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I. RESUMEN

Resumen

La superfamilia de los péptidos b|oact1vos esta conrormada por mas de 300 :

sustancias. La diversidad de las funcnones modulatorlas que ellas ejercen e5‘ )

también muy amplia. Ca5| la’ m|tad de Ios peptldos bloactnvos presentan la

caracteristica estructural comun de la a.-amldacton del ultlmo amlnoacldo del"

extremo carboxilo termmal Con base en Ios estudlos

‘ nuevas sustanCIas peptldlcas que codnfquen este‘ammoacndo a-amldado




Introduccién
Il. INTRODUCCION

~a) /mpo'na;icié de' los me. Lséjé_ros qUimicos de naturaleza peptidica

En |nvertebrados 'z verteb, dos ex1sten dlferentes superfamilias de moléculas

“:con funcnon transmlsora neuromoduladora ' hormonal de naturaleza peptidica,

‘ con multlples funcnones Por unilado podemos mencionar como ejemplos

: representatlvos de peptld( ue’ modulan importantemente la

excitabilidad neuronal a Ia ‘ a:metorfinamida, la secretina, la
‘ ' cromograninas, el TRH, la amidorfina,

pt o Y (Eipper et al., 1992). Por otro lado,

deltorfina, la coIecustocmm

las endomorfinas (1-2) y e
como ejemplos representa vo d ,afgunas de las hormonas polipeptidicas «.-
am|dadas que; regulan Ia f|5|ologia de estructuras neurcenddcrinas en . el
sistema nervioso, asf como de glandulas de secrecion hormonal penferlcas son
la hormona Ilberadora de cortlcotrofna (CRH), la gastrlna Ia hormona
‘/estlmulante de Ios melanocitos (a-MSH) la lnsulma 822 35 y 521-26 la
‘oxltoclna y vasopresnna el factor liberador de la hormona lutemlzante (LH RH)
' la hormona adipocinética, la hormona concentradora de melamna en roedores
'(neuropepttdo El), la hormona liberadora “de tirotrofina - (TRH), -el: peptldo
N fhlpot'SIarlo activador de la adenilato ciclasa, el factor inhibidor de Ia hormona def :
~crecimiento (GH-RH), la calcitonina y la familia de polipéptidos pancreatlcos y Ia ' :
del glucagdn (Eipper et al., '1992). Resuilta interesante hacer notar que han sndo’ o

clonadas diversas .toxinas peptldlcas a-amidadas a partir de extractos del

veneno . de. algunos lnsectos crustaceos y reptiles.
representatlvos de estas toxmas peptldlcas podemos mencnonar

‘las conotoxunas, la tpxlna 1] del escorplon y la melitina (Enpper,et a

A pesar del conocumlento de la accuon de algunos peptldos y.del esfuerzo en la -
lnvestlgac:lon de estos mcluyendo estudlos con antagonlstas ha sudo d|f|c1I eI



”‘fla familla’rbde pebtkldos bloactlvos mcluyend

vertebrados e- mvertebrados son de naturaleza peptldlca 3
conocemos mas de 300 sustancias de naturaleza peptidi'

postraduccmnalmente por ;
protelcos de alto P lar: (Manls et al.. 1990;,Eip:b‘e‘

Vescmdldos de su precursor y, enZImas de modmcacmn quimica postraduccnonal :
tales coma a-amldasas acetlltransferasas glicosilasas y fosforilasas. La
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modnflcacron quumlca postraducc:onal que se encuentra presente en cas: la
mitad de la poblacuon de todos Ios peptldos buoactwos conocndos en Ia"
actualldad es la amldacmn del grupo carboxilo del atomo de carbono alfa del '
ammoacldo del extremo carboxno terminal. A5| este. grupo. de’m nsajeros

peptidicos presentan un grupo a-amlda no ionizable (- CONHz) en Iugar de un .
grupo acido carboxnllco Inbre |on|zab|e (-COOH&C00), enel ultnmo ammoacudo :

de su extremo carboxllo termlnal La monooxngenasa a—amudante deI sustrato :

y-enddcrino, de especues como
1990), bovino (Murthy et alk

endoproteolltlco a nlvel de secuencuas ‘'de. ‘pares de ammoamdos basucos;

presentes en Ia secuencna del precursor en los flan..o«‘ mmo y carboxllo‘
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terminal : del peptldo bloactlvo. Posterlorm nte la»accuon'de Ia enzima

) mactlvo con el residuo de gllcma en el extremo carb VIIO terminal; en un péptido

bioactivo maduro a-amldado meduante un proceso catalmco de dos etapas. En
la primera etapa, demostrada mlcnalmente por Bradbury y Smyth (1988), |

actividad a-hidroxilante de la PAM conwerte al mtermedlarlo peptidico inactivo

con el residuo de glicina en el extremo carboxno terminal, en un intermediario
peptidil-a-hydroxiglicina, en presenma de cobre ascorbato y oxigeno molecular.
La actividad catalitica” dealqullante 'de la PAM convertira el ‘residuo

a-hidroxiglicina del |ntermed|ar|o en glloxnato dando fnalmente origen al grupo

peptidil-a-amida en el ,,ex' ‘emo. c;rb dlo terml‘nal del peptldo bloacnvo maduro

Las dos etapas en la‘reaccién de acion'son las siguientes:

Paso 2: Pept§u||-cu(n;;c'f; i

Pepudu-cmn:—é NH.+Hicoo"
peptldo a- amldedu : R gllnxllato

w
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c) Réle‘viang;'ia' funcional de la presencia del grupo o-amida en la

estructdra de péptidos' bioactivos

Los estudlos de caractenzac:lon estructural del genoma de mamlferos como el
. roedor ¥ eI humano postulan la exustencxa de un numero aproxlmado de 26 000

. a. 35 OOO genes funcnonales de los cuales aI menos un 1% de ellos pudiesen
"codlf car protefnas precursoras de peptldos b|oactlvos (Venter et al., 2001).

Esto hace posible postular |a exnstencta todavla de un numero significativo de
"peptldos btoactlvos ‘que se tienen que |dent|f'car desde el punto de vista
: estructural y funcnonal Del nimero de peptldos bloactlvos conocldos a la fecha

o . actual (~300) casn la mitad tienen la caracterlstnca de estar a-amndados en el )

.ultlmo aminoacido del extremo carboxilo termlnal Sl se postula quel la poblacnon

S ‘de estas sustancias peptidicas conocidas es estadnstlcamente representatwa de

‘la poblacnon total de la superfamilia de peptldos bnoactlvos que estan_‘

- codificados “en’ el genoma de los mamiferos, entonces podemos plantear la :

hlpoteSIS de que dentro de la poblacién de nuevas moleculas péptfdlcas que
esperan ser descubiertas, casi un 50% deberan de cod|f'car'un amlnoactdo
:‘a-amldado en su extremo carboxilo terminal.

t’vTamburlm y colaboradores (1990) mvestlgaron Ia capacndad catalitica amldatlva

- "“'de la PAM sobre una serie de sustratos peptldlcos snntetlcos‘,del tlpo N-dansnl-

(GI|)4-X-GI1 (X" cualquier. ammoac:do esenmal) Los 'resultadjs de estos,

"vfexperlmentos mostraron no tener la actlvadad amldante de Ia‘ PAM sobre el

’sustrato peptldlco con el amlnoacndo aspartlco en Ia posmlon X, L

la actnvndad am|dante de la’ PAM sobre este amlnoamdo,tambnenlp rece ser

‘manlfesta invivoen el: tejldo nerwoso y endocrmo' d vertebrados e

: ‘mvertebrados La deltort"na un peptldo oploude de mamnferos “serf

'pept;do bioactivo potenmalmente exustente a nlve| tlsular q{ e presentana dlcho'
aminoacido a-amidado en' el atomo de carbono alfa de su extremo carboxno-,
terminal. Sln embargo, Ia exnstencua de este pepndo amndado no ha pOdldO ser

6



- confi rmada en extractos de teydo nervuoso y endocrlno y solo ha sido propuesta
por Richter y colaboradores (1987), con base en Ia secuencna de nucleotldos del

acido desoxiribonucleico complementarlo (ADNc), que potenc:aImente COdIfICa a-

su molécula protéica precursora.
Dentro de la familia de mensajeros peptfdlcos amldados clonados a Ia fecha

una gran proporcién de estas sustanc:as presentan a’
fenilalanina (Fen), glicina (GI|), Ieucma (Leu) Ilrosma (TII"
Isoleucma(IIe) y triptofano (Trl) como resnduos termlnales a-amIdados (Eipper et
al., 1992). : S :

meuomna (Met),

" Por lo menos la ‘mitad de todos los rheﬁ'sajer‘os peptidicos ya clonados en el
f.sistema nervioso y endécrinb' tanto de' vérIébrados como de invertebrados,
presentan la modificacién quImlca de Ia oc-amldacton (Eipper et al., 1992). Asi,
dada esta gran proporcion de peptldos buoactlvos a-amidados, diversos grupos
de investigacion han estudIado el SIgruf cado funcional que esta modificacion
estructural confiere ‘a. este.: |mponante y numen 0so  grupo de moléculas
peptidicas. Asi, se ha encontrado que esta modificacién estructural es esencial,
tanto para la expresion correcta de‘ Ia actlvndad blologlca como para el aumento

de la estabilidad y la v1da medla blologlca ‘de estas sustancias, una vez que son
escindidas enznmatlcamente de sus moléculas precursoras (Barchas et al,
1987; Eipper: ot al., 1992 Lew y Smith, 1996; Boudreaull et al, 1996) Con
- relaéiéh a . la | actividad bioldgica, se puede. menCIonar como ejemplo
:representatlvo Ia presencia del grupo a-amida -en Ia hormona ||beradora de
"comcotroﬁna (CRH) y en la hormona Ilberadora de tnrotronna (TRH) Ia cuaI es
- requerida para la unidn de alta afinidad de estos dos peptldos a sus receptores

© para la expresion de la actividad b|oIog|ca de ambos peptldos en la h|p0f|5|s de .
-~ mamiferos y sus acciones conductuales en todo ‘
1986; Harvey, 1990; Tazi et al., 1987; Vale of a/
de los intermediarios peptidicos CRH- GI| y TRH Gli, normalmante encontrados

en el tejido enddcrino de esta glandula asn como tampoco las .formas

7
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'estructurales de acndo carboxnico Ilbre termlnal de la CRH- OH y TRH-OH

L ,(normalmente no presentes en este tepdo), muestran las caracteristicas de
o ."unlon de alta af”nldad yla capamdad de’ actnvudad bioldgica reportadas para sus

: : contrapartes peptndlcas a-amldadas Eh"cuanto a la estabilidad peptidica, cabe
'_;"mencmnar quela presencna del grupo pepudll a—amlda lleva hacia una mayor

