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RESUMEN

Estudios previos han permitido identificar subunidades de la F;Fy ATP
sintasa en complejos capaces de catalizar la sintesis de ATP en la
superficie de células endoteliales humanas primarias. Este mismo complejo
se postula como el posible receptor de la angiostatina y del HGF. La
angiostatina es un inhibidor natural de la angiogénesis (creacidén de nuevos
vasos sanguineos). Se ha propuesto que las subunidades o y p de la ATP
sintasa constituyen el principal sitio de union en las células endoteliales
para la angiostatina. La union de la angiostatina a su receptor en células
endoteliales promueve la inhibicidn de la proliferacion y migracion de las
celulas endoteliales durante la angiogénesis tumoral, es decir es un agente
antiangiogénico (Moser, et al. 2001). Al analizar la presencia de la
subunidad beta del complejo FiF; ATP sintasa en la superficie de las
celulas endoteliales por citometria de flujo empleando anticuerpos contra
esta subunidad, se encontrd que el pre-tratamiento con TNF-alfa, inductor
del estado endotelial activado, resulta en un decremento en la cantidad de
esta subunidad detectada por esta técnica (Cortes, et al. 2005).

El complejo de la F;Fq ATP sintasa mitocondrial consta de 16 subunidades
(o3, B3, v, O, &, OSCP e IP en Fy y by, Co14, d, €, F6, g, 6 Yy AGL en Fy)
(Garcia, et al. 2002), pero hasta ahora solo se han identificado a las
subunidades a, B (Moser, et al. 1999), y (Arakaki et al. 2003) y la proteina
inhibidora (IP; Burwick, et al. 2005), en la superficie externa de diversos
tipos celulares.

Para el analisis del resto de las subunidades del complejo es necesario
contar con anticuerpos monoclonales capaces de reconocer especificamente

a cada una de ellas.
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El contar con diferentes anticuerpos monoclonales permitiria la
identificacion del epitope o epitopes de la subunidad  que interactdan con
la angiostatina y que podrian ser el factor que desencadena la actividad

antiangiogénica de la angiostatina.

Anteriormente, se estuvo trabajando con antisueros generados en conejo
contra las subunidades del complejo. Sin embargo, los resultados obtenidos
no fueron satisfactorios debido a la alta inespecificidad de éstos, lo que
impidio tener la certeza de que el reconocimiento, asi como las variaciones
en la presencia de antigeno en respuesta al TNF-a en la célula, fueran
atribuibles a la subunidad beta antes mencionada. Ademas, estos antisueros
no se pudieron seguir produciendo debido a la muerte de los conejos.
Entonces se tomo la decision de generar anticuerpos monoclonales como
una fuente continua de anticuerpos, asegurando una mayor especificidad de
estos hacia las subunidades del complejo y en especial para la subunidad
beta.

11
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I. INTRODUCCION

A. F1F0 ATP sintasa

La F{Fo-ATP sintasa es un complejo mitocondrial muy bien caracterizado
que cataliza en forma
reversible la reaccién de
sintesis o hidrdlisis de
ATP. Por lo tanto, la

forma mitocondrial,

funciona como ATP

sintasa aprovechando la
Matriz

mitocondrial €nergia de un gradiente

proton-motriz. Este
(et i proceso consume

protones  transportados

AERRT - por su canal Fo del
ot Especio intermembranal  espacio intermembranal a
Fig. 1. Estructura del complejo F; Fo de la ATP ) ) )

sintasa mitocondrial. la matriz mitocondrial.

Inversamente, la unién de Mg®* a ATP y la hidrélisis de éste Gltimo,
impulsan la rotacion del cuello central en la parte catalitica F;. Dado que
este cuello central esta asociado a un anillo de 10-12 subunidades ¢ en F,
esta rotacion impulsada desde F; se extiende a Fy con lo cual se bombean
protones desde el lado negativo al lado positivo de la membrana. Esta
translocacion de protones genera un gradiente electroquimico. El
acoplamiento de este proceso a la hidrolisis de ATP permite que este
complejo pueda exportar protones eficientemente aun en contra de su

gradiente electroquimico (Garcia, 2005).
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En comparacién de otros motores moleculares como el motor flagelar que
es impulsado por una diferencia en el potencial electroquimico a través de
la membrana citoplasmatica independiente de ATP (Junge, 1999), la ATP
sintasa utiliza dos sistemas de fuerza motora: produce ATP a expensas de
una diferencia de potencial electroquimico y en sentido contrario genera
una diferencia electroquimica a expensas de la hidrdlisis de un ATP (Junge,
1999).

En la bacteria Propionigenium modestum, en el mecanismo de movimiento
electroquimico de la ATP sintasa, la porcion Fy conduce cationes de Na”,
en contraste, bacterias fotosintéticas y respiratorias translocan H* como en
los cloroplastos y las mitocondrias de eucariontes (Junge, 1999). A pesar de
esta diferencia, la ATP sintasa de P. modestum opera con el mismo
principio general de las enzimas translocadoras de H*. Se ha demostrado,
que con base en construcciones quimericas de las enzimas translocadoras
de protones entre P. modestum y la F; de E. coli (Kaim y Dimroth, 1995;
Laubinger et al. 1990), entre cloroplastos y cianobacterias, asi como E. coli
(Engelbrecht et al. 1989; Lill et al. 1993) sus subunidades tienen la misma
estructura y funcionalidad. Esta conservacion de funcion de las
construcciones quiméricas entre diferentes reinos de vida fue inesperada,
considerando los millones de afios de evolucion que las separa (Blair, Ngo
et al. 1996).

La ATP sintasa ha aumentado en complejidad estructural conforme las
membranas transductoras de energia se han especializado en su funcion de
sintetizar ATP, pero manteniendo una base estructural que presenta pocas o
nulas modificaciones (Garcia, 2005).

En eubacterias como E. coli la enzima contiene solo 8 subunidades (o;B5y8

en F; y ab,Cy.14 €n Fo), las cuales aumentan a 10 y 16 en cloroplastos y
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mitocondrias, respectivamente (Garcia, et al. 2002). En eucariontes la
porcion soluble F; se compone de un hetero-hexdmero de 3 subunidades
ay 3 B alternadas entre si. Este complejo hexamérico estd unido a un
cuello central formado por las subunidades y, e y 6 (Garcia, et al. 2002). La
porcion transmembranal F, consta de un canal de protones que se forma en
la interfase entre la subunidad 6 y el anillo de subunidades ¢ y un tallo
lateral, formado por las subunidades b, d y F6 (Garcia, et al. 2002). En la
parte superior del tallo lateral se ubica la subunidad OSCP (del ingles:
oligomycin sensitivity conferring protein) que acopla este tallo con el

hexamero a3B; (Garcia, et al. 2002; Fig. 1).

La ATP sintasa funciona como un motor rotatorio donde el flujo de
protones a través de la porcién Fy provoca que el anillo de subunidades ¢ y
el cuello central roten respecto al resto de la enzima, generando cambios

conformacionales en los

Sector Subunidad

sitios cataliticos de la
Ja ) _
1B subunidad F;; los cuales
! resultan en la sintesis y
F 0 : . ]
1 £ liberacion de ATP (Garcia,
D"_‘A{P Genes .
fibibidans Nucleares et al. 2002)
b El complejo tiene Ila
9-14 ¢ peculiaridad de
F6,d e 1
F, g_j ensamblarse a partir de la
6* L Genes expresion de 2 genomas

A6L ’r Mitocondnales
- (Tabla 1), ya que la

Tabla 1. Subunidades dependientes de genes nucleares y  mayoria de sus
genes mitocondriales (Garcia, et al. 2002)

subunidades se codifican
en el nacleo, pero dos subunidades (6 y A6L) estan codificadas en el

genoma mitocondrial (Garcia, et al. 2002).
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Las proteinas mitocondriales son sintetizadas como proteinas precursoras y
son translocadas a la matriz mitocondrial a partir del citosol por sistemas de
importacion proteica. Esta importacion se realiza por un mecanismo
postraduccional distinto al del reticulo endoplasmico (Alberts, 2002). Las
proteinas precursoras mitocondriales tienen una secuencia sefial en su
extremo N terminal que es rapidamente removido por la peptidasa sefial
después de la importacion a la mitocondria. La caracteristica estructural de
la secuencia sefial es su tendencia a plegarse en forma de o hélice (Alberts,
2002). La trasnlocacion de proteinas a través de la membrana esta mediada
por complejos proteicos que funcionan como translocadores de proteinas:
los complejos son la translocasa externa de la membrana mitocondrial
(TOM) vy la translocasa interna de la membrana mitocondrial (TIM). El
complejo TOM se localiza en la membrana externa, mientras que el
complejo TIM formado por las subunidades TIM23 y TIM22 se ubica en
la membrana interna (Alberts, 2002). La accién conjunta de estos dos
sistemas de transporte permite el paso de proteinas del citosol a la matriz
mitocondrial. EI complejo TOM se requiere para la importacion de todas
las proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo. EI complejo TOM
transporta la secuencia sefial al espacio intermembranal y ayuda a insertar
proteinas transmembranales a la membrana externa (Alberts, 2002).
Después el complejo TIM23 transporta algunas de estas proteinas a la
matriz, mientras ayuda a insertar proteinas transmembranales a la
membrana interna. EI complejo TIM22 media la inserciéon de una subclase
de proteinas de membrana internas como la proteina acarreadora que
transporta ADP, ATP y fosfato (Alberts, 2002).

La porcion Fy comienza a ensamblarse con la formacion del anillo de
subunidades c, al cual se acopla la porcion F; que se ensambla en forma

independiente (Garcia, et al. 2002; Tzagoloff, et al. 2004). Despues, se
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agrega la subunidad A6L vy el tallo lateral con OSCP vy, sélo entonces, se
agrega la subunidad 6, habilitando al canal de protones (Garcia, et al. 2002;
Tzagoloff, et al. 2004). Se propone que el establecimiento secuencial de un
puente entre dos residuos del canal de protones la arginina 159 de la
subunidad 6 y el glutdmico 58 de cada una de las subunidades ¢ son
esenciales para el mecanismo de rotacién en respuesta al gradiente de

protones (Garcia, et al. 2002).

La hidrolisis del ATP impulsa la rotacion del cuello central de la parte
catalitica F;, conformado por las subunidades y, 8 y € en la enzima
mitocondrial. Dado que este cuello central esta asociado a un anillo de 10-
12 subunidades ¢ del canal Fo, esta rotacion impulsada desde la F; se
extiende a Fq.

Dada la reversibilidad de la reaccion catalizada por este complejo
enzimatico, la naturaleza ha disefiado diferentes mecanismos de regulacion
que inhiben de manera preferente el funcionamiento del complejo FiF, en
el sentido de la hidrolisis de ATP (actividad de F;F,-ATPasa) en
condiciones donde disminuye el gradiente de protones (Garcia, 2005). Han
surgido diferentes subunidades a lo largo de la evolucién que funcionan
como inhibidores preferenciales de la actividad de F;F,-ATPasa. En
eubacterias, la subunidad ¢ participa en la rotacion del cuello central del
complejo durante la sintesis de ATP. En sentido contrario la actividad
hidrolitica de la F{Fo-ATPasa es inhibida por la subunidad & (Garcia, 2005).
En la enzima de cloroplastos, se genera un puente disulfuro durante la fase
oscura en la subunidad y del rotor lo que disminuye la velocidad de
rotacion del cuello central, asi, se previene que el complejo F;F, hidrolice

al ATP generado durante la fotosintesis (Garcia, 2005).
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En mitocondrias, la proteina IF; (de sus siglas en inglés, Inhibitory Factor
one) es una proteina basica de 9.6 KDa que comprende 84 amino acidos
(Pullman y Monroy 1963), se ha descrito como el inhibidor intrinseco de la
actividad de F;- ATPasa y FiFo,-ATPasa mitocondriales (Pullman vy
Monroy, 1963).

La IF; se une al dimero o/f del sitio catalitico por su extremo N-terminal
(Cabezodn, 2003). La IF;, también se encuentra unida a las subunidades y y
¢ del rotor central de la F; (Minauro-Sanmiguel, 2002). La inhibicion de la
IF; involucra dos mecanismos independientes: por una parte interfiere con
el giro del rotor central y por otra inhibe los cambios conformacionales de
los sitios cataliticos. En bacterias y cloroplastos los mecanismos de
inhibicion convergen en el bloqueo de la rotacion del cuello central
(Garcia, 2005).

La union de la IF; a la ATP sintasa es dependiente del pH, con lo que esta
directamente acoplada al gradiente protronmotriz. Al reducirse el pH
debajo de la neutralidad, la capacidad inhibitoria de IF; se incrementa
(Panchenko y Vinogradov, 1985). En la ausencia de oxigeno o en la
presencia de un desacoplante de la fosforilacion oxidativa la ATP sintasa
hidroliza ATP y la glicoélisis se convierte en la Unica fuente de ATP celular
(Cabezdn, et al. 2000).

Se ha sugerido que la IF; existe en dos conformaciones: una forma inactiva
rica en a—heélices, no inhibitoria predominante arriba de pH 6.7, y una
forma inhibitoria activa, con baja cantidad de a—hélices, presenta valores
de pH menores a 6.7 (Cabezon, et al. 2000).

En resumen, desde el punto de vista energético, estructural y funcional la
ATP sintasa que asemeja a un pequefio motor molecular es un complejo

proteico mitocondrial muy importante para la célula, debido a su alta
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eficiencia y capacidad, producto de un proceso evolutivo de millones de
afos. Un hallazgo inesperado en afos recientes ha sido la identificacion de
varias de sus subunidades en una localizacion extramitocondrial, en

especial, en la membrana plasmatica (Moser, et al. 1999).

a) ldentificacion antigénica de las subunidades o, e IF1 en la

superficie celular.

