
: -' . ' ·, 

la forma estructural cx-amidada de la valina. En este contexto experimental, es 

. factible proponer que el reconoci~iento de complemel1taíieclád antigénica de 

·· este anticuerpo, a diferencia del mostrado por los antic~erpos P15A4 y P17C11, 

si está· dirigido fundamentalmente hacia un epi tope inmunogénico. estructural 

del aminoácido valina, conformado probablemente por la cadena lateral y el 

grupo· amida condensado covalentemente en ·el átomo de carbono ex de este 

aminoácido amidado. 
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Figura 6. Ensayo representativo de ELISA por captura de anticuerpo para la 
caracterización de la especificidad del anticuerpo monoclonal anti-valina a

amidada P18C5. Las diferentes curvas de dilución del anticuerpo ensayadas, 
empleando diferentes antlgenos de adsorción a la fase sólida del ensayo, que 

presentan diferentes formas estructurales de la valina y de su homólogo 
estructural de aminoácido más cercano (leucina), se muestran trazados con 

diferente slmbolo. Cada valor de dilución de este anticuerpo para cada curva de 
ensayo, fue muestreado por triplicado y los niveles de captura del anticuerpo 

(eje de las abscisas) son mostradas como el promedio de los valores de 
absorbancia ± la desviación estándar (eje de las ordenadas), para cada valor de 

dilución / curva (eje de las abscisas). Los valores del tltulo del anticuerpo 
monoclonal P18C5, calculados en las diferentes curvas de dilución del ensayo, 

empleando los diferentes antlgenos de adsorción de captura fueron los 
siguientes: 1/5000 para BSA-Val-NH2, 1/250 para BSA-Val-COOH, 1/130 para 

BSA-Metorfinamida, 1/1 para BSA-RGDV y 1/100 para Mastoparan X. 
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Resultados 

4) Caracterización complementaria de la especificidad de los 

anticuerpos monoclonales P15A4, P17C11 y P1BC5 contra la va/ina 

a-amidada a través de un ensayo inmunológico de inmunodot-blot 

La evaluación y verificación complementarias de la especificidad de los 

antic~erpos P1SA4, P17C_11 y P18CS contra.la valina a-amidada,. se llevó a 

cabo. a través de ensayos de .inmunodot-blot En estos ensayos se emplearon 

como sistema de captura de los anticuerpos a la fase sólida de los filtros de 

membranas· ele nitrocelulosa, diferentes· preparacion~s de antígenos peptídicos 

sintéticos·; cu~a sec~~ncÍa primada presentan en el ~xtremo carboxilo terminal, 

diferentes fÓrmas ·· e~trubturales de la valina (en su forma. a~amidada y ·de 

carbo~ilo. lib~e), así\co.:no a su aminoácido .. con .más .estrech~ hbmología 
.~. .- - ~ . ' . ' ' . - . ., ' .. . ,, ' - .·. -

estructural (lellcina): En el diseño experimental de estos éns'ayos.dé inmunódot-
, - - : . " . " . - . ' , ' . . -- , _,. ·-~- . . . , 

blot, se e~plearonconcéntraciones seriada_s. d~ los'disti~'tos\antígenos 
peptídicos de captura de los anticuerpos (ver figura~-/, a·:~ 9)·;;~~-ra~gos-de 
concentració~ p~ptídica (10-12 a 10"16 rnolar) que normalme~te l~gnÍ.n identificar 
. .. ' . ··, ' . '• ,._ ' ... _ . ,__ ' 

la capacidad.de unión de alta afinidad de anticuerpos por antígenos enla fase 

só_lida en esta clase de ensayo inmunológico. Los datos experimentales del 

inmunodof~blot corroboraron, al igual que los resultados de ELISA por captura 

de ~~ticuerpóc, que los anticuerpos P15A4 (figura 7) y P17C11 (figura S) carecen 

de un patrón de especificidad y selectividad únicas en reconocer 

inmunológicamente a la forma estructural a-amidada de la valina; Por el 

contrario, la especificidad del reconocimiento de complementariedad antigénica 

del anticuerpo P18CS hacia la forma a-amidada d_e este amirioácido, fue 

comprobada adicionalmente a través de este ensayo inmunológico (ver figura 

9). Así, en conjunto, los datos experimentales de.ios._ensayos de ELISA por 
. ' 

captura de anticuerpo y del inmunodot-blot, permitieron la. identificación del 
- . . . - -

anticuerpo monoclonal .P1 aes, como el.úniéó capaz de poseer la especificidad 

y selectividad de reconocimiento inmunológico, exclusivamente por la forma 

a-amidada de la valina. En este. contexto experimental,· entonces, el anticuerpo 
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Resultados 

monoclonal P1Bés fue empleac;lo posteriormente para diseñar y estarid~ri~ar un 

radioinmunoensayo (RIA), para lograr identificar con confiabilidady med!r con 

alta sensibilidad de. detección, material lnmunoreactivo a la valiná a-amidada 

presente en distintos péptidos ·(ver adelante figura 1 O), para así. validar el 

empleo conjunto posterior. de este anticuerpo monoclonalc y RIA en la 

identificación, aislamiento. y. caracterización . estructural· de nu~vas ¿species. 