" resistencia’ 'de peptudos a-amidados, a Ia accron 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 accién
biolégica (v.g.r. espacio sinéptico en el sistema nervioso) (Barchas et al., 1987;
-Eipper et al,, 1992; Lew y Smith, 1996; Boudreaull et al., 1996).

d) Estrategias experimentales comdunmente empleadas para la
identificacién molecular de péptidos bjoactivos a-amidados

En funcidn de la prediccion de un importante ndmero adicional de sustancias
peptidicas bioactivas o-amidadas, aél‘ como a la posibilidad de identificar
nuevas funciones de este grupo adlcnonal de péptidos, diversas estrategias
metodolagicas se han disefiado’ y empleado en el campo de traba]o
experimental dirigido hacia la busqueda sistematica de nuevos mensajeros ;
peptidicos a-amidados (Barchas et a/ 1987). Una . de las. estrateglas mas :
exitosas, se ha basado' en una metodclogia bloqmmlca para Iograr la -
identificacién, . aislamiento -y caracterizacion molecular de’ matenal peptidico

"'k,b|o|og|co con el grupo a-amida (T;-:temoto y Mult, 1978; Tatemoto y Mult, 1981;

. Tatemoto, 1982 a. b; Tatemoto et al, 1983; Tatemoto et-a'l.y,'1984). Esta
; festnfategia se basa en el empleo de un método quimico, d§nde una porcién del
extremo qarboxilo-ter‘minél; del - péptido, es cartada’ enziméticamente vy
_convertida a un derivado - dansilado fluorescente, el cual es purificado e



~7’sustancias peptldlcas amldadas con mportante accuones hormonales y/o‘ :

neuroactivas. - A pesar de .estos i logros experlmentales esta, estrategla“

' experimental - es :poco em’pleada en. la actualldad para abordar trabajo o
experlmental dll'lgldO al - aislamiento de nuevos mensajeros peptldlcos ‘o
amidados. Esto se debe fundamentalmente, a que la familia de estas sustancias

* peptidicas es yé mijy numerosa y cada vez mas creciente en la actualidad,
factores que aumentan el costo econdmico y el tiempo de trabajo para lograr la
identificacidon” y el aislamiento de nuevos péptidos amidados, con una
métodologla que no tiene la capacidad de discriminar diferencias estructurales,
a nivel del tipo de aminoacido a-amidado y de la secuencia primaria entre
especies de’ péptidos amidados ya clonados, con la de nuevos: miembros
pephdncos amidados por |dent|t”car No obstante, . esta metodologna tiene la

-.ventaja de |dent|f|car peptndos a-amldados sm el prev10 conocumlento de su
actmdad blologlca : '

O'troy ehquué'ekperifhenfal exitoso en la busqueda y aislamiento de nuevas
sustancias peptldlcas amidadas, se ha basado en el empleo de técnicas
‘moleculares (Barchas et al., 1987). La mayorla de las moléculas precursoras
+= proteicas ,contlenen cedificada la secuencia de multiples mensajeros peptidicas
-que, a ”menudo, exhiben diferentes actividades bioldgicas. En general, el
o procesamiento enzimatico postraduccional de precursores protéicos, sigue una
- i‘sﬁerie de reglas bien definidas, ya mencipnadaé con anterioridad, lo que permite

identificar las secuencias de pépﬁdoé pétehcialmente bioactivos. Asi, una vez

que -se ha a|slado y caracterizado la estructura molecular de un ADNc, que
codifica para un precursor de mensajeros peptld:cos es factible identificar y

9



deducir, mediante el - analrsrs de su cra nucleondrca Ia estructura

primaria de amlnoacrdos potencral,

ente representatlva de. un peptldo o~

fiamldado El desarrollo de metodologlas de sintesrs de peptrdos en fase sélida,

ha hecho posible que se puedan smteuzar ecuencras de peptldos a-amldados
da ‘a; partlr de su molécula precursora

cuya estructura primaria ha SIdO de

En esta forma, es factlble émpl' peptrdos ‘sintéticos como haptenos

antigénicos en procedlmlen ‘nrzacron para la generacron de

anticuerpos que reconozca epi pesAInmunogenlcos locallzados en dlstlntos
dominios de la secuenma‘prlmarla del peptldo antlgenuco Estos antlcuerpos

|st|ntos proced|m|entos |nmunolog|cos

pueden asi, emplearse
cromatograficos y- de: secuencuacron ept[dlca para comprobar ‘la exnstencra

tisular y para |dent|fcar y ‘caracterizar f,a estructura-del peptldo a-amldado
n un\ eactlvrdad en e'ﬂ El. alslamlen(o y
europeptldo am|dorfna(Se|Z|nger et a/ 1985),
Jerhplo representatrvo donde este-acercamiento

endégeno, responsable de

caracterizacion molecula de|

se  puede crtar comoi un
'metodologrco functon para él alslamlento de: un neuropeptrdo a—amldado La
B comblnacron de est t|po de’ metodologlas moleculares y bloqulmlcas ofrecen,
-”'Apor regla genera‘ bllrd'ad ‘de rdentlflcar»la presenma ‘asi como lograr el

v, ~a|slam1ento tlsular yla’ caractenzacron molecular frna de un péptido amidado,

. cuya secuencra de ammoacrdos fue deducrda mlClaImente a partir de la
secuencia codificada en’ el ADNc de su molecula precursora. Sin embargo,
como es obvio de deducir, la prlncrpal desventaja radica en el hecho de que el

hallazgo experimental, que justifica el abordaje al trabajo de |dent|flcacmn Y.

aislamiento molecular de un nuevo mensajero peptrdrco a- amldado' depende’

del aislamiento y conocimiento previo de la estructura del ADNc' ku COdIflCa la
t‘é‘,‘ este

secuencia primaria de dicha sustancia peptldrca Des”fortuna am

ultimo hallazgo experimental ocurre en la mayorla de |os asos om wun factor :
serendipico y. no como resultado de una: estrategla experimental sustematrca" B

dirigida a la busqueda selectiva de nuevas moleculas peptrdlcas a—am|dadas

LT S A R et i ;Inrfo'duccién,,,



e i i et Introducclén .

e) “Los anticuefpos inonoclona'les, su apl:cac:én y utilldad

experimentales

Un anticuerpo monoclonal es una inmunoglobulina capaz de reconocer un solo
‘ epitope inmunogénico en un antigeno, la cual es sintetizada por una unica clona
celular de linfocito B (Roitt, 1998). Asi, el grupo de anticuerpos monoclonales
sintetizados por una sola clona de linfocito B maduro, desde el punto de vista
estructural, tienen sitios idénticos de fijacion antigénica en sus sitios de’

- complementariedad antigénica de las cadenas hipervariables, lo cual confiere la

capacidad de exhibir, desde el punto de vista funcional inmunoldégico, idéntica
- especificidad, selectividad, avidez y afinidad en el reconocimiento inmunolégico
del mismo epitope estructural inmunogénico de un solo antigeno.

Desde el punto de vista experimental, los anticuerpos monoclonales se
producen por la fusion de un linfocito B activado, capaz de sintetizar una
inmunoglobulina contra un epitope inmunogénico determinado y de un tkipo de
célula de una linea celular cancerigena de linfocitos B, que puede cultlvarse y
reproducirse rapida y facilmente, pero que no tiene la capacndad de smtetnzar,
. |nmunog|obul|nas funcionales (Goding, 1996).  Estas lmeas celulares
' cancerigenas son los mielomas, usualmente inmortalizadas a partlr de roedores' i
": (rata y ratén), aunque se dispone de algunas de origen humano y se obtlenen
én casas comerciales especificas. Los linfocitos B activados, son extréidos y:
purlflcados a partir del tejido linforeticular (el bazo), de animales de laboratorlo :
(usualmente ‘ratones) inmunizados en forma activa, contra una serle de
' epltopes mmunogemcos de un antigeno. Cuando el proceso de fusuon esf
completo Ias células hijas se conocen como “hibridomas”’, es. deC|r celulas'j .
hnbrldas que ‘han heredado algunas caracteristicas genotnplcas y fenotlplcas
,lmportantes de ambos progenitores: inmortalidad de la célula de mleloma Y=
capacidad de producir anticuerpos funcionales con especificidad definida vde la
célula B activada de un animal vacunado (Goding, 1996). e



~introduccién

Las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales son tan varladas y.tan utlles '
como lo permita la imaginacién. Tan sélo se necesnta una molecula que tenga

que ser reconocida y, que sea capaz de provocar una respuesta |nmune de tipo
humoral. Por lo tanto, las aplicaciones" se extlenden a mucha areas de la

biologia y la medicina, asi como-a la mdustrla vblotecnologuc
podemas emplear a los anticuerpos monoclonales en el dlagnostlco de virus,

bacterias y parasutos patogenos S|mpl|f1cando enormemente su, busqueda e
identificacion en muestras de’ origen chnlco (Campbell 1991) Los anticuerpos
monoclonales tamb|en son utiles para Ia ldentlfcacaon de antlgenos marcadores .

de superficie celular de finfocitos: y tumores auxnhando las técnicas de imagen .

para la deteccion de tumores y su tratamiento (Campbell, 1991; Blakey et a/k.‘,
1995;  Bischof y Delaloye‘ 1995).- Otra aplicacién de los' anticﬁérpos
monoclonales es en-la terapeutlca de enfermedades virales, bacterlanas y
parasitarias, a través de protocolos experimentales - de mmunlzacu:m paswa g
~(Campbell, 1991 Casadevall 1996; Harris, 1995; Ostberg, 1995 Boletl et al
: 1995, Cosrml 1995; Alegre et al, 1995). Los anticuerpos: monoclonales' :

también son herramrentas biolégicas de utilidad estratégica unrca para dasenar o '

desarrollar..y apllcar dlversas metodologias de |dent|fcacuon, alslamlento
purmcamon caracterlzacuon estructural y funcional de productos y moleculas en
las areas medlca y biolégica (Campbell, 1991}. En el dragnostlco forense los
antlcuerpos monoclonales sirven para la deteccién de aditivos no declarados en
7f‘bebndas y.alimentos, asi como en la busqueda de cantidades traza de drogas
B l|IC|laS en la clinica toxicologica adictiva (Campbell, 1991).