Proteinas que normalmente se encuentran en el citoplasma como la a-
enolasa (Miles, et al. 1991), también se encuentran en la superficie externa
de la membrana celular e intervienen en la union del plasmindégeno o
ayudan en la citotoxicidad mediada por linfocitos, respectivamente. Se ha
reportado que las subunidades o, By y de la ATP sintasa se localizan en la
membrana plasmatica de células neopléasicas (Das, et al. 1994), endoteliales
(Moser, et al. 1999; Arakaki et al. 2003) y hepaticas (Martinez, et al.
2003). Recientemente se ha encontrado que la membrana plasmatica de
celulas endoteliales también presenta la proteina inhibidora (IP; Burwick,
et al. 2005) y se cree que regula la actividad catalitica de la FiF, de
membrana plasmaética (Burwick, et al. 2005). Sin embargo, dada la falta de
anticuerpos comerciales contra el resto de las subunidades de la ATP
sintasa no se ha establecido si el resto de las subunidades de F;F, estan
presentes en la membrana plasmatica.

Se ha propuesto que la enzima puede ser un receptor para ligandos como la
angiostatina en células endoteliales (Moser, et al. 1999, 2001); también se
ha sugerido que la actividad de F;Fq en la membrana plasmatica puede
regular las sefiales de transduccion de la angiostatina (Arakaki, et al. 2003;
Veitonmaki et al. 2004). También se ha reportado que la enzima puede
jugar un papel importante en la regulacién de la concentracion extracelular
de nucledtidos (Arakaki, et al. 2003).
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b) Metabolismo de ecto-nucleétidos

La ATPsintasa en la superficie de HUVEC's es cataliticamente competente
en la sintesis de ATP (Moser, et al. 2001), por lo que el concepto de que la
sintesis de ATP es estrictamente intracelular es cuestionable. La presencia
extracelular de enzimas del metabolismo de los nucleétidos esta de acuerdo
con el hecho de que tanto nucledsidos como nucleotidos de adenina actian
como moléculas de sefializacion extracelular (Hoyle y Bunrstock, 1991;
Ravelic y Bunrstock, 1998). El papel extracelular de los nucleotidos en la
regulacion de la comunicacion intercelular esta ampliamente conservado en
la evolucion eucaridtica (Soderbom y Loomis, 1998). Ademas, receptores
extracelulares para el ATP pueden estar como canales ionicos (P2X) o
como receptores acoplados a proteinas G (P2Y), que en todos los tejidos de
mamiferos son ubicuos (Ravelic y Bunrstock, 1998). EI ATP extracelular
puede activar cascadas de sefializacion por medio de la union a los
receptores P2X/P2Y en la superficie celular, lo que desencadena la
activacion de la cinasa 3 fosfatidilinositol, la estimulacion de la sintesis de
DNA vy la replicacion celular (Moser, et al. 2002; Ralevic y Burnstock
1998; Gonzalez-Gronow et al. 1994).

Varios nucledtidos como son ATP y UTP actdan sobre diferentes
receptores celulares como P2Y,, P2Yg y P2X; en células endoteliales,
macrofagos y células epiteliales; esto estimula la expresion de moléculas de
adhesion (como ICAM-1 y VCAM-1) y de secrecion como citocinas y
quimiocinas (IL-1, IL-6, IL-8 y la proteina quimioatrayente de monocitos

1; Boeynaems y Communi, 2006).

En el sistema cardiovascular, la adenosina liberada de miocitos, mantiene

el flujo sanguineo a zonas isquemicas del corazon (Berne y Belardinelli,
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1985) y el ATP puede jugar un papel importante en la regulacion, momento
a momento, del flujo cardiaco de sangre en estados no patolégicos (Buxton
y check, 1995).

Las células endoteliales liberan ATP en respuesta a estimulos como estrés y
a agonistas vasoactivos incluyendo ATP (Yang et al. 1994; Bodin y
Bunrstock, 1996). La presencia de cantidades significativas de ATP en la
superficie de células endoteliales puede proveer varios mecanismos para
promover la proliferacion endotelial e incrementar el flujo sanguineo de

tumores vascularizados (Moser et al. 2001).

Una hipotesis sugiere que el ATP generado en la superficie esta disponible
para actuar a través del receptor P2Y para activar cascadas de sefializacion
dependientes de Ca”*, que incrementarian la sintesis de ADN (Ravelic y
Bunrstock, 1998), promoviendo la proliferacion celular endotelial en el
ambiente tumoral. La ATPsintasa membranal de células HUVECSs (es una
ecto-nucleotidasa tipo E ya que es capaz de sintetizar ATP e hidrolizar
ADP (Plesner, 1995), también metaboliza la liberacion del agonista de
plaquetas, ADP lo que indica que esta enzima forma parte de un sistema
tromborregulador (Marcus, et al 1995).

Otras ecto enzimas importantes dentro del metabolismo del ATP son la
adenosina desaminasa, una enzima soluble presente en suero y en la
superficie de algunas células y la nucledétido pirofosfatasa (Yegutkin, et al.
2001). Si bien esta dltima es importante en diversos tejidos para el
catabolismo de ATP, no se expresa en la membrana apical de células
endoteliales. (Gendaszewska-Darmach E, et al. 2003; Zimmermann H.
2000).

Con todo lo anterior, queda claro que existen vias de sintesis y

degradacion de ATP y nucledtidos de adenina en el espacio extracelular
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donde sirven como sefiales de estrés tisular, o moduladores de la
coagulacion e incluso, alterando el fenotipo endotelial. Dentro de este
contexto, la presencia de la ATP sintasa en la superficie endotelial puede
representar uno de los mecanismos de generacién de ATP extracelular y
jugar un papel relevante en la activacion de plaquetas, leucocitos y de las

mismas células endoteliales regulando la respuesta inflamatoria.

Existen varios inhibidores de la ATP sintasa mitocondrial como agliconas
isoflavononas, esteres de catequinas y varios compuestos polifenolicos
(Zheng, et al. 1999, 2000; Barnes, et al. 1995; Yang, et al. 1999). Tambieén,
el resveratrol que inhibe el desarrollo de crecimiento tumoral inducido por
7, 12-dimetilbenzantracenos (Jang et al. 1997) y al piceatanol que inhibe el

crecimiento tumoral al inhibir cinasas de tirosina (Zheng, y Ramirez 1999).

Un inhibidor especifico para la hidrdlisis del ATP en la mitocondria que se
ha identificado, es la proteina inhibidora o IF;. Esta actividad inhibitoria ha
sido identificada también sobre la superficie de células endoteliales
(Burwick et al. 2005). Dicha inhibicion no se asocia con el bloqueo de la
proliferacion endotelial, por lo que no parece estar ligado a los efectos de la
angiostatina. Al interferir con la degradacion de ATP, la IF; podria tener
una funcién protectora sobre las células endoteliales en un microambiente
tumoral al permitirles conservar ATP durante periodos de bajo pH
(Burwick et al. 2005). Por el contrario, la union de la angiostatina a la ATP
sintasa no solo disminuye la proliferacion, sino que también interfiere con
la sintesis de ATP, abatiendo los niveles extracelulares del nucleétido y
cambiando el balance hacia un efecto antiangiogénico. Un ambiente con
bajo pH favorece la union de IF; a células endoteliales y células tumorales
lo que sugiere que IF; puede modular la angiogénesis tumoral. La

dependencia del crecimiento tumoral en la angiogénesis esta ya muy bien
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documentada, y es conocido que la expansion tumoral mas alla de su
tamafio prevascular (1-3mm°) requiere de la generacién de nuevos vasos
sanguineos (Folkman, 1986). En las mitocondrias a bajo pH, decrece el pH
de la matriz y el gradiente de protones requerido para la sintesis de ATP
declina, bajo estas condiciones la IF; conservaria ATP sobre la superficie
de células endoteliales dando a los vasos sanguineos una fuente constante
de ATP, facilitando la angiogénesis y también el crecimiento de las células

tumorales (Burwick et al. 2005).

La adicion de ATP sintasa a cultivos de lineas celulares tumorales induce
una despolarizacion de la membrana, cambian su permeabilidad y terminan
por lisar las células transformadas (Virgilio, et al.; Zanovello, et al. 1990).
Por lo que se induce que la ATP sintasa de la mitocondria pueda estar
presente en la superficie de lineas celulares tumorales, donde participaria
en el transporte de H" a través de la membrana plasmatica (Moser, et al.
1999).

También se ha reportado que la angiostatina, reconoce al complejo o/ de
la ATP sintasa en la superficie de células endoteliales, donde bloquea la
actividad tanto de ATPsintasa como de ATPasa del complejo enzimatico
(Moser, et al. 1999, 2001). Se ha reportado que la angiostatina tambien
inhibe la proliferacion celular (Cao, et al. 1996; Moser, et al. 2001). Sin
embargo, el mecanismo de accion de la angiostatina en el complejo ATP

sintasa de las células endoteliales alin se desconoce (Moser et al. 2001)

Con la identificacion de subunidades del complejo de la ATP sintasa en la
superficie de células tumorales y endoteliales, la vision clasica de la ATP
sintasa como un complejo exclusivo de la mitocondria se ha modificado.

Su presencia en la superficie de células endoteliales podria contribuir el
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metabolismo del ATP y ectonucleétidos de adenina, aunque esto adn
requiere de comprobacion, ademas de la progresion de procesos tumorales.
La funcion de la ATPasa en la superficie endotelial también parece estar

ligada a los efectos de la angiostatina, al fungir como su posible receptor.

B. Angiostatina

En la vasculogénesis que se da durante el desarrollo embrionario, células
endoteliales nuevas se diferencian de las celulas madre. En contraste, en la
angiogénesis nuevos vasos sanguineos emergen de vasos pre-existentes
(Risau, 1997).

En la vida adulta, donde la vasculogénesis esta ausente, estimulos
fisiologicos como la curacion de heridas y el ciclo reproductivo de la mujer
favorecen la angiogénesis. Condiciones patolégicas como el crecimiento
tumoral, la artritis reumatoide y la retinopatia diabética, también inducen la
angiogénesis (Ji, et al. 1998). Se ha propuesto que en cancer pueda darse
incluso la vasculogénesis. La fase activa de remodelamiento vascular en
los tumores es un reflejo del hecho de que células endoteliales tumorales
proliferan entre 20 y 2000 veces mas rapido que el tejido normal en adultos
(Denekamp, 1984).

La angiogénesis consiste en una secuencia de eventos que incluyen (1) la
disolucion del basamento membranal, (I1I) la migracion, (Ill) la
proliferacion de células endoteliales, (IV) la formacion de ramificaciones
vasculares y (V) la formacion de un nuevo basamento membranal
(Jendraschak y Sage, 1996).

Se han descrito varios factores angiogénicos que incluyen al factor vascular

de crecimiento endotelial, el factor basico de crecimiento fibroblastico y la
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fosforilasa de timidina. Por el contrario, se han identificado factores
naturales de inhibicion angiogénica como trombospondina y la angiostatina
(Bicknell y Harris 1996). Por lo general, en tumores se sobreexpresan
varias moléculas proangiogeénicas, incluyendo miembros de las familias del
factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF bésico) y del factor vascular de
crecimiento endotelial (VEGF) (Kandel, 1991).

La angiogénesis se inicia rapidamente en respuesta a condiciones hipoxicas
0 isquemicas. En células endoteliales, la relajacion vascular mediada por
oxido nitrico (NO) es un prerrequisito para que entren a una cascada
angiogenica, también cambios morfologicos conducen a un decremento en
el estado de confluencia haciéndolas susceptibles a mitégenos (Folkman,
1997). En todos los tipos de angiogénesis bajo condiciones tanto
fisiolégicas como patologicas, la activacion endotelial es el primer evento

que se lleva a cabo (Moser, et al. 2001).

Se ha sugerido que el factor vascular de crecimiento endotelial (VEGF) es
importante durante el inicio de la angiogénesis dada su habilidad para
inducir vasodilatacion, produccion de NO y un incremento en la
permeabilidad de las células endoteliales (Ziche et al., 1997). Esto le
permite a proteinas del plasma entrar al tejido para formar una red
provisional rica en fibrina (Dvorak, 1986). La observacion de que la
produccion de VEGF esta bajo el control del factor inducible de hipoxia
(HIF) fortalece la idea de que el VEGF juega un papel importante en la
respuesta angiogénica temprana. Ademas, la expresion del receptor de
VEGF (VEGFR) también esta regulado bajo condiciones hipoxicas o
isquemicas (Forsythe et al., 1996). EI VEGF es producido abundantemente
por células tumorales hipoxicas, monocitos y otras celulas del sistema

inmune presentes en el intersticio (Brown et al., 1997).
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Ademéas de afectar la vasodilatacion y permeabilidad vascular, VEGF
puede inducir la expresion de proteasas, receptores importantes en la
invasion celular, el remodelamiento tisular y prevenir la apoptosis
endotelial (Ferrara 'y Keyt, 1997; Gupta et al., 1999). La angiogénesis no es
completamente dependiente de la produccion del VEGF (Hansen-
Algenstaedt et al. 1999).

Sefiales proangiogénicas generadas por las células tumorales, ponen en
movimiento una serie de respuestas endoteliales altamente reguladas
(Moser, et al. 2001). El sistema fibrinolitico del plasmindgeno, sus
activadores y sus inhibidores, juegan un papel principal en los eventos que
ocurren entre células endoteliales y tumorales (Folkman, 2000). La
plasmina es enzimaticamente importante por su habilidad para activar
metaloproteinasas de la matriz (MMPs), que permiten a las células
tumorales degradar proteoliticamente barreras del basamento membranal
generando invasion y eventualmente dando lugar a metastasis (Liotta,

1992; DeClerck y Laug, 1996).
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Fig. 2.- Fragmentos derivados del plasmindgeno y enzimas que los

hidrolizan. Tomada de Cancer Medicine. 6th ed. Frei IlIl, Emil, editors.
Hamilton (Canada): Fig. 11-8 c2003.
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El plasmindgeno y sus activadores se unen a receptores de membrana de
las células tumorales, donde se genera la plasmina y donde se activa la
transduccion de sefial, promoviendo la secrecidén de la metaloproteinasa 9
(MMP-9; Gonzalez-Gronow, et al. 1994, 2001). El rompimiento
proteolitico de la plasmina por proteinasas de las células tumorales,
producen fragmentos adicionales que carecen de actividad proteolitica y
algunos de los cuales inhiben la angiogénesis (O'Reilly, et al. 1994;
Gately, et al. 1996, 1997). Estos fragmentos, llamados angiostatinas, se
encuentran entre los inhibidores mas potentes de la angiogénesis. Todas las
angiostatinas tienen en comun la presencia de uno o mas de los cinco
dominios “kringle” (arrugas) contenidos dentro del plasmindgeno, el mas
estudiado es el producto que contiene los dominios “kringle” 1, 2 y 3. Esta
forma de angiostatina inhibe la proliferacion y la migracion de células
endoteliales (Moser, et al. 1999).