peptídicas neuroactivas que pr!'!~enten este aminoácido a-ami~ado: Está última 

línea experimental será tópico eje desarrollo experinient~I de otro tr~b~jo. 
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Resultadas 

A B 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

10 -tl M 10 _._, M 

10 _,.. M 10··-14 M 

10-15 M 10-15 M 

10 _,.. M 10 _,.. M 

P15A4 (1:25) 2o. Ab(1:20,000) 
1. YGGFMRR·V·l'l-l2 (Metorflnamlda) 
2. INWKGIAAMAKKL-l..-l'l-l2 (Mastoparan X) 
3. Y-X1-X2·X3-V../ll-!2 

4. Y-X1-X2-X3-V-COOH 
5. RGDV-COOH 

Figura 7. Ensayo representativo de un lnmunodot-blot, para caracterizar la 
especificidad del anticuerpo P15A4 contra la forma estructural a-amidada de la 
valina. El patrón de reconocimiento inmunológico cruzado de este anticuerpo, 
se evaluó contra la forma estructural de carboxilo libre de la valina, así como 
contra la leucina, su homólogo estructural más cercano. Todas estas formas 
estructurales están presentes en diferentes secuencias peptídicas sintéticas, 

representativas tanto de neuropéptidos como la Metorfinamida (YGGFMRR-V-
CONH2), RGD-V-COOH y Mastoparan X (INWKGIAAMAKKL-L-CONH2), así 
como de dos péptidos sintéticos diseñado en el laboratorio (Y-X1-X2-X3-V

COOH y Y-X1-X2-X3-V-CONH 2). El código de identificación numérico de cada 
secuencia peptídica antigénica de captura del anticuerpo ensayadas en el filtro, 

se muestra en números progresivos del 1 al 5. Las distintas concentraciones 
molares decrecientes de cada péptido empleadas como antígenos de captura 
en el filtro, se anotan en las columnas de la izquierda del filtro, ensayado con 

una dilución 1 :25 del anticuerpo P15A4 (A) y del filtro control ensayado 
exclusivamente con una dilución 1 :20,000 del segundo anticuerpo (B). 
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Resultados 

A B 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

P17C11 

10""13 M 

10-1• M 

10-15 M 

10-16 M 

(1:25) 2o. Ab(1:20,000) 
1. YGGFMRR·V-~2 (Metorflnamlda) 
2. INWKGIAAMAKKL-L-1+12 (Mastoparan X) 
3. Y-X1·X2·X3.V-NH, 
4. Y·X1-X2-X3-V..COOH 
5. RGOV.COOH 

Figura 8. Ensayo representativo de un lnmunodot-blot, para caracterizar la 
especificidad del anticuerpo P17C11 contra la forma estructural a.-amidada de 

la valina. El patrón de reconocimiento inmunológico cruzado de este anticuerpo, 
se evaluó contra la forma estructural de carboxilo libre de la valina, así como 
contra la leucina, su homólogo estructural más cercano. Todas estas formas 
estructurales están presentes en diferentes secuencias peptídicas sintéticas, 

representativas tanto de neuropéptidos como la Metorfinamida (YGGFMRR-V-
CONH2), RGD-V-COOH y Mastoparan X (INWKGIAAMAKKL-L-CONH2), así 
como de dos péptidos sintéticos diseñados en el laboratorio (Y-X1-X2-X3-V

COOH y Y-X1-X2-X3-V-CONH2). El código de identificación numérico de cada 
secuencia peptídico antigénica de captura del anticuerpo ensayadas en el filtro, 

se muestra en números progresivos del 1 al 5. Las distintas concentraciones 
molares decrecientes de cada péptido empleadas como antígenos de captura 
en el filtro, se anotan en las columnas de la izquierda del filtro, ensayado con 

una dilución 1 :25 del anticuerpo P17C11 (A) y del filtro control ensayado 
exclusivamente con una dilución 1 :20,000 del segundo anticuerpo (8). 
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10-14 M 