Planteamiento del problema y justificacién de} trabajo experimental

l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO
EXPERIMENTAL

Como ya se menciond con anterioridad, existe un numero significativo de
nuevas sustancias peptidicas bioactivas «-amidadas, que esperan ser '
identificadas y caracterizadas a nivel estructural y funcional en los mamiferos,
incluyendo al humano. El logro experlmental de identificar y caracterizar nuevas
ptidlcos en mamiferos, incluyendo al
ntender mejor la fisiologia del

funciones para nuevos transmlsores
humano, nos pondria en posublhdad d
sefalamiento celular peptldnco y asi estar amblen en p05|b|hdad de dlsenar y S

amidada del aminoécido valma los cuales serv:ran de:base com

biologico, en estudlos futuros para clonar y caracterlzar func:ones de, posnbles'

nuevos peptldos bloactlvos que codlflquen a este ammoac do amldado
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO EXPERIMENTAL

La subfamilia de péptidos transmisores o- amndados en el ultimo’ ammoacudo del
extremo carboxilo terminal, forma casi elSO"/ ‘e dos'los m 'bros peptldlcos

Ia ‘capamdad de reconocumlento




Objetivos del trabajo experlmental

V. OBJETIVOS DE TRABAJO EXPERIMENTAL
GENERAL
Generacién y validacidn de la especificidad de anticuerpos monoclonales, con
capacndad funcional de reconocimiento inmunoldgico, por complementarledad
“antlgenlca especifica, a la forma estructural a—amldada deI ammoac:do valina,
presente en la secuencia primaria de peptldos ‘

PARTICULARES"

. Dnseno smteS|s y purnfucamon de una preparacuon mmunogemca de la

valma’a-amldada A

. antescs d encias peptldlcas para emplearse como antlgenos de

adsorc:on ‘para‘ Ios ‘ensayos lnmunoenzumatlcos de‘ldentlf’cacmn de

ammales hlpermmunes a Ia vahna a-amldada

. Inmumzacnon actlva e ldentlf cacnon mmu’ olo
hlpennmunes a Ia vallna a-amldada :



Materiales vy Métodos

VI. MATERIALES Y METODOS

1) GENERACION DE ANIMALES HIPERINMUNES A LA FORMA
ESTRUCTURAL o-AMIDADA DEL AMINOACIDO VALINA

a) Generacidn de un conjugado inmunogénico de la valina a-amida

Se empled como hapteno la forma libre c-amidada del aminoacido valina
(Sigma), que fue conjugada covalentemente con una proteina acarreadora (los
- detalles del procedlmlento se omiten por razones de tramite de registro de
' patente del conjugado) El inmundégeno sintetizado fue purificado, mediante
dlahsm al equmbrlo con membranas de nitrocelulosa de 12 000 daltones de
o corte molecular (Slgma), en presenma de una solucion salina amortiguadora
‘ con fosfatos (PBS 0.15 M- NaCl,-0.01 M NazHPO.s y NaHzPO4. pH 7.4).

: Despues de " la " dialisis," el mmunogeno fue congelado a —20°C para ‘su
: P preservacaon hasta su uso ulterior, :

b)'_antesls de péptidos en fase sdlida, empleados como antigenos
de adsorcién, para los ensayos inmunocenziméticos de ELISA por
: captura, de ’anticuerpo, para la identificacién de ratones

hiperinmunes a la valina a-amidada

v dos fragmentos peptldncos con las secuencias -
OS:TIF-X‘] -X2-X3-X CONHz, donde eI dltimo re5|duo (-X-" .
carboxno-termlnal es la; vallna con el grupo a-amlda.i
"condensado vallna con “el grupo de amdo carboxlllco llbre (-X COO ) ‘Por.:

otro lado, X1 -X3 son residuos de amnnoacudos que debldo al tramlte de patente )

o de esta secuencia peptidica, se omlte su nombre ‘La vallna ‘a-amidada

16
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condensada covalentemente a esta secuencua general es representativa de
. aquel amlnoacndo que fue empleado como hapteno en el inmunégeno utlllzado
|entos de- inmunizacién de' los anlmales La ventaja de la

. en los procedl
lmplementacnon _xperlmental del fragmento peptidico con la secuencia prlmarla‘
Tlr-X1-X2-X3 V ‘-CONHz, fue la de introducir covalentemente a la tirosina como

i ,amnnoacndo |n|cual en cada fragmento peptfdlco smtetlco Asi, esta tlrosnna |n|cnalk~ )

; |nmun|za i

fue utll para IIevar a cabo el marcaje rad|oactlvo con el isdtopo ""51 de este
‘pepudo smtetlco para emplearlo ulterlormente como trazador en experlmentos
de radmmmunoensayo (ver mas adelante) ;

c) Esquema de nmunnzacnén de animales contra la valina a-

Se empled. U (Hockfield ‘et al, 1993),

o :p.g de prot
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d) ldentificacion inmunoidégica de animales hiperinmunes contra la
valina a-amidada a través de un ensayo inmunoenzimatico de

ELISA por captura de anticuerpo

La identificacion inicial de ratones con sueros con altos titulos de anticuerpos
contra valina a-amidada se llevo a cabo mediante un ensayo inmunoenzimatico
de ELISA por captura de anticuerpo, de acuerdo al protocolo estandar désbrito
por Hockfield y colaboradores (1993). En este ensayo, se emplearon placas de
poliestireno (Inmunolon |, Cornlng) de £ 96:; pozos donde se adsorbleron
individualmente a cada pozo 0.3 pg del antlgeno pept|d|co a-amldado dlluldo'
en una soluciéon 0.1 M de blcarbonato de sodto (pH 9) Como antlgeno se
empled el fragmento peptldlco con' Ia secuencna Tir-X1 -X2-X3-Va| CONHz '
acoplado covalentemente :a ,la p otema BSA Después de la adsorcnon del
Jar n tres veces con una solucion de O 01 M

antigeno peptfdlco los po S . el
de NaHPOs, 0.5% de’ :
V(Sigma) a pH: 72-74 /s se ncubaron con una alicuota de 50 ul / .pozo de
rantlsuero pollclonal dllUIdO :100 y 1 1000 en la misma solucién y como control
se unhzo el suero prelnmune Desbues de 24 horas de |ncubaC|on a 4°C Ios

Instruments modelo EL 311) en Ios pozos posmvos (aquellos en Ios cuales se

18
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llevé a t:abd la- union de antlcuerpos especnfcos del _antisuero, ~al
: correspondaente antlgeno peptldlco «-amidado adsorbido a la fase solida‘de los

pozos)

2) GENERACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA LA
FORMA ESTRUCTURAL a-AMIDADA DE LA VALINA

1) CULTIVO DE MIELOMAS
a) Crecimiento de mielomas
La linea celular de mielomas Sp2/0, empleada para los experlmentos de fusion

celular con esplenocitos activados, de animales hlpennmunes a la valnna a-
-amidada, ,fue propor_cxonada,por,, el Dr. Pascal Herlon del Insﬁltuto de

- Investigac

cultivo RPMI-1640 (Gibco), enrique
(Sigma), 300 g / ml de L-Glutamina (
-ug / ml de gentamicina (S|gma) Lo [
de m'croscopla de qu por contraste de fases para evaluar la v:ablhdad celular 3

19
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' c) Determmacton de Ia vuabllldad celular con tmcnon celular supravital
'empleando azul de trlpan : ‘

kﬂ;Se usd'el metodo estandar de exclusmn con azul de tnpan al 0 4% (Gibco) para
: ':jj’determmar la viabllldad celular enuna proporcton 1 1 e Ia suspensmn celulary
"i_'el colorante Las celulas muertas o no saludables se ti en de azul al no tener.’
aso del colorante al interior de

3 ’lntacta su membrana plasmatnca permmendo keI

wla celula mlentras que las células sanas no pe te ‘eI paso de e_st_e colorante.

Bs’ycongélados por periodos ‘largos de

! } bhenen congelando las células cuando
estas se encu 'tran en fase d »crecumlento logaritmica (4-6 X 10° células/ ml)
Los m|elomas fuerbn conge[ados y almacenados en criotubos (Nunc) en una
,{umdad crlogemca de nitrégeno I|qundo a -150°C, de acuerdo al protocolo
_,,‘estandar de Hockfleld y colaboradores (1993), a una densudad de 1 x 106
‘'células por mililitro, en medio de congelacién, cuya composumon fue de| 7% de
" ‘dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma) en medio de cultivo RPM 16 » ' :

enriquecido con 10 % de suero fetal bovino (Sigma). La descongelacuon de Ios

mielomas y su lavado de la mezcla de medio criogénico, se llevd a cabo por un

V '”tlempo Los

procedimiento estandar de centrifugacion (Hockfield et a/.,1993).
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3) PRODUCCION DE HIBRIDOMAS
a) Preparacién de células de mieloma para la fusién

. Las células de mieloma fueron descongeladas y sembradas en Ias conducuones
experimentales antes descritas, por lo menos 10 dlas antes del expenmento de
fusién  con esplenocntos actlvados En general .los: cultlvos celulares de

- mielomas_ fueron deflnldos como candldatos para fu5|on celular cuando los
indices porcentuales de vuabllldad de estas celulas fueron mayores del 95% y.‘

su concentracmn promecho undlcaba nweles de rephcacnon en fase Iogarltmlca

(4—6 X 105 celulas / mI de medlo de cultlvo) ' :

acarreadora-VaI CONHZ snete dlas antes de ser_sacrlf cado para la fusién. El

animal inmunizado fue sacrlf”cado por.dislocacion’ cerwcal y las células linfoides

disociadas rapldamente del bazo ‘en cohdlClones asepticas, dentro de una
campana de flujo lamlnar de segundad blolognca‘ (Nualre Class 1I, Typ AIB3)
Los esplenocitos colectados a part|r de este. t epdo ‘fueron fusionados con las

células de mleloma en cultlvo en una proporCIon de cmco esplenocnos por

22
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cada célula de mleloma en presencia de polietilenglicol-4000 al 50 % (Gibco).
Las celulas fusnonadas fueron resuspendidas, a una concentracion de 1 x 10°
celulas / ml en medlo de cultivo selectivo para hibridomas y sembradas en un
btotal de 20 placas esterlles de poliestireno de 96 pozos (lmmunolon I, Corning),
“a una densldad de 5x10%a 1 x 10° células / 200 ul de medio de cultivo selectivo

por pozo. . La composuc|on quimica del medio cultivo selectivo.hibridoma fue la -
: sngunente RPMI 1640 (Gibco) enriquecido con 20% de Suero Fetal Bovino "
,,‘(G|bco), 1X de una solucion de factores troficos (BM-condlmed H1 Hybrldoma
‘cloning supplement, Roche), 300 ug / ml de L- Glutamlna (Slgma), 15°'mM de
HEPES (Celigro), 1X de HAT (hipoxantina-aminopterina-timidiria, .Sigma) y 50
“ug I ml de gentamicina (Sigma). Después de 15-30 dias de la fusidn, se
fomaron alicuotas de 50 ul de sobrenadante del medio de‘c‘ulti\‘/o :de bozos con
colonias de hibridomas visibles a la ahservacion microscép‘ica‘i La idehtificacién
de hibridomas productivos de anticuerpes con la especificidad déseadé,‘ se llevo
‘ V‘fa cabd mediante el procedimiento estdndar de anéli;i_s:iﬁm{{r}oénzima‘tico de
ELI”SA descrito en el inciso siguiente (ver abajo). Loé hi'briddrﬁké‘s pkroductivos de

