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Dedicada a mi pequefo Atl



No te salves

No te quedes inmovil
al borde del camino
no congeles el jubilo
no quieras con desgana
no te salves ahora
ni nunca

no te salves
no te llenes de calma
no reserves del mundo
sélo un rincén tranquilo
no dejes caer los parpados
pesados como juicios
no te quedes sin labios
no te duermas sin sueno
no te pienses sin sangre
no te juzgues sin tiempo

pero si

pese a todo
no puedes evitarlo
y congelas el jubilo
y quieres con desgana
y te salvas ahora
y te llenas de calma
y reservas del mundo
sélo un rincén tranquilo
y dejas caer los parpados
pesados como juicios
y te secas sin labios
y te duermes sin suefio
y te piensas sin sangre
y te juzgas sin tiempo
y te quedas inmovil
al borde del camino
y te salvas

entonces

no te quedes conmigo.

Mario Benedetti
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Resumen

El parto pretérmino es la causa mdas frecuente de mortalidad y enfermedad
perinatales. Una de las principales dificultades asociadas con estos nacimientos es el
Sindrome de dificultad respiratoria (SDR), el cual es un estado clinico multifactorial; se
caracteriza por una respiracion anormal con alteracion del intercambio gaseoso, de la
oxigenacion y de la eliminacién del anhidrido carbdnico. La superficie alveolar de los
pulmones de todos los mamiferos estd recubierta de una mezcla de lipidos y proteinas
llamado surfactante pulmonar, que permite reducir de manera importante la tension
superficial en la interfase aire-agua, haciendo la ventilacion alveolar y el intercambio
de gases posible, previniendo el colapso del alveolo, particularmente durante la
expiracién, ademads esta demostrada su participacion en funciones inmunoldgicas del
pulmodn. La proteina CC10, también esta presente en el surfactante pulmonar ésta se
une a la fosfatidilcolina, al fosfatidilinositol, a la progesterona y es un potente inhibidor
de la actividad enzimatica de la fosfolipasa A2, previene la degradacion del surfactante
pulmonar y el desarrollo de lesiones pulmonares. La administracion temprana de ésta
proteina recombinante en el surfactante comercial, lleva al mejoramiento de los
neonatos prematuros con SDR, por lo tanto, es importante caracterizarla
bioquimicamente en estos, debido a que, cambios en su estructura, podrian estar
involucrados en el mecanismo de accién de esta proteina. De tal forma que si se llega a
caracterizar la estructura de la proteina CC10 esta informacién podrd utilizarse en la
prevencion y el combate al desarrollo del SDR en el neonato prematuro.

Por lo tanto los objetivos de este trabajo fueron: Identificar la proteina CC10
presente en lavados bronquioalveolares (LBA) de neonatos prematuros con SDR asi
como determinar su peso molecular y punto isoeléctrico con la finalidad de detectar la
presencia de isoformas.

Se utilizaron 7 muestras bioldgicas de neonatos prematuros que fueron
diagnosticados con SDR y minimo un control negativo por cada experimento. Se
realizaron electroforesis de una y dos dimensiones, inmunoprecipitaciones y deteccidn
de la proteina CC10 por Western Blot para su identificaciéon y para detectar la
existencia de isoformas. El peso de la proteina CC10 fue determinado en alrededor de
6 kDa en condiciones reductoras. Se detectaron 7 isoformas de esta proteina, 3 mas
qgue las reportadas en la literatura, aunque no se encontraron los siete en todas las
muestras analizadas, esto puede deberse a la historia clinica de cada paciente, asi
como la edad gestacional o el nivel de desarrollo de SDR que presentd. Ademas
observamos que varias isoformas tenian un punto isoeléctrico menor al reportado
anteriormente y creemos que esto se debe a cambios post traslacionales de la misma
como pueden ser oxidaciones causadas por la misma patologia y que probablemente
impide el funcionamiento adecuado de la proteina.



Introduccidn

[.1. Anatomia y funcion pulmonar

El sistema respiratorio se puede dividir en dos partes: las vias respiratorias superiores
e inferiores. El tracto respiratorio superior se compone de las partes fuera de la
cavidad toracica: los pasajes de aire de la nariz, fosas nasales, faringe, laringe y traquea
superior, mientras que el tracto respiratorio inferior se compone de: La parte inferior
de la traquea y los pulmones, los cuales incluyen el arbol bronquial y los alveolos.
También forman parte del sistema respiratorio la membrana pleural y los musculos
respiratorios que forman la cavidad toracica: el diafragma y los musculos intercostales
(Scanlon y Sanders, 2007).

Los pulmones y la membrana pleural

Los pulmones se encuentran a ambos lados del corazdn, en la cavidad tordcica y son
rodeados y protegidos por esta. La base de cada pulmdn se apoya sobre el diafragma,
el dpice (la punta superior) esta a nivel de la clavicula. Sobre la superficie medial de
cada pulmdn se ubica una indentacion llamada hilus, donde el bronquio primario,
arteria pulmonar y venas entran en el pulmén (Fig. 1). Las membranas pleurales son las
membranas serosas de la cavidad toracica. Entre estas membranas existe liquido
seroso que evita la friccibn y mantiene a las dos membranas juntas durante la
respiracion (/bid.).

Arbol bronquial

En cada pulmén el bronquio principal se divide en varias ramas que se dividen a su vez
y asi sucesivamente. De este modo se forma un sistema arboriforme de ramificaciones
bronquiales: el arbol bronquial, alrededor del cual se organizan las porciones

respiratorias del pulmén (Fig. 1).

Por lo general, las ramificaciones mayores del arbol bronquial se denominan
bronquios, mientras que las menores se denominan bronquiolos (Fig. 1).
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Figura 1. Anatomia del pulmdn
(Tomado de http://www.xenciclopedia.com/upload/09-07/pulmones211.gif)

La histologia de los bronquios se modifica de forma gradual. El epitelio
seudoestratificado ciliado se transforma en epitelio cilindrico, desaparecen el cartilago
y las glandulas y, por ultimo, se engrosa la capa muscular.

El epitelio consiste principalmente de células ciliadas y no ciliadas, las células Clara. En
la zona apical se encuentran granulos de secrecidon cuyo contenido se vacia por
exocitosis a la superficie del epitelio. Se cree que la secrecion es surfactante o tiene
funciones similares; por lo que se piensa que contribuye a mantener abiertas las
pequeiias luces de los bronquiolos, sobre todo en la fase final de una espiracién, de
otro modo podrian quedar pegadas las paredes bronquiales opuestas (Geneser, 2000).
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Durante la vida intrauterina los alveolos pulmonares distendidos se encuentran llenos
de un trasudado producido por los capilares pulmonares. El pulmdén del recién nacido
sufre una serie de adaptaciones trascendentales que modifican la circulaciéon fetal. El
reemplazo del liquido pulmonar fetal por aire, es un fendmeno mecdanico que requiere
de la aplicacién de presiones transpulmonares elevadas para lograr insuflar el pulmén
en las primeras respiraciones; estas fuerzas deben superar tres elementos: viscosidad
del liquido pulmonar, tensién superficial y resistencia de los tejidos. La expansion del
térax, asi como el primer llanto, hacen que los bronquios aspiren aire que llena los
alveolos pulmonares, se libera una sustancia tensoactiva denominada surfactante que
evita el colapso alveolar con la expiracién. Cualquier alteracién en estos mecanismos
de adaptacién, provoca alteraciéon pulmonar y la aparicion de un Sindrome de
Dificultad Respiratoria (SDR).

El cambio de la respiracion intrauterina que se lleva a cabo mediante la placenta por la
extrauterina a través del pulmédn, le da una caracteristica Unica a estos procesos, que
en gran medida se producen por una alteraciéon de la adaptacién cardiopulmonar al
medio externo (Castro et al., 2007).

La superficie alveolar estd formada por dos tipos de células epiteliales, neumocitos | y
neumocitos I, o células alveolares tipo | y tipo Il. La mayor parte de la superficie
alveolar estd cubierta por las células tipo | (cerca del 90%), estas son células aplanadas
incapaces de dividirse, contienen pocos organelos y sirven como una fina barrera entre
la sangre y el aire (Andreeva et al., 2007).

Las células tipo Il proliferan y migran para limpiar y reparar las areas dafiadas, son
capaces de dividirse y diferenciarse en células tipo I. Ellas participan en la respuesta de
defensa por la expresién de varios receptores, en particular los receptores Toll. Estas
células estan involucradas en la red de citocinas/quimiocinas del pulmodn,
secretandolas y respondiendo ante ellas, regulan la transmigracién de los monocitos a
través de la capa epitelial y posiblemente participan en la activacién de las células T.
Sin embargo la funcién principal es la secrecién del surfactante del pulmén (/dem).

A lo largo de casi todo el arbol traqueobronqueal se localizan las células Clara (Fig. 2) y
sobre todo en los bronquiolos terminales, son no ciliadas, no serosas, no mucosas
columnares o cubicas las cuales secretan la proteina de las células Clara (CCSP o CC10),
implicada en la regulacion de la inflamacién en el pulmén (Jorens et al., 1995).

Aun no estd claro el rol de estas células en la biologia del pulmdn pero las principales
funciones de estas células son:
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1.- Secrecion de la capa de hipo-fase del liquido bronquioalveolar.
2.- Reparacion del epitelio bronquial.