10-15 M 

Resultados 

A B 
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

P18C5 

10 ... 13 M 

10-" M 

10-15 M 

10-10 M 

(1:25) 2o. Ab(1:20,000) 
1. YGGFMRR·V·l'.tlz (Metorflnamlda) 
2. INWl<GIAAMAKKL·L·l'l-lz (Mastoparan X) 
3. Y·X1·X2·X3·V-n-f, 
4. Y·X1·X2·X3-V..COOH 
5. RGOV..COOH 

Figura 9. Ensayo representativo de un lnmunodot-blot, para caracterizar la 
especificidad del anticuerpo monoclonal P1 aes contra la forma estructural a.
amidada de la valina. El patrón de reconocimiento inmunológico cruzado de 
este anticuerpo, se evaluó contra la forma estructural de carboxilo libre de la 

valina, así como contra la leucina, su homólogo estructural más cercano. Todas 
estas formas estructurales están presentes en diferentes secuencias peptídicas 

sintéticas, representativas tanto de neuropéptidos como la Metorfinamida 
(YGGFMRR-V-CONH2), RGD-V-COOH y Mastoparan X (INWKGIAAMAKKL-L
CONH2), así como de dos péptidos sintéticos diseñados en el laboratorio (Y-X1-
X2-X3-V-COOH y Y-X1-X2-X3-V-CONH2). El código de identificación numérico 
de cada secuencia peptídico antigénica de captura del anticuerpo ensayadas en 

el filtro, se muestra en números progresivos del 1 al 5. Las distintas 
concentraciones molares decrecientes de cada péptido empleadas como 

antígenos de captura en el filtro, se anotan en las columnas de la izquierda del 
filtro, ensayado con una dilución 1 :25 del anticuerpo monoclonal P1 aes (A) y 

del filtro control ensayado exclusivamente con una dilución 1 :20,000 del 
segundo anticuerpo (8) . 

.------·----·--
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Resultados 

5) Empleo del anticuerpo monoclonal P18C5 contra la valina a.

amfdada para estandarizar un radfoinmunoensayo en fase sólida 

(RIA), capaz de identificar y cuantificar material inmunoreactivo a 

este aminoácido a.-amidado, presente en secuencias peptidicas 

sintéticas diseñadas en el laboratorio, asi como en neuropéptidos 

bioactivos 

La parte final de mi trabajo experimental de tesis estuvo centrada en el 

desarrollo y estandarización de un radioinmunoensayo, empleando el 

anticuerpo monoclonal P18C5 específico para la forma estructural a.-amidada 

de la valina. En la figura 1 O se muestran los resÜltados de dos curvas estándar, . _, '~ ' _,_ .. . - . ,_ ' 

para identificar la sensibilidad de deteccióñ de material 'Ínrriunoreactivo a la 
. •' .. ·- " .. ·. '.··- ,_. __ '.,,. ·- ... ·,· - . 

va lina a.-amidada, presente en la sec'uéncia pepUdica diseñada' en el laboratorio 

(Y-X1-X2-X3-V-CONH2) .. ·y en·· úri~ . de l~s ti-és > n~Sropéptidos bioactivos 

(Metorfinamlda) que· presentan a este'· aminoá¿idci a.~~midado en su extremo 

carboxilo terminal. . El· reslJltad~ mGestra • la 'C::ap~cid~d de est~ anticuerpo 

monoclonal, para detectar. con confiabilidad rriat~~i~l 'inmunoreactivo a valina . . . ·. . ... 
a.-amidada en el rango de concentraciones de fmoias I pozo de ensayo, en el 

valor de referencia de concentración de péptido competidor capaz de desplazar 

el 50% de unión del trazador iodinado al anticuerpo monoclonal de la fase 

sólida del RIA (ICso por sus siglas en inglés en la nomenclatura estándar. 

empleada para estos ensayos). Otro dato importante obtenido en este ensayo . 

fue que .el anticuerpo monoclonal P18C5, demostró la misma capacidad, para 

reconocer y cuantificar casi con la misma sensibilidad de detección al material 

inmunoreactivo de la valina a.-amidada, codificado tanto en el péptido sintéti~o 
de diseño e~ nuestro laboratori~ (143 fmolas al valor de referencia de lCso par~ 
Y-X1-X2-X3-V-CONH2), así~c~mo en el neuropéptido. bioactivo Metorfinan;ida 