Fs antlcuerpos que reconacieron a la forma ebtructural a- amldada de la valina,

como epitope inmunogénico en la secuenc:a prlmarla de ‘los. fragmentos
fpeptldlcos sintéticos, fueron invariablemente sometldos -a procedlmlentos de
expansion y clonacidn celular a través de- siete cmlos de dillcién celllar limitada
de acuerdo al protocolo reportado por Hockfield® y colaboradores_ (1993). Un -
andlisis estadistico de Poisson,de'la distribucion 'y ‘la frecuencia de clonas
productivas después del séptimo ciclo de subclonacioén celular fue empleado
para la demostracion ‘d'elb '6rigen monoclonal de los hibr»idbmas, productivos
seleccionados. Loé hibridomas monoclonales productivos se congela'ron"'y
almacenaron a -196°C en mtrogeno quUIdO a'una densidad de 1. 108 celulas
por mlhlltro en medlo de cultivo selectivo en presencta dé 7% de dlmetllsulfomdo :
,(DMSO) Slgma g La |dent|f|<:dcnon de la clabe Y Cel |sot|po de ‘la as
lnmunoglobullnas representatlvas de los antlcuerpos monoclonales de mteres



Materlales 74 Métodos

se levd a cabo medlante un "klt" de tlplfucacmn de lsotlpo de mmunoglobulmas
de ratdn (S:gma) R ‘ ) ‘

c) Ensayo |nmunoenz:métlco de ELISA por captura de anticuerpo,
‘para’ la: |dent|f‘cac16n de sobrenadantes de hibridomas, que
'producen ahtucuerpos que reconocen a la valina a-amidada
; comor ep[tope mmunogénlco

- La identificacion ihig::ial’ de hibridomas secretores de anticuerpos que reconocen
ala valina a-amidadak 'c/'on"‘16‘ épitope inmunogénico; se llevé a cabo médiah(e Un
ensayo inmunoenzimatico : (ELISA) por captura de ant:cuerpo descnto por -
Hockfield y colaboradores’ (1993) En este ensayo s r ’
l

Cornmg kdre , 9 '

poliestireno (Inmunolon

r;ato de sodlo (pH 9). El
fue el conjugado de BSA-VaI CONHz Despues dela adsorcuon del antlgeno Ios

en una solucion 0, 1 M de'b;ca'

pozos se lavaron tres. veces con una solucmn amortlguadora de ELISA (0,01 M
-de NaH2PO4, 05% de gelatlna de teleosteo (Sigma) y 0.05% de.Tween-20
(Slgma) a pH 7 27. 4) y, se |ncubaron con una alicuota de 50 ul / pozo de
sobrenadante de hlbndomyas diluido 1:20 en la misma solucion. Después de 24
- horas de incubacion a 4°C, los pozos se lavaron nuevamente con la misma
fksolucién amortiguadora de ELISA antes descrita y se agregd una enzima
(peroxidasa de rabano) conjugada a un segundo anticuerpo anti- lgG de raton
(Slgma) a una dilucién 1:5000. Después de la’incubacién por un perlodo de
‘ horas a temperatura ambiente y de lavar seis veces el segundo antlcuerpo con
solucion amortiguadora de ELISA, se agregé a cada: pozo . eI sustrato’i

cromogénico adecuado OPD (O Phenylenediamine Dlhydrochlorude”S|gma) CF ot

Los pozos con sefiales de inmunorreaccion positivas selecc:onados fueron
aquellos en los cuales “se observd inicialmente el desarrollo _de una coloracién
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ambar a la inspeccion VISuaI despues de 15 mmutos 'de Ia acﬂcnon del sustrato
cromogénico. Estos pozos tambuen mostraron n‘forma correlauva un aumento
significativo (de por lo menos 3 veces por arrlba del valor control promedio‘de la
sefal inespecifica control) de.'la ‘absorbancia. a 490 .nm, ‘en un lector
automatizado de longitud de onda variable de ELISAS, (Bio-Tek Instruments,
modelo EL 311).

d) Preservacién de hibridomas productivos: congelacién vy
descongelacién

Los hibridomas, al igual que- los mielomas pueden ser almacenados en
- condiciones de ultracongelacién a largo plazo (afos). Al igual que con los
mielomas, se obtienen mejores resultados congelando las células, cuahdo se
encuentran en fase logaritmica de crecnmlento (4-6 X 108 celulas / ml) As: los -
hibridomas posmvos identificados, se congelaron y almacenaron en mtrogeno
k liquido, de acuerdo al protocolo estandar descrito por Hockfield y colaboradores ;
(1993).. Brevemente los hibridomas en condiciones de cultivo en fase de
"crecnmlento y replicacion Iogarutmtca fueron colectados de los frascos de. culnvo
y centnfugados a1000r. p.m. por 10 minutos a temperatura amblente Despues
.v.’de esta centnfugacton los sobrenadantes fueron aspirados por vacio y el boton
7,’ce|ular resuspend|do en medio de congelacion que contlene? “de
’“{dlmetllsulfomdo (DMSO) Slgma en RPMI-1640 (Gabco) ennque" ao 'on 10%

Ilevo a cabo por Ia dllucmn de estas celu!as a 37°C en medlo de cultlvo seguldo

de centnfugamon a 1000 r.p.m. por 10 mmutos a temperatura amblente l

(]
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aspiracién de Ia solucton de congelacion, y la resuspension de Ia pasmla celular -
en medio de cultivo selectivo para crecimiento de hlbrldomas (ver arnba su
composicion).  Normalmente, se empled una densidad - celular de’ 1 X 106
hibridomas /. ml para su crecimiento y expansién iniciales en frascos de cultivo
de 25 ml de capacidad. : :

4) CARACTERIZACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES PARA RECONOCER A LA FORMA ESTRUCTURAL
«-AMIDADA DE LA VALINA

a) Ensayo inmunoenzimatico por captura de anticuerpo (ELISA), de
sobrenadantes de hibridomas, que producen anticuerpos
monoclonales que reconocen'a la valina. a-amidada como epitope
inmunogénico_ -~ i :

La caracteriZa



contlenen ala vallna a-amudada como ultlmo amlnoamdo Adel extremo carboxllo
terminal. Despues de la adsorcnon del antlgeno peptldlco Ios pozos se lavaron
tres veces a temperatura ambtente con una solucmn amortlguadora de’ ELISA
(0.01 M de NaHzF’O 005% de gelatlna de: teleosteo (Slgma) y.0. 05% de
Tween-20 (Slgma) a pH 7.2-7. 4) y'se mcubaron con una ahcuota de 50 ul / pozo
‘ ‘de’ sobrenadan!es de ‘hibridomas dllu1do 1 50 1 100 1:200, 1: 400 1:800, :
A2 1600 13 3200 y 1 6400 con esta mlsma solucton amomguadora Despues de
24 horas de lncubamon a4°C, los pozos se lavaron nuevamente con |a misma

solucton y se‘agrego una enzima (p_eroxndasa de rabano) conjugada a un
* segundo anticuerpo anti-lgG de ratén (Sigma) a una dilucién 1:5000; Después
L dé la ‘incubacién por un periodo de 2 horas a temperatura ambiente y dek seis
lavados del exceso de segundo anticuerpo, con la solucién amortiguadbra'de
ELISA, se agregd a cada‘ pozo- el sustrato cromogeénico ‘OPD. (O-
Phenylenediamine Dihydrochroride, Sigma), para obtenerse como prdducto de
la reaccion la coloracién (aumento de la absorbancia a 490 nm), en un lector
- automatizado de longitud de onda’ variable de ELISAS, (Blo-Tek Instruments
modelo EL 311)enlos pozos posmvos (aquellos en los cuales se IIevo a cabo Ia
union .de: anticuerpos especnrcos del sobrenadante .de cuitivo de hlbrldomas

productlvos al. correspondiente antlgeno paptndlco a—amldado) Tamblen se
Ilevo a cabo un experimento lnmunoenZImatlco control ‘

ondekse emplearon
~~ como . antigenos -adsorbidos al pozo compuestos ‘qunmlcos cuya estructura
ctural 'de acldo carboxuhco libre

contema al aminoécido valina en’ su forma es
(BSA V-COOH BSA-RGDV-COOH),
endogeno y por ultlmo eI conjuga

conjugado‘con un péptido
L- CONHz (BSA-
enta como Gltimo

ada amnnoacado

'Matﬂe‘rl'ales v Méto'dos
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reconocumlento lnmunogenlco de'los antlcuerpos monoclonales hacua Ia forma

a-amidada de la valina.

b) Ensayo de validacion adicional de Ia espec:fcndad de los

anticuerpos monoclonales, contra Ia forma estructural a-amidada de

valina, mediante un ensayo de I'nmunodot blot:

Se llevaron a cabo diversos ensa os e -blot para evaluar y verificar

adicionalmente, la especnﬁcndad e‘los an cu 65 monocionales contra - la

valina a-amidada, Estos ensayos se. ‘lle _rbh abo. de acuerdo al protocolo

estandar descrito por Hockf‘eld y colaboradores ('1993) En forma breve, se
emplearon dnferentes concentraclones molares (1 x 102 1 x 10, 1 x 10"
1x10"y 1 x10° 18 M), de varios conjugados de péptidos antigénicos sintéticos.
Las preparacnones antngenlcas fueron YGGFMRRV-CONH; (Metorfinamida),
INWKGIAAMAKKLL CONH: (Mastoparan X), Y-X1-X2-X3-V-CONHz, Y-X1-X2-
X3-V-COOH y R DV-COOH las cuales se aplicaron en un volumen de 1 ul de
100% de metanol a membranas de acetato de nitrocelulosa (Bio Rad) de 0. 22.

um de dlametro del poro. La adsorcion de.las preparacmnes peptldlcas a Ias o
'membranas fue facnlltada por la mcubacnon de ellas a 37°C durante 30 mnnutos i

Fostenormente Ias membranas fueron expuestas a un proceso serial: de;tres

lncubadas por:
'prebloqueo (10 '
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Iavado a temperatura amblente con una solucton amomguadora de 10 mM
fosfatos 0.05% de Tween-20 (Slgma), pH 7.4,e mcubadas subsecuentemente
con el segundo anticuerpo anti- lgG de raton acoplado a peroxtdasa de rabano