Existen reportes en los que se menciona que la metaloelastasa, la elastasa
de pancreas, la plasmina reductasa y la plasmina convierten al
plasmindgeno a angiostatina. Existen dos miembros de la familia de
MMPs, la matrilisina (MMP-7) y la gelatinasa B/colagenasa tipo IV
(MMP-9), que hidrolizan al plasminégeno humano generando fragmentos

de angiostatina (Patterson y Sang, 1997; Fig.3).

La conversion del plasmindgeno a angiostatina parece requerir de una
reduccion de puentes disulfuro, seguida de una proteolisis (Stathakis, et al.
1997; Gately, et al. 1997).

Células de carcinoma humano de préstata (PC-3) liberan enzimas que
convierten al plasmindgeno en angiostatina, como la urocinasa (UPA) y
donadores libres de sulfidrilos (FSDs; Gately, et al. 1997). Otras enzimas

capaces de generar la angiostatina son las proteinasas de serina (Gately, et
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al 1996), una metaloelastasa de macrofago (Dong, et al. 1997) y la
metaloproteinasa 3 de matriz (MMP-3; Lijnen, et al 1998).

La angiostatina se purificd originalmente a partir de orina de ratones con
carcinoma pulmonar de Lewis (O'Reilly, et al. 1994) y es generada de
manera enddgena por una variedad de tumores humanos (Kisker, et al.
2001; Gately, et al. 1996).

Fig. 3.- Modelo tridimensional de la angiostatina realizado en Swiss model.

WWW.expasy.ch

La angiostatina es una proteina de aproximadamente 38KDa (O"Reilly, et
al. 1994), que suprime el crecimiento de tumores experimentales en
modelos animales (O’Reilly, et al. 1996). Comprende los primeros tres o
cuatro dominios “kringle” (arrugas) del plasmindgeno. Cada “kringle”
consiste de aproximadamente 80 aminoéacidos (Fig. 3) arreglados en un
patron altamente conservado de tripletes de puentes disulfuro que le dan
estabilidad. La angiostatina comienza en el residuo Val79 o Tyr80 del

plasmindgeno (O Reilly, et al. 1996).
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a. Accion de la angiostatina.

Se ha observado que la angiostatina inhibe la proliferacion de células
endoteliales y de masculo liso al interrumpir la transicion G2/M durante el
ciclo celular (Griscelli, et al. 1998). Induce apoptosis y presenta efectos
inhibitorios en células HUVECs, lo cual indica que su union a la
ATPsintasa, puede funcionar como un mecanismo de inhibicién del
crecimiento de células endoteliales (Claesson-Welsh, et al. 1998; Moser, et
al. 1999). Se han sugerido varios receptores para la angiostatina como: la
ATPsintasa en la superficie endotelial, Vb3, la angiomotina. Se ha sugerido
que la angiostatina y la anexina Il, pueden mediar una cascada de eventos

que desencadenaria una inhibicion de la angiogénesis (Moser, et al. 1999).

La angiostatina puede bloquear la funcion de la integrina ofs (Tarui, et al.
2001), inhibir la activacién del plasmindgeno en la matriz extracelular
(Stack, et al. 1999) y la migracion endotelial, lo que induciria su efecto
antiangiogénico (Troyanovsky, et al. 2001).

La angiostatina tiene similitudes con el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), un factor angiogénico de crecimiento que acta como
mitogeno e inductor de la motilidad en células endoteliales y de musculo
liso (Wajih y Sane, 2003). A pesar de que tienen el efecto contrario sobre la
angiogénesis, tanto HGF como la angiostatina poseen dominios “kringles”
(Cao, et al. 1996; Nakamura, et al. 1989) y comparten una homologia
significativa a nivel de aminoacidos (Naldini, et al. 1991). Se ha
demostrado que la angiostatina inhibe la respuesta al HGF en células
endoteliales y de mausculo liso, mientras que no afecta los eventos de
sefializacion estimulados por VEGF y b-FGF (Wajih y Sane, 2003). La
angiostatina inhibe la autofosforilacion del receptor del HGF (c-met), asi

como los eventos rio abajo incluyendo la fosforilacion de Akt y ERK1/2.
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Esta inhibicidn parece ser competitiva, ya que puede ser revertida por altas
concentraciones de HGF, es decir, el HGF compite con la angiostatina por
los mismos sitios de union sobre la superficie de células HUVEC (Wajih y
Sane, 2003).

La angiostatina no sélo inhibe la proliferacion, sino que también inhibe la
migracion celular mediada por VEGF y el b-FGF, al parecer, debido a la
interferencia con la funcion de las integrinas (Wajih y Sane, 2003). En
células endoteliales, en condiciones de bajo pH puede inducir acidosis
intracelular y anoikis (pérdida de union celular). Lo cual indicaria que la
angiostatina tendria un efecto modulador dentro de un microambiente
tumoral (Wajih y Sane, 2003).

La angiostatina recombinante murina inhibe fuertemente la proliferacion de
celulas capilares endoteliales bovinas in vitro y suprime el crecimiento del
carcinoma primario pulmonar de Lewis (Wu, et al. 1997). Otros estudios
muestran una inhibicidn en el crecimiento de tumores primarios en ratones
inyectados con angiostatina purificada, con evidencia de un incremento en
la apoptosis tumoral especifica (O'Reilly, et al 1996). El efecto
antiproliferativo de la angiostatina también es resultado de la inhibicion en
la progresion del ciclo celular (Griscelli, et al 1998). Sin embargo, el
mecanismo molecular del efecto antiangiogénico de la angiostatina no ha

sido elucidado.

C. Angiogénesis y cancer.

Estudios muestran que tanto el crecimiento tumoral como las metastasis a
organos distantes son dependientes de la angiogénesis (Kim et al. 1993).
Los tumores primarios arriba de 1-2 mm de didmetro (Harris, 1998), para

producir metastasis necesitan reclutar vasos angiogénicos para Ssu
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crecimiento (Folkman, 1971; Folkman y Shing 1992). La angiogénesis
normal o maligna depende del balance de factores pro y antiangiogenicos
(Andre, et al. 1998). Es por eso que los inhibidores angiogénicos
endogenos como la angiostatina tienen un papel muy importante en el
desarrollo de los tumores (Moser, et al. 1999). Los blancos bioquimicos de
la terapia antiangiogénica son: la interaccion entre factores angiogenicos y
sus receptores, la interaccion de celulas endoteliales con la matriz

extracelular y las vias de sefializacion intracelular (Andre, et al. 1998).

Existen muchas evidencias que apoyan el concepto de que la angiogénesis
es un prerrequisito para el crecimiento tumoral. Al bloquear reguladores
positivos de la angiogénesis o utilizar reguladores negativos del proceso se
presenta un retraso o regresion de tumores experimentales. Como ya hemos
mencionado, el VEFG y el b-FGF, son mitdgenos potentes y fuertes
quimioatrayentes para células endoteliales (Shing, et al. 1984; Maciag, et
al. 1984; Ferrara y Henzel. 1989). Esto ha llevado a tratar de interferir con
la funcion de estos factores. En tumores, anticuerpos neutralizantes contra
VEFG o0 b-FGF causan un marcado decremento en su crecimiento por
medio de la inhibicion angiogénica (Gross, et al. 1993; Kim, et al. 1993).
Ademéas, reguladores negativos de la angiogénesis, como angiostatina,
endostatina y antagonistas de la integrina avf33, tienen un profundo efecto
antitumoral (O'Reilly, et al. 1994, 1997; Brooks, et al. 1995). Las
evidencias experimentales sugieren que la angiogénesis tumoral también
requiere de un balance entre factores proangiogénicos como el VEGF y

factores antiangiogénicos como la angiostatina.
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D. Activaciéon endotelial

Las células endoteliales juegan un papel importante en el sistema vascular,
ya que sirven como una barrera entre el compartimento intravascular y los
tejidos debajo de éste. Bajo condiciones normales las células endoteliales
no son capaces de adherir plaquetas o leucocitos ni de producir citocinas.
Sin  embargo, adquieren estas caracteristicas en respuesta a
lipopolisacaridos bacterianos (LPS) o citocinas proinflamatorias (TNF-a,
IL-13 o IL-6), que promueven un cambio en el fenotipo endotelial
reversible denominado estado activado. Este cambio fenotipico, se
caracteriza por un incremento en la capacidad adhesiva de las células
endoteliales a causa de la aparicion de nuevas proteinas de superficie,
designadas colectivamente como moléculas endoteliales de adhesion a
leucocitos (ELAM’s). Entre estas moléculas de adhesion destacan la E-
selectina y las molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la molécula
de adhesidn celular vascular 1 (VCAM-1; Pober, 2002).

La activacion endotelial es favorecida durante la inflamacion que se define
como el reclutamiento local y activacion de leucocitos y es un componente
esencial de la respuesta inmune innata a patogenos y células dafadas. La
respuesta inflamatoria innata tiene solo una habilidad limitada para
distinguir células normales de aquellas que se encuentran dafiadas (Pober,
2002). La inflamacion es favorecida por el factor de necrosis tumoral (TNF
o), es una citocina pro-inflamatoria derivada principalmente de fagocitos
mononucleares, tiene como uno de sus principales blancos a las células del
endotelio vascular (EC; Pober y Cotran, 1990). Los efectos sobre las
celulas endoteliales incluyen cambios en la forma de las células y un
incremento en su movilidad, que puede contribuir a la extravasacion en

sitios de inflamacién asi como la vasoregulacion mediada por NO, la
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adhesion leucocitaria dependiente de ELAMSs, la activacion leucocitaria
inducida por citocinas como IL-6 y la coagulacion inducida por la
expresion de factores pro coagulantes como el factor Von Willebrand
(Madge y Pober, 2001).

El factor de necrosis tumoral (TNF) actua sobre las células endoteliales a
travées de su receptor TNFR, del cual existen dos tipos: TNFR1 y TNFR2.
La activacion endotelial que induce el TNF en las células endoteliales
involucra la sintesis de nuevas proteinas, es decir induce la transcripcion
génica de novo (Pober y Cotran, 1990). Este cambio en el patron de
expresion estd mediado por dos factores especificos trans activadores
(factores de transcripcion), NF-kB y AP-1, que son esenciales para la
induccién por TNF de ELAM’s (Collins, et al. 1995).

En células sin estimular, proteinas inhibidoras de NF-xB (IxBs)
normalmente secuestran los complejos NF-kB en el citosol, ocultando sus
secuencias de destino nuclear, con lo que previenen su entrada al nucleo
donde ocurre la transcripcion de los genes (Baldwin, 1996). En respuesta a
TNF, las proteinas 1kB son fosforiladas por un complejo de cinasas de IkB
(IKKa-IKKB-IKKYy) en residuos especificos de serina presentes en el
extremo carboxilo. Una vez fosforilados, los IkBs son ubiquitinados y
rapidamente degradados por el proteasoma citosolico. Este proceso ocurre
dentro a los primeros 15 minutos después de tratar a las células HUVECs
con TNF. En HUVECs, el TNF causa la degradacion de IkB-
o, By € (Jonson, et al. 1996; Spiecker et al. 2000; Lépez Bojoérquez et al.
2004).
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Una vez que se degrada IkB, el dimero NF-xB queda libre y puede
traslocarse del citosol al ndcleo y activar la transcripcion al unirse a
secuencias especificas de DNA («BRE) en los promotores y enhancers de
sus genes blanco. En HUVECs, el NF-xB activado por TNF esta formado
por homodimeros y heterodimeros que involucran 3 diferentes miembros
de la familia Rel llamados p50 (NF-xB1), p65 (Rel A) y c-Rel. Los
homodimeros de p50 parecen estar presentes constitutivamente en el nucleo

y no estan regulados por la degradacion de 1B (Pober, 2002).

El receptor de TNF que predomina en las celulas HUVECs es TNFR2
(Bradley, et al. 1994; Gaeta, et al. 2000). Sin embargo, estas células no
expresan moléculas de adhesion por medio del TNFR2 (Slowik, et al.
1993), pero la presencia de este incrementa la sensibilidad de la célula a
TNF (Slowik, et al. 1993).

Estd documentado que el TNF, induce la activacién de éstas células al
cambiar los niveles de algunas proteinas de la membrana plasmatica
(Pober, 2002). Por ejemplo, los niveles de trombomodulina disminuyen
(Grey, et al 1998), mientras aquellos de P-CAM, ICAM-1, VCAM-1vy E-
Selectina se incrementan en células endoteliales después de ser tratadas con
TNF (Pober, 2002).