(50 fmolas. al vale/ de ref~ren~ia .de ICso. para YGGFt•XRR~V=2oN-~;) .. Este 

último resultado, hace factibl~ postular la capacidad·. potencial; de este 
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anticuerpo monoclonal P18CS para· identificar y · cuantificar .material 

inmunoreactivo a. est~ aminoácido a~amidado, el cu~Í pudiera estar pre~~nte en 
,e . . > - ' 

otros nuevos neuropéptidos amidados, que codifiquen a la vaiiná <l.-amidada 

empleando este radÍ~inrm.moensayo ya ~standarizado ... · · 
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80 
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Figura 1 O. Ensayo representativo de la estandarización de un 
radioinmunoanálisis, para identificar y cuantificar el material inmunoreactivo a la 

valina a-amidada, empleando el anticuerpo monoclonal P18C5 contra este 
aminoácido. La gráfica muestra los distintos valores del porcentaje de unión (eje 

de las ordenadas) del trazador peptídico 1251Y-X1-X2-X3-V-CONH2con el 
anticuerpo monoclonal P18CS, a diferentes concentraciones progresivas de dos 

péptidos sintéticos competidores (eje de las abscisas, en escala logarítmica) 
que codifican a la valina a-amidada en su extremo carboxilo terminal (Y-X1-X2-

X3-V-CONH2 y Metorfinamida). Los niveles de sensibilidad de detección 
confiable, de material inmunoreactivo a la valina a-amidada del ensayo al valor 

de referencia estándar del 50% de la inhibición de unión del trazador (ICso), 
fueron de SO y 143 fmol respectivamente para Metorfinamida y para el péptido 

Y-X1-X2-X3-V-CONH2. 
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Discusión 

VIII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

1) Generación de conjugados con alta capacidad in,riiin~~énica de 

la va/lna a.-amidada 

El objetivo central de mi proyecto de tesis estuvo dirigido hacia la generación e 

identificación de hibridomas, capaces de sintetizar anticuerpos· monocÍonales 

con reconocimiento inmunológico de complementariedad antigénica, hacia.• 1a 

forma ·estru.ctural a.-amidada del aminoácido valina, presenté como último 

aminoácido en el extremo carboxilo terminal de la estructura pfim'aria de 

mensajeros peptídicos amidados. Desde el punto de vista antigénico'. e't'primer 

problema científico-metodológico que tuvo que resolver mi trabaj~ éxperÍ,.;,ental 

fue é1 diseñ;, síntesis y p~rifi2ación de un conjugado' qué.f~~ra'~páz .de . - ,,_- . ,- . -· .. --. _;:·- - - - .. ,- ' -- ·- ' -· ... - ' .·. 

presentar como. hapteno altamente inrnuriogéniéo; al sistema inmun~ del ratón 

de la• cepa.~ BALB/c, a ta> for.rrta :·;.~st/~c;tÜ~al a-arliid~d~ ',de. la valina.. La 

.·justificación de, este ,abo.~daje,exp~rimen't~I i8icial d~ ~i ·proyect°, .se basó en el 

hecho cól1cept~~ld~(6~rnpc:l d~;1~'i~~~n61~3'í~.' de~ue rrio1éculas de muy 

escasa compÍejidéld éstr~~tural y peso ~01e6~1~i. cc:lm~'es el caso de la valina 

a.-amidacla, 11~rm~lmente son muy ~oco'o•cii';e~~r, de ~~addad inmunogénica ..... ,:._ - ·,· '•. .•. 

para generar y consolidar una respuesta inmunoló9iéajíi.Jmoral en mamíferos 

inmunocompetentes (Harlow y Lane, 1999).···Así'el1t0n6e~.'e1 punto de partida - .. ,,, , . . 
experimental inicial de mi proyecto fue el logro deL diseño y síntesis de un 

conjugado inmunogénico el cual fuera capaz dei conferir inmunogenicidad a la 

valina a-amidada. Los resultados experi~~·nf~les,deyacunación.activa con 

este inmunógeno de poblaciones de ratol1~s ·BALB/c .(ver la figura 1 .de la 

sección de Resultados), mostraron la capÍ=lcid~d de ~ste° inmunógeno para 

inducir una respuesta inmunológica humoral contra ,la .va lira a.-amidada en · 1a 

mayoría de los animales vacunados (~90%), áJ;identificar títulcÍs sig~nificativos 
máximos y estables de anticuerpos séricos contra este aminoácido, después de 
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un programa de 4 reinmunizaciones, en el ensayo de ELISA por captura de 

anticuerpo. 