3.- Se encuentran
citocromo 450 mez

involucradas en el metabolismo de Xenobidticos a través de

clado con oxigenasas.

Saco alveolar
Septo interalveolar

Bronquiolo

Arteria pulmonar

Células Clara

Figura 2. Ubicacién de las Células Clara en el tracto respiratorio
(Tomado de: http://www.bu.edu/histology/p/13805loa.htm)
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I.2. Sindrome de Deficiencia Respiratoria (SDR)

El parto pretérmino es la causa mas frecuente de mortalidad y enfermedad perinatales
y se calcula que es responsable del 75% de las muertes neonatales no relacionadas con
malformaciones hereditarias. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido al
nacimiento del infante pretérmino, como el que ocurre a partir de la semana 20 y
hasta la semana 36 de gestacion.

Las principales dificultades asociadas con los nacimientos pretérmino son: el SDR,
hemorragia interventricular, enterocolitis necrotizante, displasia broncopulmonar,
persistencia del conducto arterioso, retinopatia y sepsis (Rosas et al., 2008).

Los problemas respiratorios pulmonares pueden estar condicionados por la
reabsorcién del liquido del pulmdn y la prematurez (taquipnea transitoria del recién
nacido y SDR), por la asfixia perinatal (sindrome de aspiracién meconeal), las
infecciones respiratorias (neumonia neonatal), por trastornos de la circulacién
pulmonar (hipertension pulmonar) o por problemas crénicos (displasia
broncopulmonar) (Castro et al., 2007).

El SDR es un estado clinico multifactorial; se caracteriza por una respiracion anormal
con alteracién del intercambio gaseoso, de la oxigenacién y de la eliminacién del
anhidrido carbdénico; constituye una de las patologias mas frecuentes en el recién
nacido (Fig. 3). El mayor nimero de casos se produce por afecciones del propio
sistema respiratorio, aunque otras veces es secundaria a afecciones cardiacas,
nerviosas, metabdlicas o musculares (Barranco et al., 2000). La taquipnea, retraccion y
guejido se consideran pilares en el diagnéstico clinico del SDR, aunque algunos de ellos
se encuentran transitoriamente en los recién nacidos normales. Existen factores pre
disponentes que se relacionan con la aparicién del SDR como son: prematurez,
nacimiento por cesarea, hijo de madre diabética, hemorragia aguda anteparto vy
segundo gemelo, que en general tienen en comun la posibilidad de producir asfixia
(Jasso, 1996).

La evolucién y el prondstico de los recién nacidos con SDR, son muy variables y
depende en gran medida del factor causante. Puede ser benigna, de pocas horas de
evolucidn, como es la taquipnea transitoria del recién nacido, o de mayor duracién
como en los recién nacidos con displasia broncopulmonar e incluso puede presentarse
de por vida, como es el caso de los nifios que muestran algunas cardiopatias
congénitas.

Cualquier deficiencia en la cantidad o en la composiciéon del surfactante pulmonar
secretado por las células neumocitos tipo Il y células Clara, es causante de atelectasiay
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dafo alveolar, por lo general compromete la integridad espacial de la superficie de la
mucosa, necesaria para hacer eficiente el intercambio gaseoso (Martinez y col., 2007;
Fig. 5). La deficiencia del surfactante ha sido establecida como la principal causa de
falla respiratoria y muerte en infantes con Sindrome de Deficiencia Respiratoria o SDR
(Glnther et al., 2001).

PREMATURO

v pN

Deficiencia de . Pulmaén
—» Atelectasis €+— |
surfactante / \ inmaduro

Combinado con V/Q, hipoventilacion
Agudo Hipoxemia e Hipercarbia Cronico

< \

Respiracien y acidosis

Altos niveles de Fi0zy Baro o volutrauma
metabalica ¢ L
Vasoeonstriccion Inflamacion Disminucién
pulmonar celular Hn
. masiva antioxidantes
Problemas endoteliales
y enla integridad ‘.-——// ¢ ¢

epitglial
Liberacion

Fuga oz proteinas

v .

Dafio pulmonar
SDR ¢

Enfermedad crénica
pulmonar o BDP

Figura 3. Desarrollo de la lesion pulmonar en el prematuro
(Tomado de Respiratory Distress Sindrome en intensive care nursery house staff manual, 2004)

La atelectasia estd caracterizada por la distensidn de los bronquiolos y el colapso de los
alveolos. Se considera que tres factores contribuyen al desarrollo de ésta en los
infantes prematuros:

1. La disminucién en la capacidad de los alveolos frente a los bronquios favorece la
pérdida de aire del alveolo cuando sdlo una parte del total del aire sale de los
pulmones.

2. En condiciones de colapso tras respirar el aire, las superficies respiratorias tienen
una mayor adhesividad, lo que hace perpetuar la atelectasia causada por el primer
factor.
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3. La tension superficial favorece la formacion de grandes burbujas de aire en los
bronquiolos, aun mds que en los alveolos (Clements y Avery, 1998).

En las udltimas décadas, los avances terapéuticos como la administracion del
surfactante exdégeno (Ramanathan, 2006), las nuevas modalidades ventilatorias, el
tratamiento durante la gestacién entre otras, han producido un descenso importante
en la mortalidad pero no en la morbilidad, ya que esta depende también del desarrollo
pulmonar del recién nacido (Barranco et al., 2000).
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[.3. Surfactante Pulmonar

La superficie alveolar de los pulmones de todos los mamiferos esta recubierta de una
mezcla de lipidos y proteinas llamado surfactante pulmonar, que permite reducir de
manera importante la tensidén superficial en la interfase aire-agua, haciendo la
ventilacién alveolar y el intercambio de gases, posible y previniendo el colapso del
alveolo, particularmente durante la expiracién, ademas estd demostrada su
participaciéon en funciones inmunolégicas del pulmén (Glnther et al., 2001).

Estd compuesto por aproximadamente 90% de lipidos y 10% de proteinas, asi como
pequefias cantidades de carbohidratos (Weaver y Whitsett, 1991). De los lipidos,
alrededor del 10-20% son neutros, el otro 80 a 90% son fosfolipidos de los cuales cerca
del 80% corresponde a la fosfatidilcolina, ésta molécula se encuentra como
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) ya que contiene una inusual cantidad de residuos de
acido palmitico (entre un 50 y 60% de todas las moléculas de fosfatidilcolina se unen a
este acido y alrededor del 10% son fosfatidilglicerol). Otros fosfolipidos como
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y esfingomielina estan
presentes en bajos porcentajes.

Existen cuatro apoproteinas especificas del surfactante llamadas proteinas del
surfactante (SP): SP-A, SP-B, SP-C, SP-D (Fig. 4). SP-B y SP-C son extremadamente
hidrofébicas y con un peso molecular bajo de 8.7 y 4.2kDa respectivamente, éstas se
fijan fuertemente a los lipidos y se disuelven en solventes organicos, mientras que SP-
A y SP-D son grandes, hidrofilicas con un peso molecular alto de 36 y 42kDa
respectivamente y pertenecen a la familia de las colectinas (C-tipo lectina), tienen
regiones con coldgeno de tipo N-terminal, asi como iones de calcio e hidratos de
carbono en sus regiones C-terminal (Diemel, 2002).

SP-B SP-C
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Mondmero Trimero

Dominio de reconocimiento carbohidratado

Region del cuello

Dominio de colagenasa

Figura 4. Estructura terciaria de las proteinas SP del surfactante pulmonar
(Tomado de Diemel, 2002).

La absorcién de los fosfolipidos por la interfase aire-agua, resulta en la formacién de
una pelicula estable de fosfolipidos (Diemel, 2002; Fig. 5), en la cual estdn insertadas
dos de las porteinas del surfactante: la SP-B y SP-C mientras que la SP-A tiene la
capacidad de enlazar lipidos y carbohidratos e interactuar con receptores especificos
de la superficie celular. Su actividad depende del calcio y la cooperacién con la SP-B y
la SP-C. La SP-A promueve la formacién de la mielina tubular, mejora la actividad
superficial del surfactante mediante su unién a los fosfolipidos, bloquea la inactivacién
del surfactante inducida por las proteinas del suero y se ha sugerido que ejerce un
control regulador negativo al inhibir la secrecién de fosfolipidos por las células
alveolares tipo
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Figura 5. Modelo de la pelicula estable de fosfolipidos que conforma el surfactante pulmonar
(Tomado de Pérez-Gil y Keough K., 1998)

En estudios in vitro se ha observado que SP-A inhibe la secrecion y aumenta la
captacién de lipidos del surfactante. SP-B también puede influir tanto intra como
extracelularmente en el transporte de los lipidos. (Clements y Avery, 1998).

Existe otra proteina presente de manera abundante en el surfactante pulmonar
llamada Uteroglobina, CC10 o CC16 debido a que es secretada por las células Clara
presentes en el arbol traqueobronquial, su funcién en el surfactante pulmonar adn no
es muy clara pero existe evidencia de que esta proteina se une a la fosfatidilcolina y al
fosfatidilinositol presentes en el surfactante pulmonar (Stripp et al., 2002).

Las funciones mecdnicas mds importantes del surfactante son pasar rdpidamente de la
fase acuosa dentro de la interfase aire-agua, para formar una pelicula estable que
pueda mantener baja la tensién superficial por largos intervalos.