La reciente identificacion de la ATPsintasa en la membrana de células
HUVECs ha llevado a proponer su posible participacion en las diferentes
respuestas endoteliales, incluyendo la angiogénesis y la activacion

endotelial asociada a la reaccién inflamatoria (Hajjar et al. 1986, 1994).
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E. Anticuerpos monoclonales

Se ha visto que para el estudio de las subunidades del complejo F1FO de la
ATP sintasa, es necesario utilizar herramientas eficaces y confiables que
permitan obtener resultados que sean reproducibles. Una herramienta como
tal, son los anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos son inmunoglobulinas (lg) altamente especificas que
reconocen, neutralizan y por opsonizaciébn median la eliminacion de
antigenos extrafios. Hay cinco clases de inmunoglobulinas: IgM, 1gG, IgE,
IgA e IgD (Kim, et al. 2005). La IgG la mas empleada experimentalmente,
estd organizada en distintos dominios estructurales y funcionales: Esta
constituida por dos cadenas pesadas (H, 50KDa) y dos cadenas ligeras (L,
25KDa). Las dos cadenas ligeras estan constituidas por un dominio variable
‘ . (VL) y un dominio constante
(CL); las dos cadenas pesadas
estdn conformadas por un
dominio variable (VH) y tres
dominios constantes (CH1, CH2
y CH3; Kim, et al. 2005).

o
-’ o Por medio de la papaina, un

Fig. 4. Diagrama esquemético de la anticuerpo puede ser dividido
estructura de las inmunoglobulinas.

en dos fragmentos, uno de
unién a antigenos (Fabs, del inglés fragment antigen binding) y una region
constante (Fc, del inglés fragment crystallizable) que puede unirse a los
receptores Fc en una variedad de células hematopoyéticas (Fig. 4). Estos
dos fragmentos estan unidos por una region flexible llamada de “bisagra”
(Fig. 4; Kim, et al. 2005). Los dominios de las cadenas variables pesadas

(VH) y ligeras (VL), unen antigenos en la regién amino terminal de los
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Fabs. Cada dominio presenta un plegamiento caracteristico en las
inmunoglobulinas que consiste en dos hojas B antiparalelas con un puente
disulfuro intramolecular (Kim, et al. 2005). Dentro de cada dominio V hay
tres regiones que son hipervariables en su secuencia formando “loops”
(bucles) al final de las hojas B.Los bucles hipervariables son los
responsables primarios del reconocimiento de antigenos y son referidos
como regiones determinantes complementarias (CDRs).

Los aminoéacidos del dominio V actian como andamio para soportar los

bucles y son referidos como residuos estructurales (FR; Kim, et al. 2005).

La porcion Fc del anticuerpo media funciones de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) y de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). En ADCC, los anticuerpos se unen a receptores Fc
(FcyRs) sobre la superficie de células efectoras como las células asesinas
naturales (NK) y macrofagos, y desencadenan la fagocitosis o lisis de las
células blanco (Kim, et al. 2005). En la CDC, los anticuerpos matan las
celulas blanco al disparar la cascada del complemento en la superficie
celular. La regién Fc también estd asociada con la vida media del
anticuerpo en suero. Esto es debido a que el receptor FCRn en células
endoteliales se une a la interfase entre los dominios CH2 y CHS3

protegiendo a IgG de la degradacion (Kim, et al. 2005).

En la respuesta inmune humoral provocada por un inmundgeno, diferentes
partes o regiones de esta molécula extrafia como pueden ser los motivos y
dominios, pueden evocar la produccion de anticuerpos, por lo que se les
denomina determinantes antigénicos o0 epitopes que usualmente
comprenden de seis a ocho aminoacidos, aunque también pueden ser
lipidos y carbohidratos (Nelson, et al. 2000). La mayoria de los anticuerpos

reconocen e interactian con una forma tridimensional compuesta de
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residuos discontinuos traidos en yuxtaposicion por el doblamiento de la
molécula. Alternativamente, los anticuerpos pueden reconocer tambien
segmentos lineales de aminoacidos o epitopes continuos o incluso pequefias

moléculas denominados haptenos (Nelson, et al. 2000).

Un inmunogeno puede inducir la produccion de anticuerpos de numerosas
clonas de células B, esto genera anticuerpos policlonales donde cada
anticuerpo reconoce a un epitope especifico (Nelson, et al. 2000). Esto
puede ser importante en algunos ensayos donde la deteccion de una
molécula depende de un solo epitope. La produccion de estos anticuerpos
policlonales es relativamente simple, barata y se pueden obtener en un
tiempo corto. Ademas, el uso de animales grandes como caballos, cabras y
conejos, permite la recuperacion de grandes volumenes de suero rico en
estos anticuerpos (Nelson, et al. 2000). Sin embargo, los anticuerpos en
solucion se deterioran perdiendo su capacidad de reconocimiento, por lo
que en algin momento sera necesario generar un lote fresco. Es importante
notar que puede haber diferentes rangos de variacion en el repertorio de
epitopes que pueden ser reconocidos entre lote y lote. Esto conlleva a
diferencias en la respuesta y titulo del anticuerpo, por lo que los
anticuerpos policlonales en general sufren de falta de reproducibilidad
(Nelson, et al. 2000).

Por otra, parte la propagacion de una clona aislada de células B puede
producir anticuerpos de especificidad Unica. A un anticuerpo de
especificidad Unica derivada de una clona de celulas B se le denomina
anticuerpo monoclonal (Nelson, et al. 2000). Sin embargo, se requieren
células B inmortales que permitan un cultivo continuo de células, ya que
las células B silvestres en medio de cultivo celular mueren a los pocos dias

de ser extraidas del bazo de raton (Nelson, et al. 2000). Consecuentemente,
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se han investigado métodos para conferir inmortalidad a las clonas de
celulas B productoras de un anticuerpo de interés. La inmortalidad se ha
obtenido por transformacion por via viral (por ejemplo usando el virus
Epstein-Barr virus) y o fusion a células cancerosas para generar hibridos o
hibridomas, como las células del mieloma AG8 (Nelson, et al. 2000). El
cultivo continuo de hibridomas de células B ofrece una fuente reproducible
y un suministro potencialmente inagotable de anticuerpo con alta

especificidad.

Los anticuerpos monoclonales han permitido el desarrollo de sistemas para
iInmunoensayos estandarizados y seguros. Sobre todo los anticuerpos
monoclonales sirven como una herramienta confiable para la investigacion
de macromoléculas y células, teniendo probada su efectividad en términos

de especificidad para pruebas de diagndstico clinico.
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II. ANTECEDENTES
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Fig. 5. Efecto de TNF sobre la union de anticuerpos anti-IP y anti-p a
células HUVECs vivas. Las células se incubaron con 10 ng/ml de TNF
recombinate (Invitrogen). En los tiempos indicados en el gréfico, las
células en un ensayo de citometria, fueron expuestas a anticuerpos
policlonales anti-IP (circulos cerrados), anticuerpos monoclonales
(circulos abiertos) y anticuerpos policlonales contra la subunidad
(cuadros cerrados).

La ATPsintasa en la superficie de HUVEC's es cataliticamente competente
en la sintesis de ATP (Hoyle y Bunrstock, 1991; Ravelic y Bunrstock,
1998). Esta reportado que la angiostatina al unirse al dominio F; de la
ATPsintasa inhibe la actividad catalitica de la enzima, asi como la
proliferacion celular (Cao, et al. 1996), bloguea la migracion (ji, et al.
1998) e induce la apoptosis de células endoteliales (Claesson-Welsh, et al.
1998). Esta reportado que el TNF induce la expresion de algunas proteinas
de membrana como ICAM-1, VCAM-1 y la selectina-E promoviendo la
activacion de células endoteliales (Pober, 2002). Por tanto, se evalud el
efecto de esta citocina sobre la expresion de proteinas de membrana de
celulas HUVECs asociadas a la ATPsintasa como la proteina inhibidora de
la ATP sintasa (IP) y la subunidad  del dominio F; de la enzima (Fig. 5).
Interesantemente, mientras que la expresion de la subunidad 3 decrecio un

40% en ceélulas tratadas con TNF, la IP se incremento transitoriamente. La
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disminucion en la subunidad B persistio por nueve horas y el incremento en
la IP regresd a sus niveles basales después de 3 h (Fig.5; Cortés, et al.
2005).

A. Planteamiento del Problema

Las células endoteliales juegan un papel muy importante durante la
reaccion inflamatoria, pasando de un estado de reposo a uno activado al ser
estimuladas por citocinas pro-inflamatorias como el TNF o la IL-1pB.
Durante la activacion endotelial se induce la expresion de una gran
variedad de proteinas asociadas a la respuesta inflamatoria, entre las que
destacan moléculas de adhesion intercelular y proteinas asociadas a la
coagulacion. El descubrimiento de la angiostatina incrementa nuestro
entendimiento sobre la regulacion de la angiogénesis fisioldgica vy
patoldgica, también ofrece la oportunidad de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento del cancer (Cao, 1998). Ademas cabe
destacar que la subunidad p de la ATPsintasa mitocondrial esta presente en
la superficie de varias lineas celulares derivadas de tumores humanos como
las células del linfoma de Burkit o células de cancer de pulmon (Moser, et
al. 1999).

Por todo lo anterior, proponemos analizar los niveles de expresion de las
subunidades del complejo de la ATP sintasa y su funcionalidad en la célula
endotelial activada en respuesta a TNF en presencia de angiostatina, ya que

se desconocen los efectos de ésta sobre el fenotipo endotelial activado.
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111. HIPOTESIS

Ya que la activacion del endotelio por TNF modula negativamente la
expresion de la subunidad  del complejo F; de la ATP sintasa que actla
como receptor de la angiostatina, esperamos un efecto similar sobre las

demas subunidades del complejo.

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios de expresion del complejo F; de la ATP sintasa en
la superficie de las células endoteliales de cordén umbilical humanas al ser

tratadas con TNF-a.

A. Objetivo Particular

% Generar anticuerpos monoclonales contra la subunidad B y las demas
subunidades del complejo F; de la ATP sintasa, como herramientas para su
identificacion en la membrana endotelial.

a. Posibles aplicaciones de los anticuerpos a generar

% Analizar la presencia de las subunidades del complejo F; de la ATP
sintasa antes y después del tratamiento con TNF-o para determinar su

respuesta y los niveles de expresion de éstas a lo largo del tiempo.
% Evaluar el efecto de inhibidores de la transcripcion y traduccion sobre

la expresion de la subunidad beta de la F;Fy ATP sintasa en respuesta al
TNF.
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% Analizar la cantidad y funcién de la F{Fy ATP sintasa como receptor

de angiostatina en células HUVECs en respuesta al estimulo con TNF,
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V. METODOLOGIA

A. Cultivo de células endoteliales

La obtencion de células endoteliales de la vena del cordon umbilical
humano (HUVECS), se basé en la metodologia empleada por Jaffe descrita
en 1973. Los cordones umbilicales utilizados fueron obtenidos del
Hospital de Gineco-Obstetricia “Dr. Luis Castelazo Ayala” del IMSS bajo
un protocolo de investigacion previamente aprobado por el comité de ética
e investigacion de ese centro de salud. Los cordones colectados se
mantuvieron y transportaron en PBS estéril. Los cordones fueron
procesados realizando una digestion enzimatica en la vena umbilical
durante 15 min a 37°C con colagenasa tipo 1V al 0.02% disuelta en una
solucidn salina isotonica HEPES 1%. La solucion resultante se colecto y
centrifugo a 2000 rpm durante 10 min. El botdn obtenido se resuspendio en
medio de cultivo M-199 suplementado con 10% de SFB y antibio6tico con
antimicotico (GIBCO ™). Las células resuspendidas fueron sembradas en
cajas petri nuevas y estériles de 100 x 20 mm (NUNC). Despues de un dia
de incubacion a 37°C en atmdsfera hiumeda con CO, al 5%, las células
adheridas se lavaron de 2 a 3 veces con PBS suplementado con 3 mM de
CaCl, y 5 mM de MgCl, (PBS-Ca?*Mg**) para eliminar los eritrocitos y se
cambia el medio nuevamente. Los lavados seguidos de cambio de medio

completo se repitieron hasta llegar a un cultivo semiconfluente (>80%).

B. Inmunoensayo tipo “western blot”.

Se utilizé extracto mitocondrial de corazon de bovino obtenido con el
procedimiento empleado en el articulo Tuena de Gémez-Puyou y Gomez-

Puyou, 1977, a una concentracion de 5.6 ug/ul, cuantificado mediante el
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reactivo de Bradford. A los extractos de proteina total se les adiciono
amortiguador laemmli de cargado, después las muestras fueron calentadas
durante 5 min.

Los extractos se corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida de
entre 10% y 12% (SDS-PAGE) con un gel concentrador al 4%, y se
corrieron a 80 V hasta que se observd la salida del frente
(aproximadamente 2 h). Las proteinas de los geles se transfirieron
empleando un amortiguador de transferencia (ver tabla apéndice 1), a una
membrana de PVDF (Membrana de transferencia Immobilon, tamafio de
poro 0.45 um, Millipore) toda la noche.

Posteriormente, se retiré la membrana de la camara de transferencia y se
bloqued con leche descremada en polvo (Svelty, Nestlé) preparada al 10%
en PBS/Tween 0.1% entre 1-2 h. Se emplearon como anticuerpos primarios
antisueros de raton y sobrenadantes de las clonas generadas que se
mencionaran mas adelante a diferentes diluciones en PBS/Tween 0.1%
con albumina al 1.5 - 3%.

Posteriormente, se lavaron las membranas con PBS-Tween 0.1%, dos
lavados de 10 min y tres de 5 min. Después se trataron durante 50 min con
anticuerpos secundarios anti-conejo o anti-raton a una dilucion 1:10,000
en TBS/Tween con albumina al 1%. Este es un anticuerpo de cabra que
reconoce a IgG de raton o conejo segun el caso, acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP). La quimioluminiscencia se obtuvo al incubar las
membranas con solucion reveladora (SuperSignal West Pico
Chemilumininescent Substrate de PIERCE). Las bandas se visualizaron

con peliculas de radiografia (Kodak MXB).
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C. Citometria de flujo

Para el ensayo de citometria, células HUVECs se cultivaron en medio de
cultivo M-199 a una confluencia entre 80 y 90% en placas de cultivo
Corning Inc. COSTAR de 24 pozos. Se estudiaron ceélulas sin y con
estimulo, las células estimuladas se preincubaron durante 3 h con 10 ng/ml
de TNF-a; al término de este tiempo se aspird el medio y se lavaron dos
veces con PBS- Ca’* Mg®* a 0.1 g/L para eliminar medio de cultivo.
Después se les incub6 por 30 min a 4°C en agitacion, con 500 ul/pozo de
antisueros generados en conejo contra la subunidad beta y la proteina
inhibidora del complejo F,F, de la ATP sintasa, diluidos en PBS- Cca**
Mg* con 2.5% de BSA (Sigma/Aldrich, libre de &cidos grasos) a una
dilucion 1:100. Después las células se lavaron nuevamente.