2) Generación de hibridomas productivos de anticuerpos 

monoclonales contra la _valina a.-amidada 

La vacunación activa · contra la valina a.-amidada con la preparación 

inmunogénica ·de este aminoácido, permitió la generación exitosa de uri gran 

número de animales inmunes (siete) contra este aminoácido a-a.midadO. Estos 

resultados permitieron también identificar, seleccionar y definir. animales 

inmunes candidatos para la fusión de sus esptenocitos activados con una línea 

celular cancerígena de linfocitos B (mielomas Sp2/0), para ta generación de 

hibridomas que tuvieran la capacidad de sintetizar anticuerpos m_onoclonales . . . 

contra el aminoácido a-amidado. Un experimento de fusión celular de esta 

naturaleza, empleando al ratón R4, permitió la obtención de 340 _hibridomas 

visibles a la inspección microscópica (ver figura 2 y tabla 1 ), de tos'cuales un 

porcentaje del 0.158% (tres clonas), fueron identificadas· iniciialmente como 

hibridomas con el potencial de sintetizar anticuerpb~ con: capacidad de 

reconocimiento inmunológico a la valina a~amidada;? Es perti~entemerÍcionar 
que el indice numérico de la eficienciade fusiórÍfuebaj6, ya.qu~ ~I ~Úmero total 

de pozos sembrados con células de fusiÓ~ fu~ d~ 192ó. Ndrmalmente, en 

condiciones experimentales óptimas, los valores de'réndi~i~nto de eficiencia de 

fusión y formación de hibridomas visibles a la insp~cicÍÓn microscópica deben 

. ser valores de referencia reportados en la literatU~a d~ entre el 40-60% del total 

de pozos de cultivo sembrados con células postfusión (Harlow y Lane, 1999). 

No obstante de esta desventaja experimental, los ensayos de ELISA por 

captura de anticuerpo, permitieron identificar inicialmente en este experimento 

de fusión a tres clonas de hibridomas distintas denominadas P15A4, P17C11 y 

P1BC5, con actividad potencial de sintetizar anticuerpos contra la valina a-
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amidada (ver Figura 3). A este nivel experimental, mi interés estaba centrado 

en la identificación inicial y rápida de clonas de hibridoma con capacidad 

potencial de síntesis y secreción de anticuerpos contra este aminoácido 

amidado, con el objeto de eliminar, también rápidam-el1te, la necesidad del 

cultivo y expansión de un gran número de clonas dehibridomas no productivos. 

Así, una vez identificadas estas tres clonas_ dé' hibridomas 'potencialmente 

productivas de anticuerpos anti-valina ci-arnid~da.por el ,criterio del· ensayo de 

ELISA por captura de anticuerpo (empl~a~d~ como a~tígeno de captura de la 

fase sólida ·a -la BSA-ValCONH2), est~s .'ires hibridomas fueron ulteriormente 

sujetos a procedimientos, de éulti~6.- expansiÓ~ y cl~nación • celular. La 
. - , ·- ' .. , --.º .. ' . -·. ,-. . - . . 

identificación de la clase e is~tipo de inmunoglobuHnas de los• anticuerpos 

monocl~naies P:1 SA4, ~1 IC1 {y •p1 aes, ~e llevóa cabo mediante~ un kit de 

tipificació~ de illmuno~1obu·1.inasd~ ratón de Si~ríl~. y-1as tres m_astraron ser de 

la clase ~ isotÍ~o lgG1. Este último r_esultado apoya adicionalmente el ~~ig~~ 
monoclonal deest6s tres··~:ÍnticÜerpos;tFinal~ent~; una.vezideniificados ~stos 

=~:p,:~~:~~·~i%Wz~~~~~~~~ ~:,:;~;,;::~"~~tfr~sr~, .: 
106 células-¡ mi· 1.,iúbd;;i::;i69énic~) en distintos luga'r~~ el~ ~l~ác~namiento y 

preserlaC:ión c~io_gé~¡~¿~p~ri'~segÜrar_su' ~iabi lidad v~cli~ponibill~Ú fut~ras -a 
largo plazo. - - >'.' · ; : ;;:< • 

,-._ ,; -- -

3) Campr¿bai:IÓni.Ulteri;;; de la capacidad, de /os;'anticuerpas 

nlanai:J<Jij)/~s1~~1'~~4, Pi7C11 y_ P18CS, _,en· el · re~anacÍmienta 
inmunalóglcÓ ! pof(complementariedad) antÍgénica hacia la forma 

estrúctu'fai d~alñiclac/a del aníinaéÍcida vali~a • 

El aminoáddov'aHna en suforma estructúral nativa como L-aminoácido con un 

grupo carboxílico libre en su átomo de carbono et., y aún en su forma a.-amidada 

en este mismo átomo, tiene poca complejidad estructural. Así, por lo tanto, el 
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logro exp9rimentál de mi proyecto de logra( sintetiza~ Un inrnunÓgeno que 

confirió alta inmunogenicidad a aste aminoácido cx-amidado, fue un objetivo 

inicial que había q~e. lograr para la vacunaciÓn. activ~ y genera'c;iÓn de ratones. 