'(Sngma), dllu:do 1:20 000, en una so|uc10n de fosfatos 10 mM 0.05% Tween-20'

(Slgma), pH 7.4 por dos horas a temperatura amblente Posterlormente las
membranas ‘fueron expuestas a cmco Iavados contmuos por 10 minutos.en la
solucuon de fosfatos 10 mM,:0. 05% Tween-20 (Slgma), pHT. 4, 'para eliminar el
exceso del segundo antlcuérp .Para Ia deteccuon de sefiales |nmunoreact1vas

se empleo un kut de’ qu:mlolummlscencna (NEN No NEL 101 Lnfe Scnence

Boston MA, USA), sngunendo un procedtmlento estandar recomendado por el
manufacturador

c) Radioinmunoensayo en fase sdlida para la identificacion y

cuantificacién de material inmunoreactivo a la valina a-amidada

La caracterizacion final de la especificidad de los anticuérpos monoclonales
contra la valina a-amidada fue evaluada mediante un radioihmunoensayo en
fase sdlida. Este ensayo fue empleado para identificar y cuantificar el material
inmuncreactivo a este aminodcido «-amidado. Los diferentes pasos
metodologicos de este ensayo son descritos a continuacion, :

a) lodinacién del trazador peptidico empleando el método del I‘O,DO-'
GEN '

' El trazador peptidico empleado para el radioinmunoensayo en, fase sollda se

d'
por Hockfield y colaboradores (1993). En forma resumlda el re ac“

marco radiactivamente con el isétopo '?1, de acuerdo al P to descrlto

 de 10DO-

- GEN (Amersham Pharmama Blotech) se dI$O|VIO lnlmalmente en cloroformo




' colaboradores (1 993)

V‘M‘a:i.er‘ialesz v Métodos

mm X 75 mm Pyrex)A medlante Ial ncubacuon de cad‘a uno de ellos con 100 ul E

la vaporacaon al’ vac:o‘del solvente

del reactlvo a temperat. a ambuente

orgamco empleando una cornente 'de \nltrogeno hqundo Antes de mucnar la

|od|naC|on cada tubo recublerto con IODO GEN X ué enjuagado dos veces ‘con

‘una solucnon de PBS ‘pH 7 4, antes de Ia adncnon' de 2pg /100 pl PBS 0.1 M del

peptndo trazador a ser marcado (Y-X1—X-2 X3-V-NH2) Despues de’ este paso _

se adicionaron 250 uCi del reacuvo |sotop|co (Na %), Amersham . Pharmacna

Biotech) a cada tubo La reaccmn se incubs por 15 minutos a temperatura, )

ambiente, después de lo cual se procedlo a‘la transferencia de Ia solucton de

reaccion a tubos de plastico de 1.5 ml (Eppendorf) A este nlvel Ia squcnon de;

reaccion se incubd admnonalmente por 15 minutos a temperatura amblente La

punfcacton subsngmente de la fraccion del trazador pept[dlco‘ od ado A'sev

Ilevado a cabo de acuerdo aI protocolo estandar descnto por Hockf eld y
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smtetlco Y-X1-X2-X3-V-CONH2 Para su empleo como trazador ,en el

removubies (Inmunolon 1, Dynatech) El recubnmlento nicial: de'los ozos -

‘pozos fueron lavados tres yeces ‘con 6én rtiguac
radioinmunoensayo (0.1 M fosfato: de pot % rijelatiha de
teledsteo (Sigma) / 0.2% Tween-20 (Slgm

se corrié un ensayo inicial para determin

el experlmental
) de cultivo de los
hibridomas secretores de anticuerpos r ina la a-amidada,
capaz de dar un valor del 20-25% de tréiédor en ausencia
: de competencia con antu’gend n ¥
. diluciones seriadas (1:5, 1’:20 1k'75'0

monoclonales anti-valina - - c-ami ada

te fin, se emplearon
lca do de cultlvo con anticuerpos
_solucién amortiguadora  de

radioinmunoensayo, las. cuales fue mcUbédéé en fracciones de 40 pl / pozo,

en presenc:a del trazador prevuamente marcado (10 pl) por un periodo de 24

L vhoras a4:-°C. Despues de esta |ncubacuon los pozos fueron lavados 4 veces,

- con la solucnon amortlguadora de radlommunoensayo y el porcentaje de umon :
: especmca del antlcuerpo al trazador fue calculada después del conteo de"
rad|acnvndad (c. p m.) contenida en cada pozo, una vez extraida. toda Ia solucaon
de los pozos, mediante un contador gama (Beckman) Estos expenmentos -
permltleron determinar la drlucmn del caldo de cultivo de hlbrldomas productivos
de anticuerpos anti-valina a-amldada ala cual se obtlene un valor del 20-25%
de unién especifica del trazador dllumon que se empleo rutlnarlamente para los
ensayos de radtommunoensayo



= radnommunoensayo a

- para el conteo de Ia radlactwldad (c.p.m.) contenida en cada ‘poz
) contador gama (Beckman) A este nivel experlmental se det ml
‘porcentual de unién especifica del trazador peptldlco radta

Iljﬂa't"é‘r‘liablles' ¥ 'Métodos

Para eI desarrollo sub5|gwente de una curva estandar de este ultlmo ensayo se
aphcaron los sugwentes pasos experumentales : ' ; )
1) Incubacnon de los pozos recublertos con protelna G por 24 horas a’4.°C con

50l del caldo de cultlvo del. h|br|doma secretor -de antlcuerpos monoclonales

'antl-valma a-amidada dlluudok' en ~|a solucnon amortlguadora de

radioinmunoensayo. IERR
2) Lavado de los pozos por 4 veces conkla solucmn amomguadora de
radlommunoensayo a 4°C. SR

minuto

X1-X2-X3-V-CONH_), ,asu como el neuropeptldo metorfnamlda (YGGFMRRV-
CONHy), el cual, como ya se menc:ono con: antenorldad es uno de los tres

péptidos neuroactlvos que C ontlene a Ia forma a-amldada del ammoacudo valma )
en su extremo carboxuo termlnal SR iy

4) Lavado de, os'pv o"’ por 4 veces con ' la solucion amortlguadora de,'"

°C, conla posterior remocién de la Gitima solucuon de

Iavado de cada pozo del plato el cual debera deposltarse en un tub 'd

cantldades conocidas de los péptidos frios. s ¥
Se construyo una curva estandar con los valores de fraccnon porcentual de .

unién especnfca del antigeno radiactivo de los’ ensayos control y.:se calcularon i
los valores de referencia de concentracidon mhlbltona del 50% de unién (leo) -

del trazador iodinado, para establecer Ios nlveles de conf”abmdad Ty de’
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- sensibilidad de deteccién de material inmunoreactivo a valina a-amidada en el

ensayo.
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Resultadaos

VIl. RESULTADOS

1) Identificacién de animales vacunados activamente contra la
valina a-amidada, con respuesta inmunoldgica humoral contra este
aminodcido, por medio de un ensayo inmunoenzimédtico de ELISA

por captura de anticuerpo

Se disefio, sintetizd y purificd una formulacidn estructural de un conjugado de
proteina acarreadora-valina a-amidada, para evaluar la capacidad de inducir
una alta inmunogenicidad de esta preparacion al aminoacido a-amidado, en
modelos de vacunacion activa en el ratdn. Los detalles del procedimiento de
preparacién de- este inmundgeno y del esquema de inmunizacién fueron
: descrltos en la seccién de Materiales y Métodos. Se llevd a cabo un esquema -
de vacunamon activa de ratones de la cepa BALB/c para generar ammales”

“i;h|per1nmunes a la forma estructural a-amidada del ammoamdo valina con el
i mmunogeno previamente seleccionado. Se mmunlzo: un gru :
: ammales Y Ios datos expenmentales de los ensayos d :

V'ratones v una twamente contra el amlncecndo amldado os. anlmales i

'vacunados cuyo suero mostro la capacidad de una respuesta de mcrementos

‘de absorbancna en
"Rs R6 2 R7) ; »
prelnmune en Ia Fgura 1) fueron defnldos y. seleccnohados como p05|bles

I ELISA de al menos dos veces (marcados corno R1 R4
re el valor control de’ sueros prelnm C
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candidatos a la fusién subsiguiente de sus esplenocitos activados con células
de mieloma. E s : :

10.16 ]

014

0.12 4

o T

T

£ Oilucién 1:100
Dilucién 1:1000

Absorbancia {430 nm)
"o
8

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

activamente contra este aminoacido a-amidado, fueron ensayados por triplicado
en dos diferentes diluciones. Los niveles de captura de anticuerpos especificos
de los distintos sueros de animales vacunados (eje de las abscisas) son
mostradas como el promedio de los valores de absorbancia + desviacion
estédndar (eje de las ordenadas). En este ensayo se empled el péptido sintético
BSA-Tir-X1-X2-X3-Val-CONH; como antigeno de adsorcidn.
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Resultados

- _hibridomas - productivos de
antlcuerpos monoclonales contra la Iorma estructural a-amidada de

la vallna

La. vacunacmn actlva contra la valina a-amldada con nuestra preparacion
'mmunogenlca permltlo la generacion exitosa de anrmales mmunes contra este
ammoacndo Nuestros resultados permitieron ldentlflcar y seleccnonar animales-
) rnmunes a este aminodacido a-amidado, como candldato ’ para Ia fusion de sus
' esplenocnos activados ‘con células de mieloma de raton‘ (Ilne"' celular Sp2/0)
para la generamon de hibridomas productlvos de anticuerpos monoclonales
" contra este ammoacndo B

- De esta manera se selecc:ono al ratén vacunado R4,

I cual mostré 10s niveles

e M enales y

*"'Metodos) ,’se obtuvneron'340 h|br|domas formados ’en dnstmtos pvozos‘de fusion
r’(ve: fguraiz 2 tabla ’1).

on una efcnencra de formacuon de hblbrldomas

E 'Vpostfusmn del 17 9% (ver flgura 2 y tabla 1») A partlr de Ios pozos con formacuon

" de hlbrldomas visibles a la’ lnspecmon mlcrbscoplca se colectaron 50 pl / pozo
'’ de caldo de cultivo como muestra a ensayarse para la deteccion e identificacion
de anticuerpos contra la vallna a-amldada en ensayos de ELISA por captura de
anticuerpo. Cada allcuota _de‘I _sobrenadante de cultivo fue _e}nsayada a'una
dilucién 1:20 en el ensayo de ELISA, empleando a la BSA-Val-CONH como
antigeno de adsorcién‘:a Ia"yfa's'e éélida dé Iosy pozos de las placas de ensayd
Estos ensayos inmunoenzmatlcos permmeron la |dent|t”cacron de tres colomas

distintas_ de h|br|domas productlvos de. antlcuerpos .que potenmalmente

. reconocran' a: Ia Val CONH' como epltope |nm nogemco (ver. Fg ra'3) La

ldentmcamon de Ia‘clase e |sot|po de mmunoglobulma representatlva de cada
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uno de estos antlcuerpos se llevo a cabo por medlo de un “klt" comercual de
tipificacion -de - mmunoglobullnas del raton' (S:gma) Y Ios tres dlsnntos

anticuerpos monoclonales’ fueron ldentuf'cados como de Ia clase e |sot1po 1gG1
(dato no mostrado). P e e L e