Al término de los lavados, las células se incubaron durante 30 min en la
oscuridad a 4°C con una solucién de PBS- Ca** + Mg** con 2.5% de BSA
y anticuerpo secundario acoplado de isotiocianato de fluoresceina (anti-1gG
de raton-FITC Invitrogen®) a una dilucién 1:100 para los sobrenadantes de
los hibridomas o una solucion de anticuerpo secundario acoplado a
ficoeritrina (anti-lgG de conejo-PE Invitrogen®) a una dilucion de 1:100
para los antisueros. En un volumen total de 500 ul/pozo. Todo el
procedimiento se realiz6 a 4°C.

Después de los 30 min se aspirdé nuevamente la solucion y se realizaron 2
lavados. Después las células se incubaron en PBS EDTA 5mM durante 15-
20 min o hasta que las células se despegaron de la placa por completo
verificAndose por el microscopio. Las células se recolectaron en tubos
FALCON de poliestireno de 12 x 75 mm para citometria. Las muestras se
leyeron en un citdmetro FACSCalibur (BECTON DICKINSON Co).
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D. Inmunoensayo tipo ELISA.

Se sensibilizo la placa de poliestireno de 96 pozos con un volumen de 100
ul/pozo de una solucion ya sea con FiFy ATP sintasa purificada o con
subunidad 3 de T. thermophilus, diluida en una solucion amortiguadora de
carbonatos a pH 9.6 a una concentracion de 1.6 y 5 ug/ml respectivamente.
Las placas se incubaron toda la noche a 4°C.

Después, se elimind la solucion vertiendo el contenido de los pozos y se
secO el exceso. La placa se lavd 3 veces con 200 ul/pozo con la solucion
salina de fosfatos y Tween,, (amortiguador de lavado), cada lavado durd 5
min. Una vez lavada la placa se agregaron 200 ul/pozo de solucién de
bloqueo (leche al 5% en PBS-Tweeny), durante 30 min a temperatura
ambiente (TA). Al término del tiempo, se volvi6 a lavar la placa bajo las
condiciones antes ya mencionadas. Después, se hicieron las diluciones
respectivas para antisueros de raton y sobrenadantes de las clonas
obtenidas. A cada pozo se le agreg6 un volumen de 100 ul de una solucion
de antisuero o sobrenadante se diluido 1:1000 en PBS-Tweeny, Y se incubd
durante 2 ha TA.

Al finalizar el tiempo de incubacion la placa se lavé y se colocaron 100 pl
por pozo del conjugado anti-IgG de raton-peroxidasa a una dilucion 1:2000
en PBS-tweeny,. La placa se incub6 por 2 h a TA. La placa se lavo
nuevamente y se dejo incubando con 100ul/pozo de solucion de
cromdgeno/sustrato (orto-fenilendiamina, acido citrico 0.1M vy citrato de
sodio 0.1M, H,0, al 30%) en oscuridad durante 30 min. Después de este
tiempo la reaccion se detuvo afiadiendo 100 ul por pozo de acido sulfdrico

2N. La absorbancia de la placa se leyo en el lector de ELISA a 490 nm.
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E. Generacién de anticuerpos monoclonales.

Se tomaron 3 ratones de la cepa BALB/c a los cuales se les inyectd por via
peritoneal con una solucion de coadyuvante de Freund y 30 ug del
complejo Fi;F, ATPsintasa purificado por ratdn por semana en tres
ocasiones.

Después de una semana de la Gltima inmunizacion se realizé un ELISA
usando F;Fy ATPsintasa purificada como antigeno, para determinar cual de
los ratones utilizados tuvo el titulo mas alto en respuesta al complejo
purificado. Al raton con mejor respuesta se le suministrd un refuerzo o
“booster” de amplificacion de 15 pg del complejo FiF, ATPsintasa por via
intra-caudal. Después de una semana del refuerzo se sacrifico el raton, se le
extrajo el bazo y por perfusion se extrajeron sus esplenocitos. Con
polietilenglicol se indujo la fusion de los esplenocitos con la linea celular
AG-8 de mieloma de raton en una proporcion de 10:1, respectivamente.

Las células AG-8 tienen una deficiencia en el gen que codifica para la
enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa  (HGPRT), al
fusionarse con los esplenocitos se reestablece la sintesis de la HGPRT lo
que permite la seleccion de los hibridomas (Correa, et al. 2000).

Los hibridomas estables son expandidos en un medio selectivo denominado
HAT por sus componentes (hipoxantina, aminopterina y timidina) y soélo
aquellas células fusionadas que recobran la sintesis de la HGPRT pueden
sobrevivir en este medio (Correa, et al. 2000). Los linfocitos no
funcionados no son capaces de reproducirse en cultivo debido a la ausencia
de los factores celulares solubles e insolubles que se requieren para
proliferar (Correa, et al. 2000). Despueés, durante el proceso de clonacion y
expansion, se traté de mantener en cada pozo una proporcion aproximada
de 1 célula/pozo. Los hibridomas con respuesta positiva al antigeno fueron

seleccionados por inmunoensayos tipo western y ELISA.
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V1. RESULTADOS

A. Caracterizacion de sueros policlonales de conejo contra
subunidades purificadas del complejo F;F, de la ATP sintasa de

extracto mitocondrial de corazén de bovino

La deteccion de varias subunidades del complejo F,F, de la ATP sintasa
sobre la superficie tanto de células tumorales como endoteliales se ha
basado en el empleo de anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos
contra las diferentes subunidades del complejo. El uso de estas
herramientas ha permitido la identificacion de las subunidades o, 3,y e IP
(Moser, et al. 1999; Arakaki et al. 2003). Dado que el Unico anticuerpo
monoclonal disponible comercialmente esta dirigido contra la subunidad o
(Moser, et al. 1999), iniciamos por probar la utilidad de antisueros de
conejo contra diferentes subunidades del complejo FiF, proporcionados
por la Dra. Marietta Tuena (IFC. UNAM) y generados en su laboratorio.
Estos antisueros nos permitirian analizar la presencia de las diferentes

subunidades en la superficie de las células endoteliales.

Con el proposito de purificar el complejo FiF, de la ATP sintasa para la
generacion de anticuerpos contra las subunidades a, B, v, 8, &, OSCP e IP
de Fy, y las subunidades a y b de F,, se tomaron muestras enriquecidas con
los dominios F; y Fo de la ATP sintasa obtenidas a partir de extracto
mitocondrial de corazon de bovino (Tuena de Gomez-Puyou y Gomez-
Puyou, 1977). Estas muestras se separaron en una electroforesis en gel de
acrilamida al 10% (Gel Von Jagow, Schégger y von Jagow, 1991).
Después, una vez separadas las bandas de acuerdo a sus pesos moleculares,
cada banda fue eluida, y corrida nuevamente tres veces, para tratar de

obtener bandas correspondientes a cada subunidad, con un grado de pureza
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confiable. Estas bandas se recortaron e inyectaron directamente en los
conejos, de tal manera que generaran anticuerpos policlonales contra cada
una de las subunidades del complejo F;. El gel de la banda sirvié como
coadyuvante durante la inmunizacion de los conejos. A partir de estos

conejos se obtuvieron los sueros con los que se trabajo en parte de este

proyecto.
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Figura 6. Separacion de las subunidades del complejo F; de la ATP sintasa a partir de
un extracto mitocondrial de corazon de bovino. Las proteinas se separaron en un gel de
acrilamida al 10% segun la técnica de Von Jagow. Después del corrimiento
electroforético el gel se tifid con azul de coomassie. La columna de la izquierda se
indica la posicién de cada una de las subunidades identificadas con letras griegas (o-¢)
ademas de la proteina inhibidora (IP) y sus respectivos pesos moleculares (KDa).

a) Patron de bandeo de los extractos mitocondriales de corazon de

bovino

Ya que las proteinas de extractos mitocondriales de corazon de bovino nos
servirian para valorar los diferentes antisueros a lo largo de esta tesis,
decidimos analizar su patron de bandeo en geles de acrilamida. Después de
determinar la concentracion de proteina por el método de Bradford, se
realizaron corrimientos electroforéticos con cantidades crecientes de

proteinas. Los geles resultantes fueron tefiidos con coomassie (Fig. 7A) o
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con plata (Fig. 7B). El resultado obtenido mostré un patron de bandeo bien
definido que corresponde a los patrones reportados previamente en la
literatura para la proteina, indicando que no se encontraba degradado. Fue
necesario realizar esta prueba debido a que en un principio no se obtenia
ningun resultado en los inmunoensayos tipo “western blot” empleando los
antisueros de conejo. Este resultado ratifico que la preparacion
mitocondrial se encontraba en buen estado y pudo seguirse empleando a lo

largo de este trabajo dentro de un rango de 10 a 20 pg de proteina por

carril.
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Figura 7. Patron de bandeo del extracto mitocondrial de corazon de bovino empleados
para probar los anticuerpos contra las subunidades del complejo FiFode la ATP sintasa.
Las proteinas se separaron por electroforesis en dos geles de acrilamida al 10% tefiidos
con azul de coomassie (A) en plata (B) respectivamente. Se utilizO extracto
mitocondrial a concentraciones crecientes (1ug, 2ug, 4ug, 6ug, 8ug). EIl primer carril
corresponde a los marcadores de peso molecular.
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b) Tamizaje de los antisueros de conejo generados contra las
subunidades de la F1FO0

Si bien nuestro proposito original consistia en aplicar los antisueros para
identificar a las diferentes subunidades del complejo F;F, en la superficie
de células endoteliales, comenzamos por evaluar el patron de bandeo que
generaban estos antisueros en extractos mitocondriales de corazon de
bovino. La figura 8 muestra que la mayoria de los antisueros utilizados
genera patrones de bandeo complejos, con varias bandas y diferentes entre
si. Los antisueros contra las subunidades a, B3, v, e IP reconocen bandas que
podrian corresponder a las subunidades contra las que fueron generadas
(recuadros dentro de la figura 8). Algunos antisueros generaron una
reaccion positiva tenue en la posicion esperada, como fue el caso de los
antisueros contra las subunidades 3, OSCP y b. Otros antisueros mostraron
una alta inespecificidad en el reconocimiento de las subunidades contra las
que fueron generados, presentando gran cantidad de bandas inespecificas
sin que pudiera reconocerse las subunidades contra los que fueron

generados (IP y g).

c) Tamizaje de los antisueros de conejo generados contra las
subunidades de la F1F0 en células L929

Tomando en cuenta la inespecificidad en los inmunoensayos contra
extracto mitocondrial, se penso en emplear los antisueros contra un extracto
total celular de la linea L929 (fibroblastos de ratdn). Esto se realizé con el
proposito de evaluar si ademas del reconocimiento inespecifico contra el

extracto mitocondrial los antisueros reconocian proteinas no mitocondriales
(Fig. 9).
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Figura 8. Inmunoensayo tipo “western blot” contra subunidades del complejo F;Fy ATP
sintasa en extracto mitocondrial de coraz6n de bovino. Los inmunoensayos tipo
“western” se realizaron contra cada una de las subunidades a, B, y, 6, IP, OSCP, b,
¢ (indicadas en la parte inferior de cada carril). El anticuerpo IP* corresponde al que
fue utilizado en la figura 5 (Cortés et al. 2005). Se utilizaron las mismas condiciones de
separacion descritas en la figura 8. Se utilizaron 20 ug de extracto mitocondrial de
corazén de bovino por carril. Los recuadros indican la posicion de las subunidades
correspondientes a cada suero utilizado.

Los patrones de bandeo obtenidos nos permiten dividir a los antisueros en 2
grupos, uno de mayor y otro de menor especificidad. Los antisueros anti o,
y B podrian reconocer dichas subunidades ya que presentan bandas en
lugares cercanos a los esperados, y presentan un patron de bandeo similar
al obtenido contra el extracto mitocondrial (Fig. 8 carriles 1y 2). En el caso
de los demas antisueros, se reconocen bandas distintas a las obtenidas
contra extracto mitocondrial. En estos casos (antisueros vy, 6, IP, OSCP, by
€), aparecen nuevas bandas y otras desaparecen. Con todo esto se confirmé
que los antisueros empleados a la misma diluciéon presentan diferentes
grados de especificidad por el antigeno esperado. Entonces se decidid
trabajar solo con los antisueros o, y y, ya que, ademas de generar
patrones de bandeo mas restringidos, reconocen una banda en la posicién

esperada (Fig. 8).
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Figura 9. Inmunoensayo tipo “western blot” contra subunidades del complejo F;Fy ATP
sintasa en células L929. Los inmunoensayos tipo “western blot” se realizaron contra
cada una de las subunidades a, B, v, 8, IP, OSCP, b, ¢ (indicadas en la parte inferior de
cada carril). Los sueros se utilizaron a una dilucion 1:800 en albumina al 1.5%. El
corrimiento electroforético se realiz6 en un gel de acrilamida al 10%. Se utilizaron 40
ug de extracto total de células L929 por carril. La imagen corresponde a una pelicula
velada por la sefial quimioluminiscente generada por un anticuerpo secundario acoplado
a peroxidasa. En la columna izquierda se indica la posicion de los marcadores de peso
molecular (KDa). Los recuadros indican la posible posicion de las subunidades
correspondientes a cada suero utilizado.

d) Modificacion en las condiciones usadas de los antisueros con un

posible reconocimiento de la subunidad

Debido a la alta inespecificidad que mostraron la mayoria de los antisueros
generados contra subunidades especificas de la FiF; ATP sintasa, se
decidio modificar las diluciones utilizadas de los antisueros contra las
subunidades o, By y (Fig.8), con el propoésito de disminuir la cantidad de
anticuerpos contra las bandas inespecificas y retener la sefial de los
anticuerpos especificos de alta afinidad, en caso de que aln se encontraran
en estas preparaciones. El patron de bandeo del antisuero (3, mostro el
reconocimiento de tres bandas definidas una de las cuales corresponde a la
posicion esperada para esta subunidad. Las otras dos bandas de acuerdo a

su peso podrian corresponder a otras subunidades del mismo complejo
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como la subunidad vy y la subunidad OSCP, respectivamente (Fig. 10A). El
antisuero contra la subunidad o reconoce dos bandas, la primera
corresponde a la probable posicion esperada para dicha subunidad. La
posicion de la segunda banda no corresponde con las posibles posiciones de
ninguna de las subunidades del complejo (Fig. 10 A), por lo que se le
siguio considerando como una banda inespecifica. También se empleé el
antisuero vy, que reconocié bandas que podrian corresponder a otras
subunidades del complejo. El antisuero y reconoce 6 bandas, una banda
concuerda con la posicién esperada para la subunidad vy, también de
acuerdo a su posicién reconoceria a la subunidad OSCP y a las subunidades
a Y B. Por su posicion, las demas bandas de se consideraron inespecificas
(Fig. 9A).