hiperinnil.Jnes a ia v~Hna ci.~ámidada: Esto •.. con. ~L obiet6;c Corno' SS ;explicó 

anteriorment~. d~ obtener a~imales: dona'db~~s de ~spl~nocita~·~cÚvados para 

fusionar~~ 6bri é:él~las d~ ml~l~ma. Sin embargo, Lna Jez ide'~tificiicfos tres 

hibridomas· procÍ.Jct6~es••.·····¿~ ~~ticLerpos monOclonáles <.contra . la · valina 

cx-amidaci~; f~e n'é!ces~;io comprobar y ase.gurar· la especifiddad absolutá de 

esto~ fr~s antiC:u~·rp6f para reco~ocer exclusivarnent~ a la f~r~~ a.~amidad~ de 

este ~minoá~ido'Vnotambién a la forma de ca~boxUo librede fa mi~ma .. Este 

criteri~ de espe~ificidad absoluta está basado .en el hécho y justifi~ación .del 

objetivo ·de g~nJ~ar <anti~uérpos monoclonales con especificidad úni6a a la 

valina cx~amidad~ ~ara poder. emplearlos posteriormente en la estandarización 

de un radioigmunoensayo (ver más adelante in6iso "4" de esta sección), capaz. 

de identificar mate.ria! inmunoreactivo a este aminoácido cx-amidado codificado 

. en . fracciones p~ptídicas del· sistema nervioso 'd~. ma~ífer~s •. c~n el. objeto de 

clonar nuevos' péptidos bioactivos cx-amidados, que presenten ~n su extremo . 

carboxi10 termina1 ªeste aminoác.ido a.-amidado.'A~r. una vez ict~ntificacios 1os 

tres hibridomas (P15A4, P17C11 y P18CS) prod~ctivd~ d'e' anticu~rpcis có~Úa la , 

valina a.~amidada, fue necesario comprobar ~lt~riormerÍt~ ·en forma más 

sistemática la especificidad única hacia la valina d:amldada. Adi~ionalme~te, 
también fue necesario explorar· y asegurar la capacidad funcional de q~e estos 

anticuerpos tuvieran la característica de reconocer específicamente a la valina 

cx-amidada, presente en el extremo carboxilo terminal de una serie de péptidos 

sintéticos de diseño en el laboratorio, así como en péptidos representativos de 

especies peptídicas bioactivas de origen neural. los resultados . de estos 

experimentos de evaluación de. la especificidad de los anticuerpos 
--. - ' '-, . ·' - :--;.-,---_--,_-_ 

monoclonales P15A4, P17C11 y P18CS a través de ensayos de ELISA por 

captura de anticuerpo, son mostrados en las figuras 4; 5 y 6 de la sección de 
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"Resultados" y en ellos. se determinó que solamente. el anüC:lJerpo · P18C5 tiene 

la capacidad funcional de reconocimiento inmunológico espe~ífico por la forma 

estructural a.-amidad~ de la . valina, así como. la (j~· llevar a cabo. este 

reconocimiento cuando : est~ ami~oácldo ··mCJdifi~a~o está condensado 

estructuralmente con e1 e~iremo c~rti6xi10 ie~rnina1 de secLencias peptrdicas de 

distinta estructura prim~ria · (BSA-Val-CONH2, BSA-~etorfinamida (BSA

YGGFMRRV-CONH2).' ... Nótese qué .·estos r~quisitos funcionales no son 

exhibidos.por 1ds ot~os deis arÍticuerpds monoclonales P15A4 y P17C11 
• '· •<' ,:-,. • 1····;·· ··.· . . 

iniéialmente iden!Íficados, ya que ellos dos, además de reconocer a la .valina • 

a.-amidada,; támbiÉfr1 identifican a otras secuencias peptfdicas que codifican en . 

su extr~mci:carbo~ilo i~~minala la forma estructural de ácido carboxilico libre la 

valina.:(ElSA-\Í~1-29oH, BSA-RGDV-COOH) y a BSA-Mastoparan X. (BSA

INÍNKGIAAMAKKLL-CÓNH2). La hipótesis más plausible para explicar estos 
. ' _, - -· '"••-.-,, .. _,_ - - - '" ' ~ 

pafron,es de reconocimiento inmunológico cruzado de los anticuerpos P15A4 y 

P17C11,:·~orJa fb~'ma estructural no amidada de la valina, está relaci()nada 

posibleme~te)~I hecho de que el reconocimiento de complementariedad 
•, -~.. . - ; • '-:.""' - ' ,- -e:_ -- • ,:_,·_~. , - - - _- -·· - - '· .•• , -

antigénica de estos dos anticuerpos, no está dirigido a un epítope estrl.Jctl.íral de 