00.158%

[17.774%

0 82.068%

g1 Formados No formados 0O Mabs. Positivos

Figura 2. Diagrama de la eficiencia porcentual de la formacién de hibridomas
post-fusion y de la fraccién porcentual de formacion de hibridomas productivos:-
de anticuerpos monoclonales contra la valina a-amidada, "
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Figura 3. Dibujo esquematico de una placa de poliestireno de 96 pozos en
donde se identificaron por medio de un ensayo de ELISA por captura de
anticuerpo, tres clonas distintas de hibridomas identificados como P15A4,
P17C11 y P18CS5 productivas de tres anticuerpos monoclonales contra la valina
a-amidada. Los pozos sombreados muestran el desarrollo de inmunorreaccion,
como consecuencia de la captura de los anticuerpos del caldo de cultivo de los
hibridomas por el antigeno de adsorcion BSA-Val-CONH; a la fase sdlida de la

pared de los pozos.
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| RESULTADOS |

_Células del bazo {_100000000 |

"~ Mielomas | 20000000 |
‘Relacion células del bazo:mielomas | 51 I
" Numero total de pozos sembrados | 1920 ]
Eficiencia de fusion | 17.932% |

Numero de hibridomas positivos _ } 3 |
NUmerode clonasobtenidas | 340 ]

Tabla 1. Resumen cuantitativo de los pardmetros numéricos de células
empleadas para |a fusidn celular, en la generacién de hibridomas productivos
de anticuerpos monoclonales contra la valina a¢-amidada. Nétese la cantidad y
relacion del nimero de células del tejido linfoide de un ratén inmunizado contra
la valina a-amidada y de células de mieloma empleados para la fusién celular,
asi como de la relacion del nimero total de pozos sembrados, de la eficiencia

porcentual de formacion post-fusion y del nimero total final obtenido de

hibridomas productivos de anticuerpos monoclonales contra la valina a-

amidada.

3) Caracterizacién inicial de la especificidad de los anticuerpos
monoclonales P15A4, P17C11 y P18C5 contra la valina a-amidada, a
través de un ensayo inmunoenzimético 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, consistié en la caracterizacion de la especiﬁcidad
dnica de estos tres anﬂcuerpos contra Ia forma estructural a-amidada de la

valina. En este contexto, los tres antlcuerpos onoc|onales anti-valina

o-amidada (figura 2) fueron evaluados po"su capacudad para reconocer y
unirse a duferentes antngenos de captura estructuralmente homologos a la forma

o- amldada de la valina de la fase solnda en ensayos dé ELISA por captura de
anticuerpo. La F gura 4 muestra el resultado de una curva de titulaciéon del
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desiitados . .

BSA—VaI CONHz. BSA-Metorfmam d i
Mastoparan X como anngenos d 2
“ensayo; i :

od|fcado en un neuropeptndo (BSA-

mostro

ste antlcuerpo (P15A4)
: ique es el rcano a’la vallna (ver curva ) de’ tntulacnon
~enla t”gura 4) omo antlgeno de adsorcuon de la fase- sollda

‘del ensayo de’ ELISA ,BSA Mastoparan -un hapteno representatlvo de un

k:;v“neuropeptldo bnoactlvo que codn“ca ala leucina a-amidada. Asi, en “conjunto,

" estos datos muestran la ausencua de una especifi cndad Unica de reconocnmlento
f ; inmunolégico de este antlcuerpo (P15A4), hacia la forma estructural a-amidada
de la valina y  sugiere; en principio, que el . ‘reconocimiento de
complementariedad éntigénica de = este anticuekpo 7 esta  dirigido
fundamentalmente hacia un epitope inmunogénico estructural del aminoéacido
valina en dénde no se |ncluye el grupo a-amida (cadena lateral)
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0.06 4
< BSA-Val-NH2
0.05 | —m— BSA-Val-COOH
! BSA-Metorfinamida

E BSA-RGDV
g 0.04 4 —s— BSA-Mastoparan X
=
2 003 ]
=
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50 100 200 400 800 1600 3200 6400
Dilucién del sobrenadante

Figura 4. Ensayo representativo de ELISA por captura de anticuerpo para la
caracterizacion de la especificidad del anticuerpo monoclonal anti-valina a-
amidada P15A4. Las diferentes curvas de dilucion del anticuerpo ensayadas,
empleando diferentes antigenos de adsorcion a la fase sdlida del ensayo, que
presentan diferentes formas estructurales de |a valina y de su hombélogo
estructural de aminoacido mas cercano (leucina), se muestran trazados con
diferente simbolo. Cada valor de dilucién 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 desviacion estandar (eje de las ordenadas), para cada valor de
dilucién / curva (eje de las abscisas). Los valores del titulo del anticuerpo
monoclonal P15A4, calculados en las diferentes curvas de dilucién del ensayo,
empleando los diferentes antigenos de adsorcién de captura fueron los
siguientes: 1/200 para BSA-Val-NHz, 1/200 para BSA-Val-COOH, 1/200 para
BSA-Metorfinamida, 1/180 para BSA-RGDV y 1/180 para Mastoparan X.
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Fueron llevado a' cabo experlmentos analogos' de. ensayos de ELISA porr', e

,captura de antlcuerpo para la caracterizacion del patron de la especnflctdad de
reconoc:mlento lnmunologlco para el anticuerpo P17C11 antl-vahna a-amndada

En estos er sayos tamb|en se empled el mismo sistema de antigeno‘s de":”

adsorcnon antes mencnonados Un ejemplo representatlvo de Ios "datos,-"

expenmentales obtenldos de estos ensayos de ELISA se muestra enla f|gufa 5.

_De lgual forma que para el antlcuerpo P15A4 Ios resultados onjuntos: de
‘,especn"cndad del antlcuerpo monoclonal P17C11 t

ammoacndo vahna en donde no se |nc|uye el grupo a-amlda (cadena Iateral)
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Figura 5. Ensayo representativo de ELISA por captura de anticuerpo para la
caracterizacion de la especificidad del anticuerpo monoclonal anti-valina a-

- amidada P17C11. Las diferentes curvas de dilucién del anticuerpo ensayadas,
empleando diferentes antigenos de adsorcién a la fase sélida del ensayo, que
presentan diferentes formas estructurales de la valina y de su homdlogo
estructural de aminoacido mas cercano (leucina), se muestran trazados con
diferente simbolo. Cada valor de dilucion 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 desviacién estandar (eje de las ordenadas), para cada valor de
dilucién / curva (eje de las abscisas). Los valores del titulo del anticuerpo
monoclonal P17C11, calculados en las diferentes curvas de dilucién del
ensayo, empleando los diferentes antigenos de adsorcién de captura fueron los
siguientes: 1/400 para BSA-Val-NH;, 1/360 para BSA-Val-COOH, 1/400 para
BSA-Metorfinamida, 1/200 para BSA-RGDV y 1/300 para Mastoparan X.
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ot s e —ResIUItados,

-El ditimo experlmento de caractenzacnon |n1c1al de Ia especnfcndad de Ios
'antlcuerpos monoclonaIes antl-vallna a-amldada fue Ilevado a: cabo para el
antncuerpo monoclonal P18C5 (ver fi gura 6) La evaluacron de Ia especuf ctdad

-mmunologlca de este ultlmo antlcuerpo empleando un dlseno experlmental de’

“ELISA por captura de antlcuerpo analogo al: empleado para Ios antlcuerpos
LP15A4 y P17C11 mostro que a dlferenr:la de estos dos ultlmos antlcuerpos el
iantlcuerpo monoclonal P1805 fue capaz de reconocer en forma especrf ica'y

selectnva exclusrvamente a Ia forma estructural a-amldada de la valnna pero’ no o

a Ia |soforma de carboxnlo Ilbre d es e amlnoac:do asI como tampoco a su -

ammoacrdo amrdado estructuralmentek analogo (Ieucuna-CONHz) aI menos .
: ‘dentro del rango de dlIuClones ensayadas para este anncuerpo C A

“Asf, por ‘lotanto," este resultado en conjuncnon con: los obtenldos para los
L antlcuerpos P15A4 y P17C11 muestra que eI antlcuerpo P1805 es el umco que
trene especmcudad y selectnvudad umcas por el reconocnmlento mmunologlco de
* la forma estructural a-amldada de Ia valnna En este contexto experlmemal es

i:factlble proponer que el reconoctmlento de complementanedad antigénica de

; i este antlcuerpo a diferencia del mostrado por Ios antlcuerpos P15A4 y P17C11,

’sn esta’ dlrngrdo fundamentalmente hac:a un epltope lnmunogenrco estructural
“del amlnoacndo valina, conformado probablemente por Ia cadena lateral y el
.grupo’ amida condensado covalentemente en- el atomo de carbono o de este
g amlnoacndo amidado. .
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Figura 6. Ensayo representativo de ELISA por captura de anticuerpo para la
caracterizacion de la especificidad del anticuerpo monoclonal anti-valina a-
amidada P18C5. Las diferentes curvas de dilucién del anticuerpo ensayadas,
empleando diferentes antigenos de adsorcion a la fase sdlida del ensayo, que
presentan diferentes formas estructurales de la valina y de su homélogo
estructural de aminoacido mas cercano (leucina), se muestran trazados con
diferente simbolo. Cada valor de dilucién 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 desviacién estandar (eje de las ordenadas), para cada valor de
dilucién / curva (eje de las abscisas). Los valores del titulo del anticuerpo
monoclonal P18C5, calculados en las diferentes curvas de dilucién del ensayo,
empleando los diferentes antigenos de adsorcién de captura fueron los
siguientes: 1/5000 para BSA-Val-NH;, 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) Caracterizacién complementaria de la especificidad de los
anticuerpos monoclonales P15A4, P17C11 y P18C5 contra la valina
a-amidada a través de un ensayo inmunolbdgico de inmunodot-blot