B)
KD KD
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325 —» 325 —»
25 —» 25 —p
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Figura 10. Inmunoensayo tipo “western blot” contra las subunidades o, By y del
complejo F; de la ATP sintasa después de 1 minuto (A) o 30 segundos (B) de
exposicion. Los sueros se utilizaron a diferentes diluciones: anti-o a 1:1600, anti- a
1:1600 y anti-y a 1:1600 en albdmina al 1.5%, con un bloqueo previo de la membrana
de PVDF con leche al 5%. Las proteinas se separaron en un gel de acrilamida al 10%.
Se utilizaron 20 nug de extracto mitocondrial de corazén de bovino por carril. Los
recuadros indican la posicion de las subunidades correspondientes a cada suero utilizado

Los resultados mostraron que la intensidad de las posibles bandas
especificas se mantuvo, mientras que la dilucion al doble de los antisueros

usados redujo la cantidad y la intensidad de las bandas inespecificas. Se
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emplearon diluciones progresivas hasta la obtencion de una relacion ptima

para la subunidad (3, que correspondié a 1:3200 (Fig. 10).

e) Optimizacion de las condiciones de bloqueo de los inmunoensayos

contra las subunidades By y.

Habiendo encontrado una dilucion optima para el antisuero 8, se busco la
eliminacion de las bandas inespecificas restantes, modificando la cantidad
de extracto mitocondrial utilizado, asi como el tipo y la concentracién de
bloqueadores (leche 10% y albumina 3%). Los antisueros se mantuvieron a
la dilucion optima de 1:3200. En la figura 11, los paneles A y B muestran
la misma membrana revelada a dos tiempos de exposicion. En ambos

paneles se muestran dos carriles, uno contra la subunidad B y la otra

subunidad y. Con el antisuero 3, se obtuvo una banda que corresponde a la

posicion esperada para la subunidad 3 del complejo F;F, de la ATP sintasa.
B)
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Figura 11. Inmunoensayo tipo “western blot” contra las subunidades By y del complejo
F1 de la ATP sintasa a A) 1 minuto, B) 30 segundos, variando las condiciones de
bloqueo y diluciones de los anticuerpos. Los sueros se utilizaron a las diluciones:
1:3200 para anti-B y 1:1600 para anti-y, en albumina al 3%. La membrana se bloque6
previamente con leche al 10%, el doble de lo empleado en los inmunoensayos tipo
“western” anteriores. En cada carril se cargaron 10ug de proteina de extracto
mitocondrial de corazon de bovino.
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Esto indica que al modificar las condiciones antes mencionadas, se
lograron eliminar las sefiales correspondientes a las bandas inespecificas.
Este resultado es importante ya que nos alentd a seguir utilizando dicho
antisuero en experimentos posteriores.

En el caso de los antisueros contra y se identificaron tres bandas de las
cuales so6lo una corresponde a la posicion esperada para dicha subunidad,
por lo que se decidio ya no emplear mas este antisuero. Este resultado nos

dio confianza para seguir empleando el antisuero p.

f) Ensayos de citometria de flujo empleando el antisuero contra la

subunidad beta.

Con el proposito de medir la modulacion en la superficie de células
endoteliales de la subunidad B del complejo F;F, de la ATP sintasa en
respuesta a TNF (Cortés et al. 2005), se opt6 por el uso de citometria de
flujo.

Una vez definidas las condiciones oOptimas del antisuero [ en
inmunoensayos tipo “western blot”, se trato de estandarizar las condiciones
Optimas del antisuero para citometria. Con tal motivo, se repitieron varias
veces las mediciones reportadas en el articulo Cortés et al. 2005 que fue
nuestro antecedente inmediato para la subunidad (3 (Fig. 12).

En los ensayos se utilizaron células endoteliales de cordon umbilical
humano (HUVECS) y células endoteliales de microvasculatura (HMEC-1)
(Fig. 12). En HUVECs se obtuvo 63 por ciento mas de intensidad de
fluorescencia promedio (%IFP) que el control, al ser co-incubadas con
suero de conejo preinmunizado. Al ser co-incubadas con antisuero 3, se
incrementd 5 veces el porcentaje de IFP con respecto al control. Al ser pre-

estimuladas durante 3 h con TNF la sefial fluorescente generada por el
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antisuero B se incremento 36 por ciento mas que el control. Sin embargo,
en células HMEC-1 no se obtuvieron datos que indicaran diferencias entre
las diferentes condiciones en los ensayos.

Segun los resultados obtenidos, las células HUVECs presentaron un
comportamiento similar a los resultados presentados en el articulo Cortés et
al. 2005. Con esto, consideramos haber logrado estandarizar las
condiciones en los ensayos de citometria.

Sin embargo, estos ensayos requirieron de cantidades considerables del
antisuero 3, lo que condujo a utilizar la totalidad de la alicuota con la que

contabamos.
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Figura 12. Valoracion de la expresion de la subunidad B por citometria de flujo en
células HUVEC y HMEC-1. Histograma normalizado de la intensidad de fluorescencia
indirecta acoplada a los anticuerpos policlonales contra la subunidad B en células
HUVECs o de la linea celular HMEC-1. “anti conejo”: células incubadas solo con
anticuerpo secundario; “pre-beta”: células preincubadas con suero de conejo pre-
inmunizado; “beta”: células incubadas con anticuerpos policlonales contra la subunidad
beta; “TNF + beta”: células pre estimuladas con TNF (10 ng/ml) por 3 h e incubadas
con anticuerpos policlonales contra la subunidad beta. Los datos representan el
porcentaje de intensidad de fluorescencia promedio (% de IFP) de dos experimentos
independientes n=2. La dilucion del antisuero beta fue 1:100.

El conejo al que se le habia inmunizado con la subunidad $ murié durante
el proceso de optimizacion del inmunoensayo. Por lo que no se lograron

obtener mas muestras frescas del antisuero. Por lo tanto, se recurrio al uso
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de alicuotas almacenadas del antisuero, obtenidas anteriormente. Sin
embargo, con estas alicuotas no se obtuvo una buena sefial y no se pudieron

reproducir los resultados que se habian obtenido hasta ese momento.

B. Generacién de anticuerpos monoclonales

Por los motivos antes mencionados, nos quedamos sin antisueros Utiles por
lo que decidimos generar nuevos anticuerpos capaces de reconocer
especificamente las diferentes subunidades del complejo FiFq de la ATP
sintasa. Dada la inexistencia de anticuerpos comerciales contra las
subunidades del complejo, se vio la posibilidad de generar nuestros propios
anticuerpos monoclonales, lo que facilitaria no solo la obtencion de
cantidades ilimitadas de anticuerpos, sino también la posibilidad de
identificar en la superficie de las células endoteliales la probable presencia

de las demaés subunidades del complejo no identificadas hasta el momento.

a) Seleccion del raton inmunizado contra el complejo FiF, por
afinidad.

Con el proposito de obtener anticuerpos monoclonales contra cada una de
las subunidades del complejo F;F, de la ATP sintasa, se inmunizaron 3
ratones con el complejo purificado. Los animales fueron inmunizados con
una preparacion de FiF, de la ATP sintasa semejante a la obtenida del
extracto mitocondrial. Después de un mes de la inmunizacion se obtuvo
suero de cada uno de los animales y por la técnica de ELISA se determino
su densidad optica (D.O.), para saber cual raton presentaba el titulo mas
alto en respuesta al complejo FiF, (Fig.13 y 14). El suero del raton
denominado ndmero 1 mostro la D.O. méas baja en todas sus diluciones en

relacion a los ratones 2 y 3 (Fig.14). El suero del raton nidmero 2 mostro la
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D.O. mas alta en relacion a los ratones 1 y 3. Al aumentar la dilucion de
éste suero la D.O. disminuyé con una pendiente muy pronunciada (Fig. 14).
El suero del raton ndmero 3 mostrd una D.O. similar a la del ratén 2. Al
incrementar la dilucion de este antisuero la D.O. disminuyé con una
pendiente menos pronunciada que el suero del ratdén 2 (Fig. 14). Con base
en los valores de D.O. de los tres ratones se determind un valor medio del
rango de lectura (vmrl), como referencia para determinar los valores a
considerarse como un titulo adecuado. El suero del ratén numero 1 tuvo
una D.O. inferior al vmrl por lo que fue descartado, ya que consideramos
que la respuesta inmune de éste ratdn generd anticuerpos con poca
afinidad por el complejo F;Fy de la ATP sintasa. Los ratones 2 y 3
mostraron una D.O. mayor al vmrl, interpretamos que este resultado indica

la presencia de anticuerpos con una mayor afinidad por el complejo F;F, de

la ATP sintasa, por esto se decidié extraer los bazos de estos ratones.
R 1 2 3
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Figura 13. Imagen representativa de la valoracion por ELISA de los titulos de
anticuerpos contra F1Fq en los sueros de tres ratones inmunizados con el complejo F;Fo
ATPsintasa. En todos los pozos se depositaron 0.16 ug de proteina (1.6 ug/ml). La
columna de la izquierda indica las diluciones de cada suero. Los nimeros corresponden
a cada ratén inmunizado (3 ratones) con diluciones progresivas. Usandose como control
negativo RPMI con SFB 15% (R).
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Figura 14. Valoracion por ELISA del titulo de los sueros de 3 ratones en respuesta al
antigeno F1Fo de la ATPsintasa. Valores de densidad Optica determinados por ELISA
para el raton denominado namero 1 (rombos), el raton nimero 2 (cuadros) y el raton 3
(tridngulos), la linea discontinua cercana a la D.O. de 1.5 corresponde al valor medio del
rango de lectura (vmrl).

b) Fusién y seleccidn de hibridomas

Con base al titulo més alto obtenido, se realiz6 la fusion de esplenocitos del
raton inmunizado namero 2 con células de mieloma de raton AG8 para la
obtencion de los anticuerpos monoclonales. Sin embargo, debido a
complicaciones técnicas (el incubador se quedo sin CO,), se perdieron los
hibridomas y no se obtuvieron clonas.

Por lo anterior, se realizo una segunda fusion utilizando células del raton 3
(Fig. 14). Los hibridomas positivos obtenidos con el medio de seleccién
HAT fueron expandidos, en la fig. 15 se muestra el crecimiento de
colonias. Para identificar las clonas que reconocieran a la subunidad beta,
se utilizd la subunidad beta de T. termophilus (50KDa) purificada,
proporcionada por el laboratorio de la Dra. Marietta Tuena. El alineamiento

de las secuencias de la subunidad 3 del complejo F; de la ATP sintasa de
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mitocondria de bovino (Bos Taurus) con la de la ATP sintasa tipo V, de
Thermus thermophilus, presenta un valor E de 2 x 10 segin el
alineamiento realizado en el programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool Icl|28052 (322 letters)). Este valor indica una alta similitud
entre las secuencias a nivel proteico para dicha subunidad, sugiriendo un
buen grado de reaccidn cruzada entre ambas subunidades.

También, se realizd un corrimiento electroforético tefiido en plata con
concentraciones crecientes de la subunidad beta purificada, para determinar
la posicion aproximada de su banda (Fig. 16).

Las clonas obtenidas por la expansion celular se seleccionaron a su vez por
la técnica de ELISA empleando a la subunidad beta de T. termophilus
purificada como antigeno positivo (Fig. 16). Las clonas que dieron una
sefial positiva al antigeno por ELISA (Fig. 17), a su vez se probaron por

inmunoensayo tipo western blot contra extracto mitocondrial de corazon de

bovino como segundo control positivo.
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Figura 15. Hibridomas obtenidos 48 h después de la fusion entre células AG8 y
esplenocitos del ratdn No 3. Micrografia con el microscopio 6ptico de contraste de fases
a 100x.
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Figura 16. Patron de bandeo de la subunidad beta de T. thermophilus purificada
empleada para tamizar los sobrenadantes contra la subunidad beta del complejo F; de la
ATP sintasa de bovino. Las proteinas se separaron por medio de una electroforesis en
un gel de acrilamida al 12% tefiido en plata. Se adicionaron concentraciones crecientes
(2ug, 4ng, 6ug, 8ug, 10ug) de la proteina beta de T. thermophilus purificada. El primer
carril corresponde a los marcadores de peso molecular. La flecha indica la posicion de
la subunidad beta. ElI nimero de la izquierda sefiala el peso molecular en KDa de los
marcadores.

Figura 17. Tamizaje por ELISA de los sobrenadantes de hibridomas empleando como
antigeno positivo a la subunidad beta de la bacteria termofilica Thermus termophilus (5
ug/ml de antigeno). Los pozos oscuros indican una respuesta positiva. Dilucion de los
sobrenadantes 1:1000.