Durante la respiracién, cuando la pelicula superficial es comprimida y re-expandida, los
componentes de la pelicula son expulsados, con lo cual se logra un empaquetamiento
de lipidos tales como los fosfolipidos dipalmitoilados, de este modo disminuye la
tensién superficial (GUnther et al., 2001).

Si la tensidén superficial es elevada y no disminuye durante el cierre del alveolo, este
colapsara inevitablemente ya que el gradiente de presidon incrementard durante el
cierre; lo que hace el surfactante es reducir la tensidn superficial, sobre todo cuando el
radio del alveolo es mds pequefio y por lo tanto estabiliza al conjunto de alveolos.

19



La disminucion de la tension superficial que causa el surfactante no solo permite la
adecuada circulacion del aire sino la salida del liquido alveolar hacia el intersticio que
de otra manera se acumula dentro del mismo. Ademas permite la remocién de
particulas del pulmon al mejorar la funcidn ciliar de su epitelio (Cullen, 2007).

La funcion inmunoldgica del surfactante es cada vez mas relevante. La proteina SP-A
incrementa la actividad de los macrdfagos alveolares y fomenta la produccion de
citocinas por los linfocitos. Los lipidos del surfactante inhiben la proliferacién
linfocitaria y su produccién de inmunoglobulinas, lo que regula la respuesta
inflamatoria (Wright, 1997).

El proceso de inflamaciéon que se llega a dar en los pulmones como respuesta inmune a
una infeccidon bacteriana u otros agentes infecciosos provoca la degradaciéon del
surfactante pulmonar. La proteina CC10 presente en el surfactante es una de las
principales responsables de la regulacion de la respuesta inflamatoria, se ha observado
que la ausencia de esta proteina acelera el proceso de degradacién del surfactante
pulmonar, lo que puede derivar en el desarrollo del SDR (Wang et al., 2003).
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Tipos de Surfactante Exdgeno

El primer surfactante artificial fue de pulmon bovino, en la década de los 80, hoy en dia
se pueden clasificar en dos tipos de surfactante: los naturales y los sintéticos. Todos los
surfactantes contienen fosfolipidos, particularmente el DPPC. Los naturales contienen
SP-B y SP-C y de los sintéticos; dos no contienen proteinas y dos contienen proteinas
recombinantes o emuladores.

La terapia con surfactante exdgeno es ampliamente usada en el manejo del SDR, en
recién nacidos prematuros que requieren asistencia ventilatoria o en aquellos
trastornos que suelen tener disfunciéon e inactividad del surfactante enddégeno.

Curosurf es el surfactante natural no modificado comercializado por Chiesi
Farmaceutici, Pharma Italy, fue aprobado por la Food and Drug Administration® (FDA)
en 1999 (Chiesi Farmaceutici, NDA 20-744: 1-7), es obtenido de pulmén de cerdo,
compuesto fundamentalmente por fosfolipidos y las proteinas lipofilicas (SP-B y SP-C),
no contiene SP-A ni conservadores. Se obtiene mediante extraccion con cloroformo
metanol a partir del pulmén triturado y purificado por cromatografia liquida para
eliminar los lipidos neutros. Este método de purificacién tiene el inconveniente de que
a gran escala consume grandes cantidades de solventes organicos clorados, a pesar de
lo cual no logra elevar el contenido de dipalmitoilfosfatidilcolina que equivale a cerca
del 33% del contenido del surfactante (Taeusch et al., 2002).

Este surfactante es utilizado en algunos hospitales de México como el Instituto
Nacional de Perinatologia (INPER) para tratar una deficiencia en la produccién de
surfactante en neonatos humanos prematuros diagnosticados con el SDR.

! Administracién de Alimentos y Farmacos, por sus siglas en inglés. Es la agencia del gobierno de los
Estados Unidos responsable de la regulacion de alimentos (tanto para seres humanos como para
animales), suplementos alimenticios, medicamentos (humanos y veterinarios), cosméticos, aparatos
médicos (humanos y animales), productos bioldgicos y productos hematicos.
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I.4. Proteina de las Células Clara (CC10)

Una proteina de bajo peso molecular que estd presente en el surfactante pulmonar ha
sido localizada en los granulos de secrecién de las células Clara. La estructura de esta
proteina es similar a la proteina que es secretada en el endometrio del conejo llamada
uteroglobina o lacriglobina (lagrimas de humano). Después, resulté que la misma
proteina también se expresa en otros tejidos en cantidades significantes, por ejemplo,
en pulmon de conejo y tracto genital de macho. Estos resultados iniciales se
redescubrieron diez afios después cuando se identific6 que se encontraba esta
proteina en células Clara secretoras en pulmén de conejo, ratén, ratas y en pulmén
humano (Singh et al., 1988), aunque también se expresa en la préstata (Carlomagno et
al., 1997).

También se le conoce con los siguientes nombres: Clara Cell Secretory Protein (CCSP),
Clara cell 16-kDa protein, Clara cell 10-kDa protein, Secretoglobin family 1A member
1, Clara cell phospholipid-binding protein, urinary protein 1 y polychlorinated biphenyl-
binding protein. Aqui nos referiremos a ella como proteina de las células Clara 10-kDa
(CC10) por sus siglas en ingles.

La proteina es detectada en el pulmén humano en desarrollo alrededor de la semana
21 de gestacion. También ha sido detectada en el fluido amniético, parece ser que esta
proteina es secretada de manera abundante y esto es estimulado por agonistas
adrenérgicos (Singh y Katyal, 2007).

Estructura

La proteina CC10 consiste en dos polipéptidos idénticos arreglados de forma
antiparalela. EI peso molecular basado en la secuencia de aminoacidos aparece
cercano a los 16000 Daltones (Da), en geles de poliacrilamida con SDS (sulfato dodecil
de sodio) tiene mucha movilidad y tiene un aparente peso molecular de 10 a 12 kDa,
motivo por el cual en descripciones iniciales fue nombrada como proteina CC10.

La cadena de polipéptidos de CC10 esta formada por 70 a 77 aminodacidos. En primates
incluyendo humanos y lagomorfos la cadena de péptidos es de 70 aminodacidos. En
roedores tiene dos aminodcidos en el extremo N-terminal y cinco aminoacidos en el
extremo C-terminal dando un total de 77 aminoacidos (ver Tabla 1, Singh y Katyal,
2007). La proteina tiene un péptido inicial de 19 a 21 aminodcidos que es comun en las
proteinas secretoras.
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La proteina CC10 contiene 91 aminoacidos (Fig. 6), 21 de los cuales son los
aminodcidos de seiial; tiene un peso molecular de 10 kDa pero es en realidad un
homodimero formado por dos mondmeros de 5 kDa unidos mediante un enlace de
puentes disulfuro entre las cisteinas Cys24 y Cys90 (Singh et al., 1988; Umland et al.,
1994; Fig. 7). Cada uno de los mondmeros tiene 4 hélices alfa separadas por curvas
beta, las 8 hélices alfa del dimero se cierran en un botdén hidrofdbico. Pertenece a la
familia de las secretoglobinas.

Estudios realizados por cristalografia de difraccion de rayos X de la proteina CC10
purificada en humanos mostré lipidos ocupando la cavidad hidrofébica de esta, la
extraccion de la proteina y el andlisis del extracto de lipidos por cromatografia de
gases reveld que la proteina se une a la fosfatidilcolina y al fosfatidilinositol en
cantidades casi idénticas (Singh y Katyal, 2007).

Esta proteina tiene 61.5% de homologia con la Uteroglobina de conejo, 54.2% con la
rata y 52.8% con el ratén (Singh et al., 1990).

10 20 30 40 50
MKLAVTLTLV TLALCCSSAS AEICPSFQRV IETLLMDTPS SYEAAMELFS

60 70 80 90
PDQDMREAGA QLKKLVDTLP QKPRESIIKL MEKIAQSSLC N

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de CC10
(Swissprot Access number P11684).

Figura 7. Modelo tridimensional de CC10 a partir de cristalografia de rayos X
(Tomado de: Banco de datos de estructuras cristalograficas; Umland y col., 1994)
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Tabla 1 Secuencia de aminoacidos de la proteina CC10 en distintas especies