La evaluacién y verificacion complementarias de la especificidad de los
antlcuerpos P15A4, P17C11 y P18C5 contra la valina a-amldada se llevo a
) cabo a través de ensayos de nnmunodot blot En estos ensayos se -emplearon
como 5|stema de captura de Ios antlcuerpos a Ia fase sohda de Ios Fltros de

smtetlco i

: dlferentes,

blot se _emplearon concentracxones senadas d

5 Ia capamdad de umon de aIta afnldad de anIIcuerpos por antIgenos en’ Ia fase

sohda en esta clase de”ensayo mmunologlco Los:datos experlmentales del

dt corroboraron ‘al’igual que los resultados de ELISA por captura
“ de antlcuerpo que los anﬂcuerpos P15A4 (fgura Ny P17C‘I1 (fgura 8) carecen
<. defun patron de especificidad y selectividad dnicas ~en: reconocer

o mmunodo» -

: mmunologlcamente a la forma estructural a-amidada-de:la vallna Por el
kcontrano la especificidad del reconocimiento de complementarledad ant|gemca

deI antlcuerpo P18C5 hacia la forma a—amldada de este . amlnoacudo fue
comprobada adncnonalmente a través de este ensayo lnmunologlco (ver figura
9). Asi, en conjunto, Ios datos expenmentales de; los ensayos de ELISA gor
captura de anticuerpo y del Inrnunodot blot permmeron Ia identificacion del
anticuerpo monoclonal P1805 como eI unlco capaz dé poseer 'la'especificidad

y selectividad de reconocimiento |nmunologlco echus:vamente por la forma
a~amidada de la valina. E’I este, contexto experlmental entonces, el anticuerpo
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monoclonal P1805 fue empleado posterlormente para dlsenar y estandanzar un:”

radlommunoensayo (RIA) para Iograr |denm”car con conﬂabllldad y medur con .
aita sensﬂmludad de deteccnon matenal Inmunoreacttvo ala vallna a-amldada
presente ‘en’ dlstmtos peptldos (ver adelante flgura 10) para asyl’ i

empleo coruunto postenor de este antlcuerpo monoclonal {, ‘

identificacion, alslamlento y caracteruzacnon estructural de nuevas especues
peptudlcas neuroactivas. que presenten este ammoaCIdo a—amldado Esta ultlma
linea experimental serd top|co de desarrollo experlmental de otro trabajo
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Figura 7. Ensayo representativo de un Inmunodot-biot, para caracterizar la
especificidad del anticuerpo P15A4 contra la forma estructural a-amidada de la
valina. El patrén de reconocimiento inmuriolégico cruzado de este anticuerpo,
se evalué contra |la forma estructural de carboxilo libre de la valina, asi como
contra la leucina, su homdlogo estructural mas cercano. Todas estas formas
estructurales estan presentes en diferentes secuencias peptidicas sintéticas,
representativas tanto de neuropéptidos como la Metorfinamida (YGGFMRR-V-
CONHz3), RGD-V-COOH y Mastoparan X (INWKGIAAMAKKL-L-CONHy), asi
como de dos péptidos sintéticos disefado en e! laboratorio (Y-X1-X2-X3-V-
COOH y Y-X1-X2-X3-V-CONHz). El codigo de identificacién numérico de cada
secuencia peptidica antigénica de captura del anticuerpo ensayadas en el filtro,
se muestra en nimeros progresivos del 1 al 5. Las distintas concentraciones
molares decrecientes de cada péptido empleadas como antigenos de captura
en el filtro, se anotan en las columnas de la izquierda del filtro, ensayado con
una dilucion 1:25 del anticuerpo P15A4 (A) y de! filtro control ensayado
exclusivamente con una dilucién 1:20,000 del segundo anticuerpo (B).
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Resultados
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1. YGGFMRR-V-NH, {Metorfinamida)

2. INWKGIAAMAKKL-L-NH, (Mastoparan X}

3. ¥-X1-X2-X3-V-NH,

4, Y-X1-X2-X3.V-COOH

5. RGOV-COOH

Figura 8. Ensayo representativo de un Inmunodot-blot, para caracterizar la
especificidad del anticuerpo P17C11 contra la forma estructural o-amidada de
la valina. El patrén de reconocimiento inmunolégico cruzado de este anticuerpo,
se evalud contra la forma estructural de carboxilo libre de la valina, asi como
contra la leucina, su homdélogo estructural més cercano. Todas estas formas
estructurales estan presentes en diferentes secuencias peptidicas sintéticas,
representativas tanto de neuropéptidos como la Metorfinamida (YGGFMRR-V-
CONHz), RGD-V-COOH y Mastoparan X (INWKGIAAMAKKL-L-CONHz), asi
como de dos péptidos sintéticos disefiados en el laboratorio (Y-X1-X2-X3-V-
COOH y Y-X1-X2-X3-V-CONH,). Et cédigo de identificacién numérico de cada
secuencia peptidico antigénica de captura del anticuerpo ensayadas en el filtro,
se muestra en numeros progresivos del 1 al 5. Las distintas concentraciones
molares decrecientes de cada péptido empleadas como antigenos de captura
en el filtro, se anotan en las columnas de la izquierda del filtro, ensayado con
una dilucién 1:25 del anticuerpo P17C11 (A) y del filtro control ensayado
exclusivamente con una dilucién 1:20,000 del segundo anticuerpo (B).

49




Resulitados
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4. Y-X1.X2.X3-V-COOH
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Figura 9. Ensayo representativo de un Inmunodot-blot, para caracterizar la
especificidad del anticuerpo monoclonal P18C5 contra la forma estructural o-
amidada de la valina. El patrén de reconocimiento inmunoldgico cruzado de
este anticuerpo, se evaluo contra la forma estructural de carboxilo libre de la
valina, asi como contra la leucina, su homdlogo estructural mas cercano. Todas
estas formas estructurales estan presentes en diferentes secuencias peptidicas
sintéticas, representativas tanto de neuropéptidos como la Metorfinamida
(YGGFMRR-V-CONH3), RGD-V-COOH y Mastoparan X (INWKGIAAMAKKL-L-
CONH2), asi como de dos péptidos sintéticos disefiados en el laboratorio (Y-X1-
X2-X3-V-COOH y Y-X1-X2-X3-V-CONH.). El cédigo de identificacion numérico
de cada secuencia peptidico antigénica de captura del anticuerpo ensayadas en
el filtro, se muestra en nimeros progresivos del 1 al 5. Las distintas
concentraciones molares decrecientes de cada péptido empleadas como
antigenos de captura en el filtro, se anotan en las columnas de la izquierda del
filtro, ensayado con una dilucién 1:25 del anticuerpo monoclonal P18C5 (A) y
del filtro control ensayado exclusivamente con una dilucién 1:20,000 del
segundo anticuerpo (B).
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Resultados

' 5) Empleo del anticuerpo monoclonal P18C5 contra la valina o-
amidada para estandarizar un radioinmunoensayo en fase sélida
(RIA), capaz de identificar y cuantificar material inmunoreactivo a
este aminodcido a-amidado, presente en secuencias peptidicas
sintéticas disefiadas en el laboratorio, asi como en neuropéptidos

bioactivos

La parte final de mi trabajo experimental de tesis estuvo centrada en el
desarrollo y estandarizacion de un radioinmunoensayo empleando - el
antlcuerpo monoclonal P18C5 especnflco para Ia forma estructural a-amidada

de Ia vallna Enla flgura 10 se mu £
para: ldentnf‘car Ia sen5|bllldad
valina a-amldada presenyte enl:
. (Y-X1 -X2-X3-V-CONH2 :

k(MeIorflnamIda) que_ presentany dado en su - extremo

carboxnlo Iermmal EI resultado m estra a a acidad de -este anticuerpo

monocIonaI para detectar con confi abllldad materlal mmunoreactlvo a valina
a-amndada en el rango de concentracuones de fmolas / pozo de ensayo, en el
‘valor de referencna de concentramon de peptldo competldor capaz de desplazar
el 50% de unién del trazador lodlnado al anticuerpo monoclonal de la fase .,

'sollda del RIA (ICso por sus suglas en lngles en la nomenclatura estandar '
o empleada para estos ensayos) Otro dato importante obtenido en este ensayor.,‘

fue que eI antlcuerpo monoclonal P18C5 demostré la misma capamdad parai:' o

7reconocer y cuantlfcar cas: con Ia mlsma sensibilidad de deteccuon aI ataﬁrlal o

Inmunoreachvo de la vallna a-amldada caodificado tanto en el peptld

: de d|seno en nuestro Iaboratono (143 fmolas al valor de referenma de Cso para;

7(50 fmo as aI vanr “de refe erencna \ de ICso para YGGFMRR
uItlmo resultado hace factlble postular la capaCIdad potenmal de esIe
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o

antlcuerpo monoclonal P1805 para |dentlfcar y cuantufcar materlal' ‘
inmunoreactivo a este ammoacudo a-amndado el cual pudnera estar presente en"

_"ldados que codlflquen a: Ia vallna a-amldada
empleando este radlolnmunoensayo ya estandarlzado

. »otros nuevos neuropeptldos

UL f"-"“Rés‘u/tados'r,

, , —— Y-X1-x2-X3-V-CONH2‘
100 4 N Do —— Metorﬂnamlda ;
80 4 ’
. =:143 fmol -
60 1

. 40—

zo-ZC

20

fmol

Figura 10. Ensayo representativo de la estandarizacién de un
radioinmunoanalisis, para identificar y cuantificar el material inmunoreactivo a la
valina a-amidada, empleando el anticuerpo monoclonal P18C5 contra este
aminoacido. La grafica muestra los distintos valores del porcentaje de union (eje
de las ordenadas) del trazador peptidico '2'Y-X1-X2-X3-V-CONHz con el
anticuerpo monoclonal P18C5, a diferentes concentraciones progresivas de dos
péptidos sintéticos competidores (eje de las abscisas, en escala logaritmica)
que codifican a la valina a-amidada en su extremo carboxilo terminal (Y-X1-X2-
X3-V-CONH; y Metorfinamida). Los niveles de sensibilidad de deteccion
confiable, de material inmunoreactivo a la valina a-amidada del ensayo al valor
de referencia estandar del 50% de la inhibicidén de unidn del trazador (ICso),
fueron de 50 y 143 fmol respectivamente para Metorfinamida y para el péptido
Y-X1-X2-X3-V-CONHa.