De las distintas clonas obtenidas, se distinguieron por ELISA aquellas con
mejor reconocimiento del antigeno. De ahi se seleccionaron las subclonas
2D6/A1, 2D6/A2, 2D6/H12, 2C6/F2 (Fig.18). El sobrenadante de la clona

2D6/A1 presentd una banda tenue en el lugar esperado para la subunidad
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o del complejo F;F, de la ATP sintasa. En la posicidén esperada para la
subunidad B, se presenté una doble banda. La intensidad con la cual este
sobrenadante reconocio al antigeno, fue tenue y poco definida con respecto
a los demas sobrenadantes. El sobrenadante de la clona 2D6/A2 reconoci6
una banda tenue pero bien definida en la posicion esperada para la
subunidad B (Fig. 18). Con el sobrenadante de la clona 2D6/H12 se obtuvo
una banda inespecifica. ElI sobrenadante 2C6/F2 presentd un patron de
bandeo similar al obtenido por el sobrenadante 2D6/A2, pero con una sefial

menos intensa.

La mayoria de las clonas con una sefial positiva por ELISA, dieron también
una sefial positiva por inmunoensayo. Sin embargo, como Se puede
observar en la figura 18, aln se obtenian bandas inespecificas, por lo tanto

se prosigui6 con el proceso de expansion y seleccion de clonas.

KDa 2D6/A1 2D6/A2 2D6/H12 26C/F2
75 g

50

Figura 18. Inmunoensayo tipo “western blot” contra extracto mitocondrial empleando
sobrenadantes de las colonias los pozos de hibridomas positivos 2D6/Al, 2D6/A2,
2D6/H12, 2C6/F2 como los que se ilustran en la figura 15. Los sobrenadantes se
utilizaron a una dilucion 1:1000. En cada carril se cargaron 15 ug de proteina de
extracto mitocondrial de corazén de bovino. Las proteinas se separaron en un gel de
acrilamida al 12%. La columna izquierda corresponde a los marcadores de peso
molecular en KDa.
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Uno de los objetivos que se tenian con los anticuerpos monoclonales era su
empleo en ensayos de citometria. Por lo que se determind si los anticuerpos
también podrian ser utilizados en ensayos de citometria.

Células HUVECs incubadas con antisueros diferentes a los empleados en la
fig. 12, presentaron un porcentaje de IFP por debajo del control panel A
(fig. 19), indicando poco reconocimiento por parte de los antisueros. El
suero de raton inmunizado contra el complejo FiFq de la ATP sintasa dio
un porcentaje de intensidad de fluorescencia promedio casi 3 veces

superior al control panel B (fig. 19).
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Figura 19. Paneles comparativos entre los sobrenadantes de subclonas de hibridomas y
los sueros de ratones inmunizados en células HUVECs. A) Sefial fluorescente generada
con anticuerpos de conejo contra la subunidad § (Beta) o proteina inhibidora (IP).
Como control se afiadio anticuerpo secundario anti- IgG de conejo (Anti-conejo) o suero
preinmune (Pre-beta). B) Sefial fluorescente generada con sobrenadantes de las
subclonas (Al, A2, H12 y 2C6) generadas contra la subunidad beta de T. thermophilus,
como control se afiadio anticuerpo secundario anti-1gG de raton (Anti-raton) o suero de
raton inmunizado contra el complejo F;Fo ATP sintasa (ATPasa). La dilucién tanto de
sueros como sobrenadantes fue a 1:100. En todos los casos las HUVECs no recibieron

ningun estimulo.

B Anti-conejo
O Anti-ratén

Los sobrenadantes Al, A2 y H12 cuyo patron de bandeo se muestra en la
figura 18, dieron un porcentaje de IFP 1.5 veces mayor que el control
panel B (fig. 19). El sobrenadante 2C6 dio un porcentaje de IFP apenas 6

% superior al control. Los sobrenandantes Al, A2 y H12 tuvieron
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reconocimientos posiblemente del complejo sobre la superficie celular. Por
lo que, solo las clonas de estos sobrenadantes se siguieron seleccionando y
expandiendo. Como resultado del proceso de seleccion de clonas, se
obtuvieron los sobrenadantes de las clonas 1F1, 2H12, 2D6/A2, 2A/2 (Fig.
20). Los sobrenadantes 2H12, 2D6/A2 y 2A/2 mostraron un patron de
bandeo similar entre ellos. Estos sobrenadantes permitieron visualizar una
banda que corresponde a la posicion esperada para la subunidad B. Sin
embargo, también se generaron bandas inespecificas de mayor intensidad
(Fig. 20).

1F1  2H12 1/ 2A/  Suero
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Figura 20. Inmunoensayo tipo “western blot” de extractos totales de mitocondria con
sobrenadantes de los hibridomas, 1F1, 2H12, 1/A2, 2A/2 (subclonas de las colonias de
la figura 17), y suero de ratdén inmunizado contra el complejo F1Fo ATP sintasa. A) Los
sobrenadantes se utilizaron a una dilucion 1: 500, en el altimo carril el suero de raton se
utilizé a una dilucion 1:1000. En cada carril se cargaron 15 pg de proteina de extracto
mitocondrial de corazon de bovino y se corrieron en un gel de acrilamida al 12%. El
recuadro indica la posible posicion segun su peso, de la subunidad beta del complejo
FiFo de la ATP sintasa. B) Carril 1F1 del mismo inmunoensayo con 5 min de

sobreexposicion.
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El sobrenadante de la clona 1F1, gener6 una banda en la posicién esperada
para la subunidad f (Fig. 20). Este sobrenadante gener6 menos bandas
inespecificas que los demas sobrenadantes. El suero del raton 3 inmunizado
contra el complejo F,Fy ATP sintasa se utiliz6 sélo con fines comparativos.
Este identificd una banda muy tenue a la misma altura de los demas carriles
que podria corresponder a la subunidad B (Fig. 20). Este resultado fue
importante ya que en el caso de la clona 1F1, se logrd la eliminacion de
varias bandas inespecificas, lo que permitiria la obtencion de la subclona

especifica para la subunidad 3 en pocos pasos a partir de esta clona.

En el proceso de expansién de la clona 1F1 ocurrid una falla en el
abastecimiento eléctrico durante el fin de semana que afecté a la
incubadora donde se tenian las clonas expandidas. Esto provoco la pérdida
del lote de clonas obtenidos. Cabe destacar que durante cada expansion una
parte del lote era preservada, por lo que se recurrio a expandir el lote
guardado de la clona 1F1 que se tenia. Sin embargo, al intentar reproducir
los resultados obtenidos anteriormente, no se obtuvieron resultados
satisfactorios.

Se probo el sobrenadante de la clona 1F1 poco diluido por inmunoensayo
tipo “western blot” contra la subunidad 3 de T. thermophilus y extracto
mitocondrial de corazon de bovino. El sobrenadante 1F1 no reconocio
ninguna banda utilizando la subunidad 3 de T. thermophilus como antigeno
(Fig. 21). Contra extracto mitocondrial de corazén de bovino, se obtuvieron
dos bandas (77 y 37 KDa) que no correspondian a la posicion esperada para
la subunidad B (Fig.21). Por lo que se puede decir que con el sobrenadante
1F1 no se pudieron reproducir los resultados anteriores (Fig. 20). Por lo
tanto, se recurrio a la expansion de clonas alternativas que se tenian

también almacenadas.
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Figura 21. Inmunoensayo tipo “western blot” con el sobrenadante la subclona 1F1,
probando la subunidad beta de T. thermophilus purificada o extracto mitocondrial de
corazén de bovino. El sobrenadante de la clona 1F1 se empled a una dilucion 1:100.
En el carril A se cargaron 10 pg de subunidad beta de T. thermophilus purificada (), y
en los carriles B, C y D, se cargaron 15ug de extracto mitocondrial de corazén de
bovino (Mito’s). Las proteinas se separaron en un gel de acrilamida al 12%. Los
nameros de la izquierda corresponden a los marcadores de peso molecular en KDa. El
recuadro indica la posicion esperada de la subunidad beta del complejo F1Fo de la ATP
sintasa

Se expandieron las clonas 1/A2 y 2/H12 en las que ya se habian obtenido
patrones de bandeo que concordaban con las posiciones esperadas (Fig.
20). El sobrenadante obtenido de la clona 2/H12, mostré un patron de
bandeo similar al obtenido anteriormente, donde se observa una banda muy
tenue en la posiciébn esperada para la subunidad B (Fig.22). El
sobrenadante de la clona 1/A2 reconocié una banda relativamente mas
intensa que 2/H12 (Fig. 22). Con los resultados obtenidos, se opt6 por la
expansion y subclonacion de la clona 1/A2 ya que mostraba una sefial méas
intensa. Se realizaron paneles comparativos entre inmunoensayos tipo
“western blot” para determinar el lugar aproximado esperado de la
subunidad B (Fig.23). En el panel se muestra una banda en el lugar

esperado para la subunidad 3 del complejo F;F, de la ATP sintasa.

68



1/A2 2/H12

KDa
75

50

37

Figura 22. Inmunoensayo tipo “western blot” probando los sobrenadantes de las clonas
1/A2 (por duplicado) y 2/H12. Los sobrenadantes se emplearon a una dilucién 1:200.
En cada carril se cargaron 15 pg de extracto mitocondrial de corazén de bovino. Las
proteinas se separaron en un gel de acrilamida al 10%. Los nimeros de la izquierda
corresponden a los marcadores de peso molecular en KDa. En el recuadro se indica la
posicion de la subunidad beta del complejo F;1F de la ATP sintasa.

KDa KDa KDa

75 75 75

1/A2 1F1 2/H12

Figura 23. Cuadro comparativo de inmunoensayos tipo “western” de los sobrenadantes
de las clonas A2, 1F1 y 2/H12. En todos los casos se utilizd una dilucion 1:100. En
cada carril se cargaron 10 ug de extracto de mitocondrial de corazon de bovino. Las
proteinas se separaron en un gel de acrilamida al 12%. Los nimeros indican la posicién
de los marcadores de peso molecular. El recuadro indica la posible posicion segin su
peso, de la subunidad beta del complejo F;F, de la ATP sintasa.

La clona 1/A2 al ser expandida y clonada, generd varias subclonas. El
sobrenadante con mejores resultados fue el de la subclona C7. Este se
utilizé en un inmunoensayo tipo “western blot” con dos condiciones, una
utilizando extracto mitocondrial de corazén de bovino y otra con el

complejo FiF, purificado. Contra el extracto mitocondrial de corazon de
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bovino, el sobrenadante de la clona C7 identificé una banda en la posicion
esperada para la subunidad 3 del complejo F;1F, de la ATP sintasa (Fig. 24).
También identificé bandas dobles inespecificas y algunas inclusive de
mayor intensidad. Contra el complejo F;F, enriquecido, el sobrenadante
identificd una banda Unica, aunque tenue, en la posicién esperada para la
subunidad 3 del complejo F;Fy de la ATP sintasa (Carril F,F, de la figura
24), lo cual confirmaria el reconocimiento de la subunidad 3 del complejo
F,Fo de la ATP sintasa.

También se realizd un ejercicio comparativo similar al de la figura 23,
anexando el resultado de la subclona C7. En la figura 25 se muestra la

identificacion de una banda en cada carril en la posicion aproximada

esperada para la subunidad (3 del complejo F;F, de la ATP sintasa.
KDa Mit FiFo
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Figura 24. Inmunoensayo tipo “western blot” probando el sobrenadante de la subclona
C7, contra extracto mitocondrial de corazén de bovino y complejo F;F, purificado. Se
utiliz6 el sobrenadante de la clona C7 a una dilucién 1:100. En el carril (Mit) se
cargaron 10 pg de extracto mitocondrial de corazon de bovino y 6 ug de FiFo
purificada. Las proteinas se separaron en un gel de acrilamida al 10%. En la columna
de la izquierda se indican los marcadores de peso molecular en KDa. El recuadro
muestra la posicién de la subunidad beta del complejo F1F, de la ATP sintasa.
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c7 A2 1F H12
Figura 25. Cuadro comparativo de diferentes clonas obtenidas hasta el momento (C7,
A2, 1F y H12). En todos los caso los sobrenadantes se probaron contra 10-15 ug de
proteina de extracto mitocondrial de corazén de bovino (Mit). Para el caso de la
subclona C7, también se probaron 6 pg de proteina de FiFo purificada. Los nimeros
indican los pesos moleculares en KDa. El recuadro indica la posicion de la subunidad
beta del complejo F;Fo de la ATP sintasa.

KDa Bl BS B9 Bl12 C1 Ci12 D1 D4 E12

Figura 26. Inmunoensayo tipo “western blot” probando 9 de los 24 sobrendantes de la
subclona C7. Los sobrenadantes de las clonas B1, B5, B9, B12, C1, C12, D1, D4y E12
se utilizaron a una dilucion 1:100. En cada carril se cargaron 10 ug de extracto
mitocondrial de corazon de bovino. Las proteinas se separaron en un gel de acrilamida
al 10%. A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular en KDa. El
recuadro indica la posicién de la subunidad beta del complejo F1Fo de la ATP sintasa.

Durante el proceso de seleccion de clonas, posterior a los problemas
mencionados, llegé un momento en el cual el patrén de bandeo generado
por los sobrenadantes de las clonas seleccionadas era idéntico (Fig. 26). A
partir de este punto, en ninguna de las subclonas obtenidas se pudieron

eliminar las demas bandas inespecificas.
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Seria necesario expandir clonas que se tienen almacenadas, sin embargo,
debido al prolongado proceso de seleccion y expansion de clonas que se
requiere y al pronostico desfavorable que se tiene hasta el momento, se
opto por detener dicho proceso. Ya que el continuar implicaria prolongar
de manera indefinida la seleccion de clonas que generan resultados que con

ele tiempo desaparecen.
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VII. DISCUSION

El objetivo central del proyecto se enfocaba en determinar mediante
anticuerpos, cambios de expresion en cada una de las subunidades del
complejo FiF, de la ATP sintasa sobre la superficie de células HUVEC.
Dada la falta de anticuerpos comerciales para nuestro propoésito, se
utilizaron en primera instancia antisueros policlonales. Durante el
desarrollo del proyecto el empleo de estos antisueros fue poco practico
dadas las complicaciones motivos ya mencionados, esto motivé el cambio
de los objetivos iniciales a la generacion de anticuerpos monoclonales. Sin
embargo, durante su generacion se encontraron nuevas complicaciones que
impidieron obtener clonas de alta especificidad y avidez. Por lo anterior los
resultados presentados en este trabajo fueron producto de una serie de

circunstancias negativas que motivaron el replanteamiento del proyecto.