2

-2 - 1 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Humano Glu Ile Cys Pro Ser Phe Gln Arg Val Ile Glu Thr Leu Leu Met Asp
Glu Ile Cys Pro Thr Phe Leu Arg Val Ile Glu Ser Leu Phe Leu Asp
Mono Ser Ser Asp Ile Cys Pro Gly Phe Leu Gln Val Leu Glu Ala Len Leu Leu Gly
Ser Ser Asp Ile Cys Pro Gly Phe Leu GIn Val Leu Glu Ala Leu Leu Met Glu
Rata Ser Ser Asp Thr Cys Pro Gly Phe Phe GIn Val Leu Glu Phe Leu Phe Met Gly
Gly Ile Cys Pro Arg Phe Ala His Val Ile Glu Asn Leu Leu Leu Gly
Raton Gly Ile Cys Pro Gly Phe Ala His Val Len Lys Glu Phe Gln Pro Asp
Glu Val Cys Pro Ser Phe Val Glu Val Ile Gln Asn Leu Phe Lys Gly
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 033 M 35
Thr Pro  Ser Ser Tyr Glu Ala  Ala Met Glu Leu Phe Ser Pro Asp Gln Asp Met  Arg
Thr Pro Ser Ser Phe Glu Ala  Ala Met Gly Phe Phe Ser Pro Asp Gln Asp Met  Ser
Ser Glu Ser Asn Tyr Glu Ala Ala Len Lys Pro Phe Asn Pro  Ala  Ser Asp Leu Gln
Ser Glu Ser Gly Tyr Val Ala Ser Len Lys Pro Phe Asn Pro Gly Ser Asp Leu Glin
Ser Glu Ser Ser Tyr Glu  Ala  Ala Lew Lys Pro Tyr Asn Fro Gly Ser Asp Leu Gin
Thr Pro Ser Ser Tyr Gly Thr Ser Lean Lys Glu Phe Glu Pro Asp Asp Thr Met Lys
Thr Pro Ser Ser Tyr Gly Thr Ser Leam Lys Glu Phe Gln Pro  Asp Asp Ala Met Lys
Thr Leu Ala  Ser Try Glu Ala Ser Val Glu Pro Phe Ser Fro Asn  Glu Asp Met Lys
6 37 040 41 42 43 M4 45 46 4T 48 50 51 52 53 54 35 56
Glu  Ala Gly Ala Gln Len Lys Lys Leu Val Asp Thr Leu Gln Lys Pro Arg Glu Ser lle
Glu Ala Gly Ala Gn Lew Lys Lys Lew Val Asp Thr Leu Ala Lys Ala Arg Asp Ser e
Asn. Ala Gly Thr Gln Lew Lys Arg Len Val Asp Thr Lew Gln Glu Thr Arg Ile Asn e
Asn Ala Gly Thr Gln Lew Lys Arg Lew Val Asp Thr Lew GIn Glu Thr Arg Ile Asn e
Asp Ser Gly Thr GIn Leu Lys Lys Lew Val Asp Thr Leuw Gln Lys Thr Arg Met Asn lle
Asp  Ala Gly Met Gln Met Lys Lys Val Leu Asp Ser Lew Gln Thr Thr Arg Glu Asn e
Asp Ala  Gly Met Gln Met Lys Lys Val Lew Asp Thr Lew Gln Thr Thr Arg Glu Asn Ile
Lys Ala Gly Ala Gln Lew Lys Thr [Lex Val Asp Thr Lew Pro Glu Ala Lys Asp Ser Val
57 58 59 60 6l 62 63 64 63 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
-Ile Lys Leuw Met Glu Lys 1lle Ala Gln  Ser Ser Lew Cys Asn
Ile Lys Leu Met Glu Lys Ile Asp Lys Ser Leu Leu Cys
Val Lys Lew Thr Glu Lys lle Leu Thr Ser Pro Lew Cys Glu Gln  Asp Len Arg  Val
Met Lys Leu Thr Glu Lys Ile Leu The Ser Pro Lew Cys Lys Gl Asp Leu Arg  Phe
Met Lys Lew Ser Glu 1Ile Ile Leu Thr Ser Pro Lew Cys Asn  Gln  Asp Leu  Ser  Val
Met Lys Leu Thr Glu Lys lle Val p[ys Ser Pro Len Cys Mt
lle Lys Lew Thr Glu Lys lle Val Lys Ser Pro Leu Cys Met
Leu Lys Lew Gln Glu Lys e lle Lys Ser Pro Len Cys Al

(Tomado de Singh y Katyal, 2007)
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El cDNA vy la regién 5 del gene que codifica para la CC10 (SCGB1A1) a partir de las
células alveolares (Clara) de origen pulmonar, fue clonado y caracterizado, el cual se
localiza en el cromosoma 11g12.3-13 humano (Singh, 1988). Esta regidon se ha
encontrado en varios genes involucrados con patologias tales como la enfermedad
atdépica de asma y distrofia muscular. Este hecho aumenta la posibilidad de que la
CC10 pudiera estar altamente relacionada con este tipo de patologias. Algunos
estudios de la expresion del gen de la CC10 en el pulmdn fetal en conejas demostraron
gue su expresion ocurre a lo largo de toda la gestacion con una disminucion antes del
parto. Dicha expresién aumenta dramdticamente en pulmén del feto con edad
gestacional creciente, demostrandose ademds que mantiene una relaciéon inversa
entre los niveles de CC10, Prostaglandina E2 y Prostaglandinas F2 y una correlacién
positiva en los leucotrienos C4 (Vasanthakumar et al., 1988).

En estudios realizados en 1988 con Isoelectroenfoque de la proteina CC10 (Singh et al.,
1988) no encontraron isoformas, pero estudios posteriores con esta misma técnica
encontraron que si existen cuatro isoformas de esta proteina en humanos adultos,
con un punto isoeléctrico de 4.6, 4.8, 4.9 y 5.2 (Lindahl et al., 1999); estos estudios se
realizaron con muestras de lavados bronquioalveolares (LBA) de adultos fumadores y
no fumadores y hasta el momento son los Unicos estudios que reportan sobre la
caracterizacidon de mas de una isoforma de la proteina CC10 en humanos.

En estudios realizados con ratones se identificaron solamente dos isoformas de la
proteina CC10 con puntos isoeléctricos de 4.9 y 5.2 respectivamente (Wattiez et al,,
2003).

Funcidn de la proteina CC10.

A pesar de conocer el gen que codifica a la proteina CC10, la secuencia completa de
aminodcidos y la estructura de la proteina por difraccidon de rayos X, aun no se conoce
completamente la funcidn fisioldgica primaria de la proteina CC10.

La unién de la progesterona por la uteroglobina de conejo fue la primera funcién
atribuida a la proteina, esta ayuda a facilitar el desarrollo del endometrio en el
embarazo temprano pero no hay evidencia de que la progesterona se una con la
proteina nativa ya que los animales transgénicos deficientes en CC10/uteroglobina
siguen reproduciéndose normalmente (Singh y Katyal, 2007). También se piensa que
sirve como sustrato para la transglutamasa y que ayuda como inmunomodulador en la
histo-incompatibilidad del feto, pero como se menciond anteriormente, ratones
deficientes de CC10 siguen reproduciéndose normalmente.
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La CC10 en conejos es un inhibidor de la papaina, a pesar de que la inhibicién no es
muy fuerte, esta funcién varia entre especies, ya que en humanos su actividad
inhibitoria es mayor (Singh et al., 1990).

Se ha demostrado que CC10 se une y retiene el calcio, es posible que algunas de las
funciones de esta proteina pueden estar mediadas por su actividad quelante de calcio,
ya que la disposicion espacial de los d&tomos que podrian formar ligandos con calcio,
podria ser similar al sitio de uniéon con enzimas de secrecion de la fosfolipasa A2
(Winkelmann et al., 1998).

Se ha observado que CC10 tiene actividad anti-citocina inhibiendo la produccion de
Interferén gama (IFN-y), Interleucina 1 (IL-1) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-
a). Se ha demostrado que también exhibe supresién de la actividad antiviral y aumenta
la fagocitosis inducida por IFN-y. Ademas se ha visto que inhibe la quimiotaxis de los
leucocitos (Wright, 1997).

Cuando existen variaciones genéticas en la regién no codificante del gen de CC10
humano, esto afecta los niveles de CC10 en plasma. Niflos asmaticos tienen bajos
niveles de CC10 en plasma, esto abre la posibilidad de que CC10 proteja contra el asma
por medio de su actividad anti inflamatoria (Laing et al., 2000).

Se ha observado una relacién directa entre bajos niveles de CC10 con el desarrollo de
displasia broncopulmonar (DBP), sugiriendo que la CC10 puede jugar un papel
importante en la limitacién de la respuesta inflamatoria que lleve al desarrollo de DBP
(Loughran et al., 2006). Por otro lado, se encontré que la concentracién de CC10 esta
disminuida en sujetos con dafio pulmonar causado por fumar, como consecuencia de
la destruccion de las células Clara. En contraste, la concentracion de CC10 se
incrementa en pacientes adultos con desérdenes o dafio pulmonar agudo o crénico
(Broeckaert et al., 2000). Esta proteina juega un papel crucial en la prevencién vy
disminucion de lesiones en el pulmén de ratones y humanos. Estos efectos en los
recién nacidos aun son inciertos, pero se han hecho estudios donde se ha ido
demostrando la importancia anti-inflamatoria que tiene esta proteina. De hecho, la
concentracion de la proteina CC10 se encuentra disminuida en infantes pretérmino
(Loughran et al., 2006).

En cuanto al SDR, existen pocos estudios donde se implique a la CC10 con esta
patologia, sin embargo, existen evidencias claras de su papel en el desarrollo de la
enfermedad. Se han hecho estudios en neonatos prematuros con SDR a los cuales se
les suministrd surfactante de corderos (Wolfson et al., 2008) y cerdos (Angert et al.,
2007) mezclado con distintas dosis de la proteina CC10 recombinante humana y la
respuesta ha sido inmediata, estos neonatos con SDR han mejorado
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considerablemente y sus niveles de inflamacién en el pulmdn se han visto reducidos.
Asi mismo, en estudios realizados con ratones en los cuales se les ha inhibido el gen
que codifica para la proteina CC10, se ha observado una mayor susceptibilidad a
desarrollar el SDR (Wang et al., 2003).

Se sabe que en neonatos prematuros existen altos niveles de oxidacion de proteinas y
lipidos lo que conlleva a una disminucidn en la funcién de las proteinas como es el caso
de la CC10 y un subsecuente dafio pulmonar, disminuye su capacidad de respuesta
ante un proceso inflamatorio y eleva la posibilidad de desarrollar el SDR y el
subsecuente desarrollo de Displasia Broncopulmonar (BDP) (Ramsay et al., 2001).