. lamolécul~ de la valina· a.-amidada conformado por el áÍomo.de'ca~b()nd a.del 

aminoácido modificado, sino que más bi~n,'este.epítope e~tarfa c:b~fdrm¡;;do 
,- ' . - ·. .· .-- • ".c.--_· ... --' . :.. :.-,·,.· . :-,~. _:_;-:_'"··-- ·:.:'• ·" 

predominantemente por el resto .. de: la~ésfructlli'á. molecular del aminoácido 

(caden~ lateral y el átomo de c~rbon;.deff~r~·~~ &-~~il1~l::C~st~~ ~islTlas 
deducciones se ven apoyad~~· par:.\1osfé'rísay6s':ccomp1~ifieniarÍos _de 

especificidad a los·. qué fueron~;í.iitericír~e~te'..:s~i~tos':;1o'~'ü~és .~nticuerpos 
monoclonales, a través de ensayos d.~ in~Llnbd~t:b1dt'(ver figuraJ:7,;·a y,9 .de la 

sección de "Resultados"): Adiói~ha1.rríerít~, estói ú1u!iici~·ensayos también nos · 

· permitieron identiti~r •. p6r prim~r~ :s~ida S'~n~ibi1°ici~ci: cie·:1ci~i~'cició~ ci~· este 

ensayó .. é!e material·· inmünoreactiv~ á' 1a • va1inaXci:-a;Aid~daf · presente'. en 
' . .- .. ' -,-•' " \ . . ·'- . " .. ,_ . ' .. --· ' . . . ' ~ - . . --._ . . - ~,- - . -

. secl.Jencias peptidicas (ver "A"' columna; 1 'e[, la figurá S),''cuy~ valor mínimo •.·. 

confiable para el anticuerpo P18C5 fue d~ üri4 M de máteri~Í inmunoreactivo a 
'' . . . . ' . ' 

valina a.-amidada detectado. 
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4) Empleo del anticuerpo monoclonal. P1BC5, especifico para la 

va/ina a.-amidada, para estandarizar y validar un radioinmunoensayo 

(RIA), con capacidad para identificar y cuantificar con alta 

sensibilidad de detección, material inmunoreactivo a este 

aminoácido a.-amidado codificado en secuencias peptidicas 

Como ya se ha discutido con anterioridad, el desarrollo de mi trabajo 

experimental permitió la obtención de un anticuerpo monoclonal (P18CS). que 

cumple con los requisitos de especificidad y selectividad únicas por el 

reconocimiento de la forma estructural a.-amidada de la valina, presente en el 

extremo carboxilo t~rminal de secuencias peptídicas. Así, este logro, permite 

estar en la posibilidad de diseñar, implementar y validar . un ... ensayo 

inmunológico que tiene, por un lado, la capacidad de confirmar finalmente la. 

especificidad de este anticuerpo monoclonal, y ad.icion~lm~rit~. d~ brindar las ·. 

ventajas experimentales de poder identifiear con confiabilidacly d~.cuantifiéar 
con alta sensibilidad de detección, material· inmun~reacti~~ a e~tei ~minoécido . 

a.-amidado, presente en secuencias p~ptídl6as de clis~~o y r~~r~~~nt~tivas de 

péptidos neuroactivos a.-amidados . en la valina ya clonados; Así entonces, los 

resultados de la figura 1 O mostraron que e:I ~nticli~rpo lllonoclo_nal P1 aes anti

valina a.-amidada demostró una · capacidad funcional óptima como 

inmunoreactivo para poder desarrollar. y validar un radioinmunoensayo (RIA), 

que satisface las características fun.cionales de esp~cificidad y muy alta 

sensibilidad, para la detección·· de material inmunoreactivo a la valina a.

ami dada, codificada en el extremo ~rboxilo terminal de secuencias peptídi.cas 

sintéticas de diseño en el laboratorio (Y-X1-X2-X3-Val-CONH2), así como en la 

secuencia primaria representativa de Uno de los tres neuropéptidos conoCidós a 

la fecha que presenta a lá valiná. a.-an:.idada (Metorfinamida, YGGFMRRV

CONH2). Esta capacidaci~éJefanticuerpo monoclonal P18C5 p~~~.'.dete~tar 
material inmunorea~tivo. en . dos secuencias peptídicas de distinta estructura 
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primaria en el RIA, hace posible postular la utilid~d d~ ~~te -~nticuerpo ·en 