A. Caracterizacion de sueros policlonales de conejo contra

subunidades purificadas del complejo F;F, de la ATP sintasa

A pesar de que en experimentos preliminares los antisueros mostraron
especificidad (Cortés, et al. 2005), esta se fue perdiendo durante el
desarrollo del trabajo en todos los antisueros, obteniéndose patrones de
reconocimiento inespecificos (fig. 8). Solo los antisueros contra las
subunidades o, By vy, presentaron un patron de reconocimiento mas
restringido y similar a los esperados (Fig. 10). La alta inespecificidad de los
antisueros podria resultar de una combinacion de circunstancias entre las
que podriamos incluir: la forma de obtencion de los antigenos, deterioro
por descongelacion, reaccion cruzada como resultado de que los conejos ya
inmunizados hubieran entrado en contacto con antigenos miméticos a los

de nuestro interés.
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Se sabe que uno de los problemas en el estudio de las diferentes
subunidades del complejo FiF, de la ATP sintasa, es la dificultad que
representa la separacion completa de algunas subunidades del complejo y
que inclusive puede ser necesaria una separacion en geles de doble
dimension (Belogrudov et al. 1996). Lo anterior abre la posibilidad de que
cada subunidad pudiera llevar una pequefia contaminacion con otras de las
proteinas que forman el complejo. También, procesos infecciosos
posteriores a la inmunizacion pudieron haber provocado una respuesta
iInmune contra antigenos desconocidos que por reaccion cruzada podrian
haber reconocido epitopes similares presentes en el extracto mitocondrial.
La reaccion cruzada es un fendbmeno comun al generar anticuerpos contra
antigenos estrechamente relacionados entre si, ya que podrian presentar
epitopes similares (Janeway, 2003).

Otro factor a tomar en cuenta es el fendmeno de desnaturalizacion producto
de la congelacién y descongelacion de los antisueros. También, podria estar
ocurriendo que los antisueros pudieran contener pequefias proporciones de
anticuerpos capaces de reconocer otros antigenos, de ahi las modificaciones
que se realizaron asumiendo que los anticuerpos especificos dentro de los
antisueros se encontraban en mayor proporcién que los inespecificos. Esto
nos haria esperar que al haber méas anticuerpos de una sola clase, hubiera
mayor avidez para su antigeno, contrarrestando posibles reacciones
cruzadas y el resultado fue satisfactorio (Fig.11). Al emplear estos
antisueros en ensayos de citometria en células HUVECs y de una linea
celular de microvasculatura (HMEC-1), para detectar variaciones en la
presencia 0 ausencia de la subunidad B, en células estimuladas y no
estimuladas con TNF, solo se detectaron cambios en la fluorescencia de de
las células HUVECs (Fig. 12). La ausencia de variaciones en la presencia o

ausencia de la subunidad  en células HMEC-1, podria ser debido a la poca
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presencia del complejo en la superficie de estas células o incluso a su
ausencia. Sin embargo, estos resultados no pueden ser concluyentes, ya
que un factor a tomarse en cuenta es que, para un reconocimiento
especifico por inmunoensayo era necesaria una gran dilucion del antisuero
(1:3200). Por el contrario, para la observacion de una sefial en el ensayo de
citometria fue necesario emplearlo a una mayor concentracion (1:100), lo
cual nos hace pensar que, bajo estas condiciones el reconocimiento lejos de
ser especifico es altamente inespecifico. Este razonamiento nos llevd a
dudar sobre la interpretacion de los cambios aparentes de la subunidad 3,
sin que pudiéramos descartar que la sefial estuviera contaminada por otras
subunidades o inclusive por proteinas ajenas al complejo cuya abundancia

relativa en la superficie celular pudiera cambiar con el tratamiento.

Otro punto a resaltar, es que desafortunadamente, la alicuota del antisuero
empleado hasta ese instante se termind y ninguna otra alicuota fue capaz de
reproducir los resultados hasta entonces obtenidos. Esto es un fendomeno
comun en lo referente a anticuerpos policlonales presentes en antisueros,
siendo comdn que en solucion tienden a deteriorarse rapidamente
perdiendo la capacidad de reconocimiento (Nelson, et al. 2000). La
presencia de anticuerpos policlonales contra el antigeno de interés, ademas
de la presencia de anticuerpos inespecificos, aunado al rapido deterioro,
provocan diferentes rangos de variacion en el repertorio de epitopes que
pueden ser reconocidos entre lote y lote. Esto conlleva a diferencias en la
respuesta y titulo del anticuerpo, por lo que, comparados con los
anticuerpos monoclonales, los reactivos de los anticuerpos policlonales en
general sufren de falta de reproducibilidad (Nelson, et al. 2000). En nuestro
caso, una salida a este problema hubiera sido la generacion de un lote
fresco, sin embargo, esto complico debido a la muerte del conejo con el que

se habia trabajado. Ademas, aun generando nuevos antisueros se tendria de
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nuevo el problema de que los resultados obtenidos a partir de estos no
generarian la confiabilidad y reproducibilidad requerida para realizar este
trabajo.

Por estos motivos, se decidio dejar de emplear los antisueros y buscar una
alternativa, como una mejor herramienta que nos permitiera tener certeza y
reproducibilidad en los resultados. De ahi la idea de generar anticuerpos
monoclonales contra las subunidades del complejo, Unica herramienta

asequible que nos permitiria obtener los resultados deseados.

B. Generacién de anticuerpos monoclonales

Con base a lo anterior y en vista de la ausencia de anticuerpos
monoclonales comerciales disponibles, se buscdé la generacion de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra cada una de las subunidades del
complejo F;F, de la ATP sintasa, lo que nos permitiria analizar la posible
presencia de todas las subunidades de este complejo en la superficie de las

células endoteliales.

En primera instancia se seleccionarian  hibridomas que generaran
anticuerpos monoclonales contra la subunidad B del complejo, ya que esta
subunidad era la de mayor interés para nuestro trabajo. Después de varias
selecciones, nos fue posible identificar una clona denominada 1F1 que
identificd una banda en la posicion esperada para la subunidad B (Fig. 20 A
y B), aungue todavia con un reconocimiento inespecifico en la parte
inferior de la banda. Este resultado nos dio indicios de que se tenia
identificada la clona portadora del gen capaz de identificar a alguno de los

epitopes de la subunidad 3 del complejo enzimatico.
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Lamentablemente, se perdié parte de la clona 1F1 por las razones técnicas
ya mencionadas. Es entonces que se tratd de reestablecer el cultivo de estas
a partir de células almacenadas durante las etapas tempranas de seleccion
de los hibridomas para reclonar la 1F1. Sin embargo, en experimentos
posteriores, no fue posible reproducir los resultados que ya se habian
obtenido (fig. 21).

Se siguid con el crecimiento y seleccion de clonas, sin embargo, durante la
ultima parte de este proceso, las clonas y subclonas fueron presentando un
patron de bandeo muy similar entre si (fig.26). Con estos resultados
concluimos que las clonas posteriores aun estaban contaminada con otro
tipo de anticuerpos de alta avidez que reconocen bandas inespecificas que
no forman parte del complejo F.F, pero que estan presentes en particulas

mitocondriales.

El porqué ocurrié dicho fendmeno, no lo podemos decir con certeza, en
primera instancia pareceria un caso de reaccion cruzada de los anticuerpos
monoclonales, ya que se estarian reconociendo bandas que tal vez por lo
menos a nivel peptidico, tendrian mucha semejanza entre si y por ello
estarian siendo reconocidas (Ferrone y Dierich, 1985). Sin embargo, esto
podria ser descartado ya que dentro de las proteinas mitocondriales, la
proteina mas semejante a la subunidad 8 del complejo es la subunidad a,
por lo cual se esperaria la presencia de dobles bandas en la posicion
esperada para dichas subunidades, lo cual no es el caso.

Por otra parte en la mayoria de los casos, la pérdida de hibridomas
especificos se da entre las etapas de seleccion de sobrenadantes positivos y
de clonacion (Campbell, 1987). No se sabe con certeza la razon, sin
embargo, existen dos explicaciones tentativas que podrian darnos una

respuesta aproximada.
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Durante el proceso de clonacion de hibridomas, se deben realizar
diluciones tratando de obtener aproximadamente una proporciéon lo mas
cercana a 1 célula/pozo. Con el objetivo de que una clona pueda ser capaz
de crecer de manera independiente de otra clona y poder obtener asi
sobrenadantes con solo un tipo de anticuerpo (MADb). Sin embargo,
frecuentemente, sucede que hay mas de una clona por pozo, en tal caso
predominara aquella clona que tenga una tasa de crecimiento mayor
desplazando o fusionandose con otra clona con lo cual se estaria
favoreciendo la secrecion de anticuerpos que no fueran utiles (Campbell,
1987). Esto podria ser debido a que la subclonacion se ha hecho de manera
tardia. Tambien, podria ser que dentro de las clona haya muy pocas que
secreten los anticuerpos apropiados (Campbell, 1987). De otra forma, una
clonacion temprana pudiera haber conducido a una proporcion mas alta de
clonas que secreten anticuerpos con la especificidad requerida (Campbell,
1987). Esta situacion pudo haber ocurrido en nuestro caso durante el
proceso.

Otra alternativa es que la clona original hubiese sido inestable y tendiera a
perder el cromosoma requerido. Por lo que es probable que las células
restantes del hibridoma parental ya no hicieran cantidades significativas del
anticuerpo (Campbell, 1987). Para descartar esta situacion es necesario
expandir y subclonar de nuevo clonas positivas. También, podria ser que el
cromosoma no sea el factor, sino el contexto celular en el que se desarrolla
que no permitiria la autosustentabilidad de la clona, por lo cual esta
tenderia a desaparecer. Tomando en cuenta los resultados a partir de la
figura 21, podemos atribuir la perdida de la clona a una combinacién de los

posibles factores antes mencionados.
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Por lo tanto, se tomo la decision de suspender la basqueda de clonas que
produjeran anticuerpos monoclonales especificos, ya que no se tendria la
certeza de un tiempo determinado para la conclusion del proceso de
seleccion lo que implicaria seguir retrasando de manera indefinida la

conclusion del proyecto.
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VIIl. CONCLUSIONES

Las conformacion estructural del complejo FiF, de la ATP sintasa parece
dificultar la generacion de anticuerpos especificos contra cada una de las

subunidades de esta enzima.

La proteina inhibidora (IP) probablemente se encuentra disociada del
complejo F1FO de la ATP sintasa o acoplada a otra proteina sobre la

superficie celular.

IX. PERSPECTIVAS

Para la caracterizacion del complejo F.F, de la ATP sintasa, es necesaria la
generacion de anticuerpos monoclonales especificos para cada una de las

subunidades del complejo, lo cual permitiria realizar lo siguiente:

Determinar el mecanismo mediante el cual la subunidad 8 disminuye y la
proteina inhibidora aumenta, sobre la superficie de células endoteliales al

ser estimuladas por TNF-a.
Determinar la presencia y conformacion de las subunidades del complejo
FiFo de la ATP sintasa que no han sido identificadas sobre la superficie

celular.

Determinar la presencia del complejo FiF, de la ATP sintasa sobre la

superficie de otras lineas o tipos celulares.

80



Determinar la modulacion, regulacion e interaccion entre estimulos pro-
inflamatorios y anti-inflamatorios sobre las subunidades del complejo F;1F,

de la ATP sintasa en la superficie celular.

Determinar algunas de las funciones que realizan las subunidades del

complejo F;F, de la ATP sintasa sobre la superficie celular.
Determinar el mecanismo mediante el cual las subunidades el complejo

FiFo de la ATP sintasa, son destinadas a la superficie celular y no a la

mitocondria.
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ANEXO

TABLA DE SOLUCIONES

MEDIOS DE CULTIVO

RPMI con rojo fenol

M-199 suplementado

1ml/L de antibiotico-antimicotico 5% de
SFB y 5% de suero de ternera

200 mM L-glutamima 0.1 mg/ml de
mitogeno endotelial 0.1 mg/ml de heparina

ENZIMAS

COLAGENASA TIPO IV (GIBCO)

TRIPSINA (SIGMA)

0.2gen 1L enHEPES IX Esterilizar por
filtrado Preferentemente preparar y usar

1 gen 1L de Solucion de verseno
Esterilizar por filtrado Alicuotar y

al momento mantener en congelacion Descongelar una
alicuota para su uso y mantener en
refrigeracion
AMORTIGUADORES
PBS (1L) NaCl 8g KCI0.2g KH,P0,0.2¢g
Na,HPO, anhidro 2.16g
pH 7.2-7.4
TBS (2L) NaCl 17.53g Tris 4.84g
pH 7.5
HEPES 20x (1 L) NaCl 166g KCI 6.6g HEPES 52.3g
Glucosa 44g
La glucosa es sensible al calor, esterilizar
por filtrado
AMORTIGUADOR DE Glicina 288g Tris 61.11g SDS 20g
CORRIMIENTO PARA PROTEINAS pH 8.3

10X (2 L)

AMORTIGUADOR DE

Glicina 29g Tris 6g Metanol 200ml

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS Agua 1800 mi
(2L)
AMORTIGUADOR DE LISIS PARA | Tris-HCI pH 8.0 50 mM NaCl 120 mM
PROTEINAS NP-40 (IGEPAL) 0.5% NaF 100 mM

(stock 1M) NaVO5 200uM (stock 20mM)
PMSF 1 mM (stock 100 mM) Aprotinina
2-10 pg/ml (SIGMA 4°C) Leupeptina
10ug/ml (stock 5 mg/ml)

95




	Portada
	Índice
	Resumen

	I. Introducción

	II. Antecedentes
	III. Hipótesis   IV. Objetivo General

	V. Metodología
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones  IX. Perspectivas
	X. Bibliografía
	Anexo