Vil DISCUSIGN Y CONCLUSIONES

1) Generac:én de conjugados con alta capac:dad inmunogémca de'.'i

Ia Valina a-amldada

El objetlvo central de mi proyecto de tesis estuvo dlr|g|do hacna Ia generacnon el

’ |dent|f”cac10 'de hibridomas, capaces de sintetizar antlcuerpos monoclonales =

con: reconocrmlento inmunoldgico de complementariedad antlgemca hac:a Ia‘

forma’ estructural a-amidada del aminodcido valina, presente como" ultnmo -

. ammoacudo en el extremo carboxilo terminal de la- estructura pnmarla' de
: mensajeros peptfdlcos amldados Desde el punto de wsta antlgenlc el prlmer'-'

recen d capac:dad lnmunogenlca

'a-amldada normalmente son muy poc o

para ‘generar.y consohdar una respuesta munologlca humoral en mamiferos

|nmunocompetentes (Harlow y Lane, 1999 As entonces el'punto de partida

- experimental inicial de mi proyecto: ‘fl.ie"'e logro:de dlseno y smtesns de un

i conjugado inmunogénico el cual fuera capa dec ferl' nmunogemmdad ala

~valina "a-amidada. Los resultados expenmentale de; acunacuon _activa con

"este inmundgeno de poblac:ones de ratones:BALB/ ,(ver/ Ia fgura 1.de:la

. seccién de Resultados), mostraro

mayoria de los anlmales vacunados (>90%

- maximos y estables de antlcuerpos serlcos contra este amlnoacndo despues de
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un programa de 4 réinmdniéécfpheé}"én ‘el ensayo de ELISA por captura de
anticuerpo. : L I

hl‘bndomas productivos de anticuerpos

2) Generacién de

‘ mohocloh,ale s con

) u.-am:dada

La vacunaclon ,act a: contra: valina a-amidada con la preparacnonﬁ
|nmunogemca de este amlnoacudo permmo la generacién exitosa de un gran

numero de ammales |nmunes (siete) contra este aminoacido o- amnd‘

»resultados permitieron también identificar, seleccionar y defin !
inmunes candidatos para la fusién de sus esplenocitos activados con una llneai
celutar cancerigena de linfocitos B (mielomas $p2/0), para Iafgeq{eraqon de
hibridomas que tuvieran la capacidad de sintetizar'anticue'rpoélfhﬁdﬁdéldn‘ales
contra el aminoacido a-amidado. Un experimento de fusién ’6élu|§r de eSta

naturaleza, empleando al raton R4, permitio la obtencnon‘de 340 hnbndomas i
visibles a la inspeccién microscopica (ver figura 2'y tabla 1)' de |os cuales un
porcentaje del 0.158% (tres clonas), fueron ldentlf cada!

|C|almente como: -

--hibridomas con - el potencial de smtetlzar antlcuerpos ~con. capacndad’ de.

reconocimiento inmunolégico a la vallna a-amldad Es pvert entg menctonar
que el indice numérico de la ef”cnencna de fus ) ) ro te
1920, Né‘fmélfnente en
condiciones experimentales optlmas Ios valores de rendim nto de eficiencia de

de pozos sembrados con células de fusnon'fv

fusién y formacion de hibridomas v1$|bles arla nspeccnoh mlcroscoplca deben
' ra'de entre el 40-60% del total
de pozos de cultivo sembrados con celulas postfuston (Harlow y Lane, 1999).

No obstante de esta desventaja expenmengal. Ivos ensayos. de ELISA por
captura de énticuerpo, permitieron identificar inicj‘a!mente en este experimentd_
de fusion a tres clonas de hibridomas distintas denominadas P15A4, P17C11y

ser valores de referencia reportados en Ia llterat

P18C5, con actividad potencial de sintetizar anticuerpos contra la valina o-
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amldada (ver Flgura 3). A este nivel expenmental ml mteres estaba centrado'
en‘la ldenm”cacuon inicial y rapida de clonas de hubndoma con capacldad
potencnal de 'sintesis y secrecidn de antlcuerpos contra este “aminoécido

amldado con el objeto de eliminar, tamblen rapv amente la nece5|dad del
cultlvo y expan5|on de un gran nimero de clonas de hlbrldomas no productlvos

’ASI una vez identificadas estas. tres: clonas‘ ‘|br1domas potencnalmente

productivas de antlcuerpos antl-vallna ka-amldada por. eI crlterlo del ensayo de

. ELISA por captura de antlcuerpo (empleando o‘mbo ant[geno de captura de Ia .
fase sohda a Ia BSA-ValCONHz stos .tres hnbndomas fueron ulteruormente'

»tlplfcamon de
la clase e ISO

n su forma estructural natlva como L-aminoécido con un

grupo carboxnllco I|bre en su atomo de carbono ¢, y aun en su forma a-amidada
en este mismo &tomo, tiene poca complejidad estructural. Asi, por lo tanto, el
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no‘ tamblen a Ia forma de carboxnlo Ilbre de Ia mlsma' Este ’

k’cnterlo de especmcnd:ad absoluta ‘esta basado en eI hechb 'y Justlf’ cacuon del -
. objetlvo 8

‘nerar antlcuerpos monoclonales‘co especuf mdad unnca ‘a la:
: vallna o-ami

da para poder emplearlos poster rmente en Ia estandanzacmn
de un raduonnmunoensayo (ver mas adelante lncuso “4" de esta seccton) capaz~

de ldentlfcar: materual lnmunoreactwo a este ammoacudo a-amldado codlfcado =

en fraccmnes peptldlcas del 5|stema nervno SO de mamlferos con el objeto de .

clonar nuevos peptldos bloactlvos a~am|dados ’*’que pr senten e 'su xtremOA :

e carboxllo termnnal a este amlnoacudo a—amldado si, una vez |dent|f|cados Ios e

snstematlca la especnfcndad unica hacia Ia vahna 'a-amldada ‘Adlcuonalmente :

' . tamblen fue necesario explorar'y asegurar la capac:dad funcuonal de que estosV
antlcuerpos tuvieran la caracteristica de -reconocer espemf'camente ala vahna ;_'
a-amidada, presente en el extremo carboxilo terminal de una serie de peptndosf. :
ssntetlcos de disefio en el laboratorio, asi como en peptldos representatlvos dev‘:;
especnes peptidicas bioactivas de orlgen neuraI Los resultados de estos;
experimentos  de evaluacnon de.- la especufrcndad de - I”_ : 'poS ;.
monoclonales P15A4, P17C11:y P1805 a través de ensayos' de ELISA por :
captura de anncuerpo son mosIrados en Ias fguras 4, 5 y 6 de Ia seccmn de
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gestructural a-amldada de Ia vallna aS| como Ia deVllevar ”a cabo este

MA KLL- CONHQ) La hlpotes:s mas pIausane para exphcar estos‘-

conflable para el antlcuerpo P1805 fue de 10““

Mde aterial inmunoreactivo a

vallna a—amldada detectado



Discusién y Conclusiones

4) Empleo del anticuerpo monoclonal .  P18C5, especifico para la
valina a-amidada, para estandarizar y validar un radioinmunoensayo
(RIA), con capacidad para identificar y -cuantificar con alta
sensibilidad de deteccién, material inmunoreactivo a este

aminodcido a-amidado codificado en secuencias peptidicas

Como ya se ha discutido con anterioridad, el desarrollo de mi trabajo
experimental permitid la obtencion de un anticuerpo monoclongl (P18CS5), que
cumple con Ios' recjuiéitos de especificidad y selectividad Unicas por el
reconocumlento de la forma “estructural a-amidada de la valina, presente en el

‘extremo carboxnlo termmal de secuencnas peptidicas. - Asi, este Iogro perm‘lt‘ef
5 festar en la posnblhdad de’ dlsenar 1mplementar y vahdar un ensnayo,

'.|nmunolog|co que tiene, por un lado, la capacudad de cont'r

'espemfcudad de este anticuerpo monoclonal y adncnonalm
ventajas expenmentales de poder. identifi car con conf ab|

con alta  sensibilidad de detecmon materlal lnmunoreactlvo a'e

a-amidado, presente en secuencias: peptldlcas de‘dlseno Y representatlvas de

peptldos neuroactivos a-amidados “en Ia valma ya ,onados Asi entonces los

-resultados de la figura 10 mostraron que el
valina o-amidada demostré - una : capactdad funcnonal ~Optima como
" inmunoreactivo para poder desarrollar y valldar un radlommunoensayo (RIA)
. que satisface las caracterlstlcas funcnonales de’ especfcudad y muy alta

sensibilidad, para la deteccnon de materlal mmunoreactnvo a la:valina’ a-.
amidada, codificada en el extremo carboxnlo termlnal de secuencias peptldlcas;

 sintéticas de disefio en el Iaboratorlo (Y-X1-X2-X3-Val CONHz), aS| como en lai

secuencia primaria representatlva de uno de los tres neuropeptldos conomdos a

: valma a- amldada (Metorflnamlda YGGFMRRV-’_

lel antlcuerpo monoclonal P18C5. para 'detec/:tér," i

la fecha que ‘pres_eynt |
CONHa)." Es’t’é"capacudad

matenal |nmunoreact|vo en dos secuenmas peptldlcas de dlstlnta estructura
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funcional que es pertlnente menc:onar de este RIA :'e la: alta senélbllldad de

deteccion de material lnmunoreactlvo ala valina a-amudada en secuencias
peptidicas. Por sjemplo, en la fgura 10 se observa que Ia sensibilidad minima
del ensayo es del orden de 50-140 fmolas de matenal peptldlco a~-amidado,
respectivamente para Metorfinamida y Y-X1-X2-X3-Val-CONH2, al valor de
referencia del 50% de desplazaml‘entb del trazador (leo, por su nomenclatura
en inglés). Estos niveles de sens:bllldad de deteccnon son altos para los
estandares rutinarios de inmunoensayos de’ esta naturaleza en la deteccién y

cuantificacion - peptidica (usualmente: valor s': promeduo reportados en la
owy Lane 1999). Desde el

literatura del campo alrededor de 2-500 fmo S

punto de vista de la utllldad futura de"es rnpleo como bioensayo

allna a-amldada se

“para clonar nuevas espemes pe

neuroactivos, aun los a-amldados se snntenzan n muy bajas concentraciones

(alrededor de pmoles:/ mg de tEJld‘ humedo; ~(Baréhas ‘et al,, 1987) en los
tejidos nerviosos y neuroendocrlnos del snsterna nervnoso de mamlferos Asi, Ios,

indices de recuperacion de los mlsmos espues de procedlmlentos de .

homogenizacién tisular y punflcacuo romatograf”cas son generalmente aun

mas bajos (generalmente en el rango bajo de pmolas / mg de tejldO humedo
(Barchas, et al., 1987) e :

W
QD




i lnmunocroma ¢ graf‘ca Ia |dent|f|cacuon aislamientoy caracternzacaon est uctural

5 y funcnonal de nuevos neuropéptidos con valina a-amidada. Estos estudlos ya:
bestan snendo desarrollados en el laboratorio de mi tutor prmctpal de teS|s y

s forman parte del desarrollo de trabajos experimentales de tesis de postgrado de
: dlferentes alumnos. ;
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