Se realizaron estudios con ratones, unos sensibles al ozono (O3) y otros resistentes a
este, lo que provoca un proceso de oxidacién de proteinas y lipidos. Fueron expuestos
a ozono por varios periodos de tiempo para después analizar el aspirado
bronquioalveolar de estos. Se detectaron solamente dos isoformas de la proteina
CC10, una de 4.9 kDa y otra de 5.2 kDa en los dos tipos de ratones pero detectaron un
decremento en los niveles de la isoforma con el punto isoeléctrico mas acido (4.9) de
los ratones que son sensibles al ozono compardndolo con la misma isoforma en
ratones resistentes al ozono, concluyendo que CC10 participa en la proteccién del
pulmén disminuyendo la cantidad de isoformas oxidadas (Wattiez et al., 2003).

Hasta la fecha, el mecanismo molecular por el cual esta proteina esta implicada en el
desarrollo del SDR del pulmdn no se conoce a fondo. Sin embargo, se sabe que la CC10
se une a la fosfatidilcolina, al fosfatidilinositol, a la progesterona y que es un potente
inhibidor de la actividad enzimatica de la fosfolipasa A2 (Yoshikawa et al., 2005). La
fosfolipasa A2 o PA2 (EC 3.1.1.4) es una enzima que libera los acidos grasos del
segundo carbono del glicerol, es decir que hidroliza la unién sn-2 acil de los fosfolipidos
liberando acido araquidodnico. Esta molécula se transforma en ecosanoides que
incluyen a las prostaglandinas y leucotrienos, que son constrictores muy potentes de la
musculatura lisa y por lo tanto afecta sitios sensibles como las vias periféricas del
pulmén provocando inflamacién crénica, aumentando la permeabilidad vascular y
favoreciendo, por tanto, el edema de la zona afectada, asi como degradacion del
surfactante pulmonar, lo que puede derivar en el desarrollo del SDR o Displasia
Broncopulmonar. Por lo tanto se ha propuesto que la proteina CC10 previene la
degradacion del surfactante pulmonary el desarrollo de lesiones pulmonares (Stripp et
al., 2002).
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II.  Planteamiento del problema

Las causas principales del SDR son la inmadurez del pulmén en infantes pretérmino y
deficiencias en el surfactante. En la actualidad se continta investigando sobre las
funciones y los mecanismos de accion de los componentes del surfactante y como se
relaciona con las distintas enfermedades respiratorias; la proteina CC10 presente en el
surfactante actia como regulador de la respuesta inflamatoria y evita la degradacién
del surfactante y la administracion temprana de esta, lleva al mejoramiento de los
pacientes. Por lo tanto, es importante caracterizar bioquimicamente a la CC10 de
neonatos prematuros con SDR debido a que, cambios en su estructura, podrian estar
involucrados en el mecanismo de accion de esta proteina.
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Justificacion

La importancia de estudiar la estructura de la proteina CC10 del surfactante pulmonar
de neonatos humanos con SDR radica en que aun no se conoce si existen isoformas de
esta proteina que pudieran estar involucradas en el desarrollo del SDR. En los
surfactantes artificiales que se utilizan en la actualidad esta proteina no estd presente
debido a que aln no se conocen todas sus funciones. De tal forma que si se llega a
caracterizar la estructura de la proteina CC10 esta informacién podria utilizarse en la
prevencion y el combate al desarrollo del SDR en el neonato prematuro.

29



V.

Hipotesis

La proteina CC10 de neonatos prematuros con SDR presenta isoformas.
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V.

Objetivos

V.1. Objetivo general

Caracterizar la proteina CC10 presente en lavados bronquioalveolares (LBA) de
neonatos prematuros con Sindrome de Deficiencia Respiratoria.

V.2. Objetivos Particulares

e |dentificar la proteina CC10, presente en LBA de neonatos prematuros con SDR.

e Estandarizar la técnica de electroforesis de segunda dimension con LBA de conejos

Sanos.

e Obtener el mapa de segunda dimensién (2-D) de LBA de neonatos prematuros con
SDR.

e Determinar el peso molecular y el punto isoeléctrico de la proteina CC10 presente

en LBA de neonatos prematuros con SDR, con la finalidad de detectar la presencia
de isoformas.
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VI.

Metodologia

VI.1 Muestras biolégicas

Se recibieron LBA de neonatos de menos de 34 semanas de gestacién diagnosticados
con SDR (Dr. Guzman-Barcenas, Hospital Angeles de Interlomas y Hospital de la Mujer),
los LBA de conejo fueron obtenidos en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular por el M.C. Joel Arias M. y Laura Correa en colaboracién con la M.V. Susana
Gonzalez Gallardo (Bioterio) todos adscritos al InPER.

Los conejos (Oryctolagus cuniculus) de 4kg en promedio y de 3 a 5 meses de edad.

Después de inmovilizar al animal, se limpié con alcohol en la zona donde fue inyectado
y se le administraron 2 ml de Hidrocloruro de xilacina y ketemina para anestesiarlo.
Para la intubacidn traqueal se introdujo el laringoscopio para exponer la laringe y se
introdujo la sonda endotraqueal. Se verific6 que la intubacion fuera hecha
correctamente para que la sonda estuviera en los pulmones y no en el eséfago, se le
administraron 5 ml de solucién salina estéril, después se le introdujo una sonda de
menor calibre dentro de la anterior para aspirar el pulmdn. Este paso se repite varias
veces hasta obtener una cantidad suficiente de Ilavado bronquioalveolar
(aproximadamente 10 ml). Inmediatamente después se centrifugd la muestra a
1500rpm/min para eliminar las células y recuperar el sobrenadante, el cual se guarda a
-70°C.

VI.2. Cuantificacién de proteinas (método de Bradford-Biorad)

Se elabord un blanco con 800ul de agua desionizada y 200ul del reactivo Bradford.
Se construyé la curva estandar con 5, 10 y 20 pg de albumina estandar (1mg/ml), se
ajusto el volumen de los tubos a 800 pl de agua desionizada y se agregaron 200 pl del

reactivo Bradford, se agitd y leyd a 595 nm después de 5 minutos.

Se determind la proteina total en las muestras de LBA extrapolando en la curva
estandar y en funcion de la dilucién de cada muestra.
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VI.3. Preparacion de las muestras para Electroforesis en gel de poliacrilamida con
sulfatododecil de sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras.

VI.3.1 Preparacién de la muestra para minigel al 15%

Se mezclé 5ug de proteina total de LBA con el mismo volumen de Laemli 2x (ver
Apéndice |) con DTT (Ditiotreitol), y se puso a calentar a 95°C por 5 minutos.

VI.3.2. Electroforesis

Se prepard el gel separador (ver Apéndice 1) al 15% de acrilamida/bisacrilamida
(30/0.8%) y se vertid en la placa de electroforesis, dejando polimerizar por 1 h.

Se prepar6 el gel concentrador (ver Apéndice 1) al 4% de acrilamida/bisacrilamida
(30/0.8%) y se vertio en la placa de electroforesis, se colocé el peine formador de
pozos y se dejo polimerizar 30 minutos.

Se coloco el gel en la cdmara de electroforesis (Biorad) la cual debe contener el buffer
de corrida 1x (ver Apéndice I).

Se colocaron las muestras en los carriles del gel, asi como un marcador preteiido de
pesos moleculares (Biorad) o el marcador de pesos moleculares Mark 12 (Invitrogen,
LC5677)

El gel se expuso a un voltaje de 2mA y se detuvo justo antes de que se saliera el frente
de migracion.
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VI.4. Tincion de Plata

Después de la electroforesis, se colocd el gel en una solucidn de 40% metanol, 5%
formaldehido (10-60min a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C) para hacer
que las proteinas queden fijadas al gel.

Se hicieron dos lavados de 5min con H,0 desionizada.

Se pretratd con una solucién de 0.02% de NA,SOs durante 1 min.

De nuevo se hicieron dos lavados con H,0 desionizada.

Se tifié con una solucidn de plata preparada en el momento (0.025g de nitrato de plata
en 25ml de H,0 desionizada durante 19 min.).

Se realizé un lavado rapidamente con H,0 desionizada.

Se colocd una solucién reveladora (ver Apéndice 1) hasta ver las bandas con la
intensidad necesaria.

Se detuvo la accion del revelador con una solucién de 1.25 ml. de acido citrico 2.3M.

Se colocé una solucién de etanol al 10% vy glicerol al 4% para secar el gel.
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VI.5. Electroforesis en dos dimensiones

VI.5.1. Preparacion de las muestras de lavados bronquioalveolares totales

Se adicionaron 300ul de precipitante del (2-D Clean-Up Kit) para una muestra de 1-100
ul (conteniendo de 1-100 pg de proteina total de LBA). Se agitd e incubd en hielo por
15 minutos.

Se complementdé con 300ul de co-precipitante y mezcld, luego se centrifugd a 12000g.
5 minutos, se tird el sobrenadante y se recuperd el pellet.

Se colocaron 40ul de co-precipitante y se puso a incubar el tubo en hielo por 5
minutos.

Se centrifugd a 12000g. y se tiré el sobrenadante.
Enseguida se adicionaron 25 pl de agua desionizada al pellet, se agitd y dispersé.