ensayos futuros para clona; rÍuev~s posibles ·pé~ticlc:is. ~~Ú;oa~Üvos, que 

pudieran presentar a este amirloádido a.-amidado .jen. ~u <JXt~emg carboxilo 

terminal a través de procedimienÍos i~munocromatograficos'. Otro• aspecto 

funcional que es pertinente mendionar de este RIA," es la alta sensibilidad de 

detección de material inmunoreactivo a la valina a.camidada en secuencias 

peptídicas. Por ejemplo, en la figura 10 se observa que la sensibilidad mínima 

del ensayo es del orden de 50-140 fmolas de material peptídico a.-amidado, 

respectivamente para Metorfinamida y Y-X1-X2-X3-Val-CONH2, al valor de 

referencia del 50% de desplazamiento del trazador (ICso, por su nomenclatura 

en inglés). Estos niveles de sensibilidad de detección son altos para los 

estándares rutinarios de inmunoensayos de:esta naturaleza, en la detección y 

cuantificación peptídica (usualmente valor~s promedio reportados en la 

literatura del campo alrededor de 2-500 fmol~~. H~rlo~ y Lane, 1999). Desde el . . . ~ ' . ' . 

punto de vista de la utilidad futura de:éste RIA, para su empleo como bioensayo 

. _para clonar nuevas especies; peptídicii~'l:J¡6~¿tl~as:C:ori' valina a.-amidada, se 
. :· ··-. · .•. - ~-ro\'~ - , __ ,-o-,o=.- ~ - •. "' - . .e-.·';' . ··:o-•.• -•. - '""'·--

debe mencionar que la . alta sensibÍÍiclad d~,cJete2ción del. ensayo, será una 

ventaja experimental de·. primer. arder{ y~< que ~~ualmente los péptidos 

neuroactivos, aún los ix-amidados; s·~ sint~tiz'a~ en n1Ly bajas concentraciones 

(alrededor de pmoles I mg de tejido h¿~eÚc;i, (Ba~¿has, et al., 1987) en los 

tejidos nerviosos y neuroendócrinosdel siste~a nervioso de mamíferos. Así, los 

índices de recuperación de los mismCJs,/después de procedimientos de 

homogenización tisular y purificación cromatográficas, son generalmente aún 

más bajos (generalmente en el rango bajo de pmolas / mg de tejido húmedo, 

(Barchas, et al., 1987). 

s:.:.·.:·;1~.A~ ,.I'F~~;r~~ l\J,1~ ;:: ~--.: -:-;-. .. . _. ' "-.... ~ - --~ ._ . ·-.: 
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AportaC:lcrn~~ y:perspe¿tlvas' f~iÉr~~ de traba/o 

Mi trabajo experim~ntal de te~is ,<logró I~·: gene/~~iÓ:n 
. - - .. - .. - -- -.. - .-·-·; -.,"·· -º .,., .- --. :--

validación de la 

especificidad '.de un¡ anticl.Jerpo monodonal . contra' la forma".estructural a

amidada del ~min~á6ic:!~. v~ii~a\Adfoion~lni~nt~. e~té ~nti~~er~O se. empleó 

para diseñar, implem~,ntélr}' validar un radioir1r11unoensayc:), §en lácapacidad de 

identificar.·. y cuantificar'., cori' muy alta: sensibilidad; de detección, material 

inmunoreactivo :a•tstetamirioácido'. m8dificado, ''codifi
1

cado. en·····el extremo 

carboxilo .. term,i n~I .de~.~~~~eJ1'cia~;-pe~tídi,ca~' 1de 'disfü\~8'{-e~t~ucl~ras primarias. 

D¡ado 'que·solo exlstén:, clonados tr~st neul"opé.ptidOs\bioactivos' (Secretina, 

~::;~~:;iteyp~~~~:~~d~s~ .• ;:i~titJ:ciJ~7l~t~T~aG~.urje:::::i:: :~ ::: 

estudios 'actuales cdé~'mapeo genómico de 'mamíferos, los cuales predicen la 

.. ~xistenci~ de ~n nÚm~;o con~iderable de -nuevos péptidÓs bioactivos, 

anticiparTl~s. que el. empleo d~ este anticuerpo monoclonal en el RIA ya 

estandarizad~, p~rmitirá en futuros experimentos de. clonación· peptídica 

inmunocr'bm~tográfica, la identificación, aislamiento y caracterización estructural 

y funcional de nuevos neuropéptidos con valina a.-amidada. Estos estudios ya 

están siendo .desarrollados en el laboratorio de mi tutor principal de tesis, y 

forman parte del desarrollo de trabajos experimentales de tesis de postgrado de 

diferentes alumnos. 
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