Se agregd 1ml de Buffer de lavado frio y 5 pl de aditivo de lavado, se incubd en hielo
por 30 min, se agitd por 20-30 seg cada 10 minutos.

Se centrifugd a 12000g. por 5 min. Luego se removid y descartd el sobrenadante
permitiendo que se seque un poco el pellet.

Se resuspendié el pellet en buffer de rehidratacién con DTT (ver apéndice ).

VI.5.2. preparacion de las muestras por inmunoprecipitacion

Se pesaron 40 mg de proteina A Sefarosa (GE Healthcare) en perlitas y se colocaron en
1 ml de Buffer de Tris-Nacl (ver apéndice Il).

Se puso a incubar por 30 min a 4°C o en hielo para que se rehidrataran.

Se lavaron las perlitas 3 veces con el mismo Buffer (se centrifugd a 14000 rpm un
pulso).

Se dejé en un volumen de 1 ml.

Se colocaron 20ul del anticuerpo primario (ver apéndice Il) en 150 ml de Buffer de Tris-
NaCl-NP40 (ver apéndice ).

Se adicionaron 50 pl de perlas de la proteina A Sefarosa al anticuerpo primario que se
encuentra en el Buffer de Tris-NaCI-NP40, se puso en agitacién 1 hora a 4°c.
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Se lavo 2 veces con Tris-NaCIl-NP40 para desechar el anticuerpo que no se pego a las
perlitas.

Se centrifugd a 14000 rpm un pulso, se desechd el sobrenadante y se secé con una
aguja Hamilton para evitar que se perdieran las perlitas.

Se agregaron 50 pg de la muestra de LBA de neonatos con SDR y se dejo agitando toda
la noche a 4°C.

Al siguiente dia se centrifugd a 14000 rpm un pulso, se separd el sobrenadante de las
perlitas y estas junto con el anticuerpo y la proteina CC10 pegada se les agregd el

Buffer de Rehidratacion (250 ul, ver apéndice Il).

Se dejé incubar 15 min y luego se guardé a -30°C hasta colocarlo en la tira de pH 3-10
(Immobiline DryStrip gels, Amersham).

VI.5.3. Electroforesis (primera dimensién): Isoelectroenfoque (IEF)

Se incubd la muestra resuspendida en solucidn de rehidratacion en la tira de pH 3-10
(Immobiline DryStrip gels, Amersham) toda la noche.

Se colocaron las tiras en el equipo de isoelectroenfoque (IPGPhor, Amersham) y se
realizé la corrida para que migraran las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico.

Después de la corrida se pueden guardar a -70°C en una bolsa de pléstico.

VI.5.4. Electroforesis (segunda dimensién): SDS-PAGE

Se hizo un gel preparativo a 15% de acrilamida/bisacrilamida (37.5/1%) grado
protedmica.

Se incubaron las tiras en una solucidon de equilibrio (ver apéndice Il) con DTT a
temperatura ambiente por 15 minutos y enseguida otros 15 min. a temperatura

ambiente en una solucién de equilibrio con lodoacetamina.

Se colocé la tira en el vidrio de electroforesis con el gel y se cubrié con una solucién de
agarosa (ver apéndice Il).

Se puso en una camara de electroforesis conectada a la fuente de poder a 28 mA.
Una vez terminada la migracidn de las proteinas en el gel, se transfirieron las proteinas

a una membrana de nitrocelulosa para hacer el Western Blot.
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VI.6. Western Blot

VI.6.1. Transferencia de la proteina CC10

Se corté la membrana de nitrocelulosa de acuerdo al tamafio del gel y se sumergid
junto con el papel filtro, y los cojines de soporte en el buffer de transferencia (Ver
apéndice |) asegurando que han sido completamente empapados.

Se ensambld el “sandwich” de transferencia con el gel cuidando que no hubiera
burbujas entre la membrana y el gel o con el papel filtro.

Se colocd el “sandwich” de transferencia en la camara de transferencia con la
membrana cerca del electrodo positivo, de tal forma que las proteinas pudieran ser
transferidas correctamente.

Se dejd transferir a 20V. toda la noche a 4°C.

Al siguiente dia se tifié la membrana para ver las proteinas con Rojo Ponceau, se
enjuagd la membrana con TBS-T (Ver apéndice |) por 5 minutos.

V1.6.2. Bloqueo de la membrana

Se sumergié la membrana en un volumen suficiente de TBS-T + 5% de leche descremada.

Se puso a incubar 1 hora a temperatura ambiente, en agitacion.
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VI.6.3. Inmunoblot

Anticuerpo primario
Se sacé la membrana del bloqueo y se le adiciond el anticuerpo primario (Ver apéndice
), se incubd de 1-2 horas a temperatura ambiente, en agitacion.

Se realizaron 6 lavados de 5 minutos con TBS-T

Anticuerpo secundario
Se sumergié en TBS + Tween 20 + 3% de leche + anticuerpo secundario (Ver apéndice I).

Se incubd 1 hora a temperatura ambiente, en agitacion.

Se realizaron 6 lavados de 5 minutos con TBS-T.

VI.6.4. Protocolo de revelado

Se afadieron volumenes iguales de las soluciones del Enhanced quimioluminescence
(ECL, Amersham). Verificando que cubrieran bien la membrana.

Se incubd con la mezcla por 1 min. y 30 seg.
Se sacd la membrana, escurrid y se colocd entre dos acetatos.
Se colocé en los cartuchos de exposicion.

En un cuarto oscuro se colocé la pelicula (Hyperfilm, Amersham) se cerré y expuso por
5, 10 6 30 minutos.

Se reveld la pelicula poniéndola primero en solucién reveladora (kodak, GBX) y antes
de que la pelicula se oscureciera se saco y enjuagd en agua rdpidamente para
enseguida ponerla en la solucidn fijadora (Kodak, GBX) por minimo 3 minutos.
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V1.6.5 Tincion de gel de poliacrilamida con Deep Purple Total Protein Stain

Preparacion de las soluciones a utilizar:

Solucién de fijacion: 7.5% (v / v) de acido acético y 10% (v / v) de metanol

Acido acético 75 ml

Metanol 100 ml

Agua desionizada 825 ml

Soluciéon de Lavado: NaHCO3; 35 mM y Na,CO3 300 mM en agua desionizada

NaHCO; 294¢

Na,CO3 318¢g pH: 10.6 -10.7

Agua desionizada 750 ml

Solucion de tincidn de proteinas totales:

Se diluyé el concentrado de Deep Purple Total Protein Stain 1:200 en agua
desionizada. Esta solucién fue preparada justo antes de ser utilizada y se protegio de la
luz.

Solucién de Estabilizacién 7.5% (v / v) de acido acético.

Acido acético 75 ml
Agua desionizada 925 ml

Pasos que se siguieron para la tincion con Deep Purple total Protein Stain:
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1. Fijacion

Para la fijacién de las proteinas en el gel se adicioné un volumen adecuado de soluciéon
de fijacidén en un contenedor (aproximadamente 20 veces mas que el volumen del gel)

Se incubd el gel en la solucidn de fijacion, toda la noche a temperatura ambiente con
agitacién suave.

2. Tincién

El Deep Purple se encontraba a una temperatura de -30°C y se puso a temperatura
ambiente unos 5 minutos antes de ser utilizado.

Se retird la solucion de fijacidon y se sustituyd con la solucidn de lavado en un volumen
20 veces mayor al volumen del gel. Se puso en agitacién suave por 30 minutos.

Nota: La solucién es sensible a la luz y debe mantenerse alejada de la luz brillante.

Se retird la solucién de lavado y se reemplazé con agua desionizada (10 veces superior
al volumen del gel). En este punto se le agregd el Deep Purple Total Protein Stain al
agua, tomando en cuenta que la disolucién debia ser 1:200. Se puso a incubar a
temperatura ambiente por una hora en agitacion suave. El recipiente debia ser tapado
de la luz.

3. Estabilizacién
Se cambid la solucién de tincién por la solucion de estabilizacidén, procurando que esta
cubriera totalmente el gel. Se colocd en agitacién suave por 15 minutos a temperatura
ambiente. Este paso se repitid una vez mas.
Después de este paso, se procedio a la visualizacion del gel en el equipo Typhoon 9410

(Amersham, GE) para detectar las proteinas por fluorescencia y estas fueron analizadas
con el programa Image Master 2D Platinum (Amersham, GE).
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VII.

Resultados

VII.1. Identificacidn de la proteina CC10 en lavados bronquioalveolares de conejo

Con la finalidad de estandarizar la metodologia que sera utilizada para el analisis de las
proteinas de las muestras humanas, primero se realizaron experimentos con muestras
de modelos animales.

Se cuantificd6 entonces la proteina total presente en muestras de LBA de conejos
(Oryctolagus cuniculus) mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).

Las muestras de LBA fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida con
sulfato dodecil de sodio (SDS) para investigar la presencia de la proteina CC10, cuyo
peso molecular se compard con un marcador de pesos moleculares (fig. 8).

Conejos
PM 1 2

6 kDa —» 4—/CC10

—
3.5 kDa

Fig. 8 Gel de poliacrilamida con SDS al 15% con 10 pg de proteina de muestras de LBA de conejo
y 5 ul de marcador de pesos moleculares: PM (Mark 12, Invitrogen). Tincidn: Plata.

El gel se tifo mediante plata para visualizar las proteinas y, como podemos observar
en la figura 8 se identificd una banda con abundante proteina que probablemente
corresponde a la proteina CC10, debido a que tiene un peso de ~ 6 kDa como el
reportado en la literatura (Mantile et al., 1993).
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Se realizd un Western Blot a las mismas muestras de conejo (inmunoblot anti-CC10) y
fue reconocido por el anticuerpo dirigido contra la proteina CC10 (fig. 9), por lo que
podemos concluir que la banda de ~ 6 kDa detectada en el gel de poliacrilamida
corresponde a la proteina CC10.

6 kDa—p

—
3.5 kDa

Fig. 9 Western Blot con anticuerpo anti-CC10 con muestras de LBA de conejo revelado mediante
quimioluminescencia (ECL), electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% con SDS.
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VII.2. Estandarizacion de la técnica de electroforesis de dos dimensiones (2D) con
lavados bronquioalveolares de conejo

Se realizd la electroforesis (2D) de proteinas de lavado bronquioalveolar de conejo, con
el fin de estandarizar la técnica y posteriormente llevarla a cabo con las muestras de
neonatos prematuros (fig. 10).

Se necesitaba lograr que las proteinas migraran y se distinguieran correctamente unas
de otras, ya que un manejo inadecuado de la técnica hace que se puedan perder las
proteinas o no se distingan bien los “spots” correspondientes a proteinas con distintos
puntos isoeléctricos, ademas de que la manipulacién de la tira de pH fijo debe hacerse
con mucho cuidado al colocarle la muestra, al equilibrarla y sobre todo cuando se
coloca por encima del gel, ya que si no se hace de forma adecuada se pierden las
proteinas o no se logra una buena migracion en el gel.

pH 1Q Punto Isoeléctrico (pl) pH 3 P.M.

150

100

75

50

37

25
20

15

10

Fig. 10. Gel de SDS-Poliacrilamida al 15% con tira de Isoelectroenfoque de pH fijo de 3-10, de 13 cm
de longitud con 50 pg de proteinas de lavado bronquioalveolar de conejo, tefiido con plata.

43




En la figura 10 podemos observar puntos de color oscuro que denominamos “spots”,
los cuales corresponden a proteinas, que se separaron en distintos puntos isoeléctricos
mediante Isoelectroenfoque en un rango de pH de 3 a 10 (primera dimensidn) los
cuales migran y se separan de manera horizontal. Posteriormente mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (segunda dimension) se separaron por
su peso molecular y migran de forma vertical en el gel. Al final el gel se tifié con plata.

Los spots encerrados en la elipse de color amarilla se distinguen bien uno de otro, lo
cual nos indica que esa proteina en particular tiene isoformas con distintos puntos
isoeléctricos, (fig. 10), en contraste, la elipse de color azul muestra una mancha que es
un corrimiento irregular de otra proteina y no se logra distinguir ningun spot, por lo
gue no podemos saber cuantas isoformas tiene esa proteina y cual es su punto
isoeléctrico.

La elipse de color rojo nos muestra spots que corresponden al peso de la proteina
CC10 y podemos apreciar que tiene cinco isoformas; las isoformas I, lll, IV, y V tienen
diferentes puntos isoeléctricos pero el mismo peso molecular, mientras que la numero
Il es una isoforma con un punto isoeléctrico y peso molecular distinto a las otras
cuatro.
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VII.3. Identificaciéon de la proteina CC10 en lavados bronquioalveolares de neonatos
prematuros con SDR

Se realizé la cuantificacion de proteinas totales de las muestras de LBA de neonatos
prematuros con SDR por el método de Bradford, obteniendo las siguientes
concentraciones:

Proteina total
(mg/ml)
0.1
0.170
0.466
0.291
4.98
0.75
0.727

No. de muestra

NoOoju|h|W[IN|F

Tabla 2. Cuantificacidn de proteina total de LBA
de neonatos prematuros con SDR

Se realizé6 un gel de poliacrilamida con SDS a partir de LBA de neonatos en dénde
podemos observar la presencia de una banda de ~6 kDa, que posiblemente
corresponde a la proteina CC10 (fig. 11).

6 kDa —»

Fig.11 Muestras de LBA de neonato prematuro con SDR
Gel de poliacrilamida al 15 %, Tincion: Plata

Se realizé un inmunoblot anti-CC10 de las muestras de LBA de neonatos detectdndose
una banda del mismo peso molecular que en el gel de plata, por lo que se demostro la
presencia de esta proteina (fig. 12).
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6kDa —p

—
3.5kDa

Fig. 12 Western Blot de muestras de LBA de neonato con anticuerpo anti-CC10
Gel de poliacrilamida al 15% con SDS

Una vez detectada la proteina CC10 en las muestras de LBA de neonato se procedio a
hacer inmunoprecipitaciones con anticuerpo anti-CC10 (IP: CC10) para no ocupar toda
la muestra en la identificacidn y caracterizacidon de una sola proteina, en este caso de
la CC10.

En el primer carril se colocd un control negativo (C) el cual contenia la proteina A
Sefarosa con un anticuerpo anti-CC10 sin muestra bioldgica, en los otros cuatro carriles
se colocaron las inmunoprecipitaciones de la proteina CC10 de las muestras de LBA de
neonatos (fig. 13).

LBA de neonato

A
c (a4 1 2 3)

10 kDa

Fig. 13 Inmunoprecipitacién de la proteina CC10
a partir de 25 pg de proteina total de LBA de neonatos con antiCC10 policlonal
(Anti-CC10 rabbit polyclonal, Santa Cruz), gel de SDS-poliacrilamida al 15%,

Se llevé a cabo la deteccidn por Western Blot con anticuerpo policlonal anti-CC10. No
se observd ninguna banda de proteina en el peso de 6 kDa en el control negativo, el
cual no tenia muestra (Fig. 13, carril “C”), mientras que, en los otros carriles se detecto
la proteina CC10 inmunoprecipitada y reconocida especificamente por el anticuerpo.
Se precipité una mayor cantidad de CC10 de las muestras 1, 2 y 3 que en la muestra 4,
esto pudo deberse a una falla en la cuantificacion.
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VIl.4. Obtencién del mapa 2D de lavados bronquioalveolares de neonatos prematuros
con SDR

Se realizd el mapa de segunda dimensién de proteinas de LBA de un neonato
prematuro con SDR (fig. 14).

Punto Isoeléctrico

pH 3

n
»

Fig. 14. Mapa de 2D de LBA de neonatos prematuros con SDR utilizando 50 pg de
proteina. La figura es escaneada de un gel con el programa Image Master 2D platinum,
presentada sin manipular, excepto porque no se muestra completa y por la luz y
contraste para resaltar los spots.
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Fig. 15 LBA de neonato prematuro con SDR, imagen tomada de la Fig. 11, recortada y con mayor
resolucion

Con ayuda del equipo Typhoon 9410 (Amersham) se seleccioné y aumento la
resolucién de la parte del gel donde se localiza el peso molecular correspondiente a la
proteina CC10 (fig. 12). En esta imagen se aprecian mejor siete isoformas que podrian
corresponder a la proteina CC10 por su peso molecular, y detectamos una mas que en
la imagen anterior (fig. 14, isoforma VIII). Con la finalidad de comprobar si estas
isoformas corresponden a la CC10, realizamos posteriormente el analisis 2D de
inmunoprecipitaciones de CC10 a partir de LBA de neonatos.
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VII.5. Deteccion de las isoformas de la proteina CC10 presente en lavados
bronquioalveolares de neonatos prematuros con SDR

Se realizaron inmunoprecipitaciones de la proteina CC10 de los LBA las cuales se
analizaron en 2D e inmunoblot anti cc-10.

Para estar seguros que las proteinas inmunoprecipitadas corresponden a la CC10, se
llevd a cabo el analisis 2D e inmunoblot anti-CC10 con un control negativo (proteina A
Sefarosa con el anticuerpo pero sin adicionarle la muestra), en el cual no se detectd
ningun spot de proteina de peso molecular de 6 kDa.

Después de que se inmunoprecipité la CC10 de seis muestras de LBA de neonatos,
estas inmunoprecipitaciones fueron sometidas a electroforesis (2D) y detectadas por
Western Blot.

Observamos dos isoformas de la proteina CC10 a un minuto de exposicidn, una de ellas

(isoforma 1), es una isoforma con un peso molecular mas bajo de 6 kDa y un pl menor
de 4.3 en comparacion de la isoforma Il (fig. 16).

6 kDa —»

Fig. 16. Inmunoprecipitacidn y electroforesis de 2-D de la proteina CC10 de LBA
Deteccion por Western Blot con anti-CC10, 1 min. de exposicidon
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La misma membrana se dejo expuesta 48 horas para obtener una mayor sefial y se
observaron un total de 7 isoformas de la CC10 (fig. 17). La isoforma VIII (Fig. 14) solo
aparecio6 en el gel 2D de proteinas totales de LBA de neonatos, por lo cual se requieren
otros experimentos para comprobar su identidad.

P. I
4.3 6.3

)

!
6'<Da—>0’ . .

Fig. 17. Inmunoprecipitacion y electroforesis de 2-D
CC10 de LBA
Deteccion por Western Blot con anti-CC10, 48 horas de exposicion

En cada uno de los experimentos de inmunoprecipitacién (n=6), se midié el punto
isoeléctrico y el peso molecular para cada una de las isoformas de la proteina CC10
(ver Tabla 2).

# de Punto P.M. No. de
isoforma Isoeléctrico kDa |muestras'
I 3.9 3.9 6.5 2/6
Il 4.2 4.5 4.4 4.5 6.1 4/6
1] 4,5 4.3 4.5 4.4 4.5 6.5 5/6
v 4.6 4.6 6.5 2/6
Vv 5.1 5.0 5.0 6.3 3/6
\ 6,5 6,4 6,4 6.5 3/6
Vil 6,7 6,5 6,7 6.5 3/6

Tabla 3. Isoformas observadas en cada una de las muestras, con su punto Isoeléctrico y peso molecular

1 .
Numero de muestras que presentaron esa isoforma entre el total de las muestras (n=6)
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VIIL.

Discusion de resultados

Se identificé la proteina CC10 en muestras de LBA de neonatos prematuros con SDR
por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (fig. 12),
inmunoprecipitaciéon e inmunoblot con un anticuerpo dirigido contra la proteina CC10,
cuyo peso molecular corresponde al reportado en la literatura (Singh et al., 1988). La
identificacion de la proteina CC10 de LBA de conejo también se llevd a cabo por
electroforesis y western blot detectdndose una sola banda. De acuerdo a estos
resultados podemos decir que esta proteina tiene el mismo peso molecular en
humanos adultos, neonatos prematuros con SDR y conejos sanos sin que se noten
cambios en la proteina por la diferencia en la edad, la patologia o la especie.

Por medio de la electroforesis 2D si pudimos observar diferencias entre la proteina
CC10 de los LBA de conejo (5 isoformas, ver fig. 10) y de neonato prematuro con SDR
(fig. 14) ya que observamos hasta 7 isoformas en estos ultimos. Esto puede deberse a
la diferencia entre especies y que los conejos eran sanos, mientras que los neonatos
son prematuros y eso ya implica una diferencia en la cantidad de surfactante presente
en los pulmones y por lo tanto una menor cantidad de proteinas que se obtienen en
los LBA de estos neonatos. Es probable que el SDR y la prematurez, que también
disminuyen la cantidad de proteina en los pulmones, sean la causa de que en el mapa
2D de LBA de neonatos con SDR se observe una menor cantidad de spots de proteinas
totales si lo comparamos con experimentos como el que realizd Lindahl y
colaboradores en dénde analizaron LBA de adultos fumadores y no fumadores (Lindahl
et al., 1999). Por otro lado, estos autores realizaron sus experimentos en geles mucho
mas grandes, lo que permite una mejor separacion de las proteinas. Hasta el momento
no existe un mapa de segunda dimensién de proteinas obtenidas de un lavado
bronquioalveolar de neonatos prematuros con SDR, pero si se ve una diferencia muy
clara en la cantidad de spots entre el adulto y el neonato. La comparacién ideal seria
con un neonato sano para analizar las diferencias que presenta un neonato prematuro
con este sindrome pero por razones éticas esto no es posible.

Pudimos detectar siete spots, los cuales fueron numerados (I-VIl), que, de acuerdo al
peso corresponden a la proteina CC10 (fig. 14), cuando aplicamos mayor resolucion en
el equipo typhoon (9410, Amersham) pudimos apreciar otro spot (fig. 15) que no fue
detectado por inmunoprecipitacion por lo que no podemos afirmar que corresponda a
la proteina CC10, con otro tipo de estudios (como el espectrometro de masas)
podriamos analizarlo para descartarlo o no. Las isoformas detectadas en los
experimentos realizados son mas que las reportadas en la literatura (Lindahl et al.,
1999), los puntos isoeléctricos también varian ligeramente (ver tabla 3). No existe un
estdndar en la cantidad de isoformas y sus puntos isoeléctricos para esta proteina. Sin
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embargo, el punto isoeléctrico tedrico obtenido de la secuencia de aminoacidos de
CC10, es de 4.99 (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html) y el primero reportado
en la literatura es de 4.8 (Singh y cols., 1988). Los resultados de neonatos mostraron
que los primeros cinco spots van del punto isoeléctrico de 3.9 a 5.0, la razén por la cual
Lindahl y colaboradores no detectaron tantas isoformas puede deberse a diferencias
en las muestras, ya que sus muestras son de adultos.

Se sabe que las proteinas pueden ser alteradas en su estructura y que esto ocasione
cambios en su punto isoeléctrico, algunas de estas alteraciones “post-translacionales”
pueden ser: oxidaciones, causadas por agentes oxidantes como el oxigeno que atrae
los hidrégenos de una molécula y hace que la proteina cambie su punto isoeléctrico;
glicosilaciones, causadas por moléculas de carbohidratos que se unen a algun
aminodcido de las proteinas; fosforilaciones, cuando un fosfato es afiadido y luego
removido de la estructura siendo esta la mas comun en células animales.

Se podria proponer que los spots de CC10 con puntos isoeléctricos menores a los
reportados por Lindahl de LBA de neonatos, se encuentran oxidados y eso ocasiona
gue su punto isoeléctrico disminuya y la isoforma se vuelva mas acida. No existen
reportes de cambios en el pl por oxidacién de la CC10 en neonatos pero si en otras
proteinas (Cumming et al., 2007). Esta demostrado que los bebés prematuros con SDR
tienen una mayor oxidacion de las proteinas que estan presentes en el pulmén debido
a la patologia asi como al tratamiento para contrarrestarlo como es la ventilacion
mecanica, que incluye la aplicacién de oxigeno con respiradores artificiales (Ramsay et
al., 2001). Sin embargo, se tienen que realizar mas estudios para determinar si la
diferencia en el punto isoeléctrico de la proteina de neonato prematuro con SDR del
presente trabajo con la reportada en el adulto es por oxidacion o se debe a otras
causas.

Dos isoformas de la proteina CC10 (VI y VII) estan mds separadas a puntos isoeléctricos
de 6.5 y 6.7 respectivamente, esto puede deberse a fosforilaciones o glicosilaciones
gue ocasionan que la isoforma tenga un punto isoeléctrico mayor, estos no han sido
reportados antes por lo que también pueden solo presentarse en bebés con SDR e
incluso podria tener implicaciones clinicas, pero faltan mas estudios para determinar
estos cambios en la estructura.

Existe un programa llamado NetPhos 2.0 Server (Blom et al., 1999) el cual esta
disefiado para predecir los sitios de fosforilacién en la mayoria de las proteinas.
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Fig. 18 Secuencia de aminodcidos de la proteina CC10 de humano.

Las letras de mayor tamafio corresponden a los aminodcidos en los que es probable haya
fosforilaciones. Las Serinas que se encuentran en color rojo son aquellas en donde el programa
predice posibles fosforilaciones.

El programa hace las predicciones para tres aminodacidos: Serina, Treonina y Tirosina;
en los ultimos dos el puntaje de probabilidad es muy bajo por lo que no predice
fosforilaciones en éstos ultimos residuos. Existen cuatro Serinas con un puntaje alto de
probabilidad de que existan fosforilaciones (Ver tabla 4).

POSICION PUNTAIJE
SERINA 40 0.835
SERINA 41 0.991
SERINA 50 0.543
SERINA 76 0.945

Tabla 4. Prediccion de fosforilaciones en Serina,

mediante el programa NetPhos 2.0 Server

Grifico 1. Prediccidn de los sitios de fosforilacion en la secuencia de aminoacidos con el programa

NetPhos 2.0 Server

Las predicciones de fosforilacidon realizadas para la proteina CC10 solo aparecen en

cuatro Serinas (ver grafico 1), que se aprecian por arriba del umbral de prediccién.
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Es entonces posible sugerir que dos de las isoformas (VI y VII) de la proteina CC10 se
encuentren fosforiladas y por esa razén tengan un punto isoeléctrico mayor que las
otras cinco (ver tabla 3). Para estar seguros de eso se tendrda que analizar con
espectrometro de masas que detecte fosforilaciones.

Por otro lado, se utilizé otro programa para predecir posibles glicosilaciones en la
secuencia de aminoacidos de la proteina CC10 llamado NetNGlyc 1.0 Server (Gupta et
al., 2004) para investigar si existen probabilidades de que las isoformas VI y VII estén
glicosiladas y los resultados que se obtuvieron fue que no existen sitios de predicciéon
de glicosilaciones para la secuencia de aminodcidos de la proteina CC10. Por lo que se
refuerza la idea de que son fosforilaciones presentes en estas dos isoformas que
ocasionan un punto isoeléctrico mayor en ellas.

A pesar de que ya se han realizado varios estudios de las isoformas de la proteina CC10
aun existen variaciones en la cantidad de isoformas presentes en los LBA, asi como en
los puntos isoeléctricos de esta (Lindahl et al., 1999, Ghafouri et al., 2002, Wattiez et al.,
2003), por lo que es dificil comparar los resultados obtenidos en la presente
investigacidon con los reportados en la literatura, ya que las muestras con las que se
trabajo en dichas investigaciones eran de humanos adultos con patologias distintas a
las de mi investigacion, o se hicieron en otras especies. Por lo que se puede decir que
existen varios factores que influyen en el cambio de la proteina CC10 o en sus
isoformas.
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IX.

Conclusiones

La caracterizacion de la proteina CC10 en neonatos prematuros con SDR muestra siete
isoformas, algunos de estos spots no han sido reportados anteriormente, se necesita
hacer estudios mads detallados para identificar que estd ocasionando estas
modificaciones en la proteina, y si el cambio en el punto isoeléctrico esta directamente
relacionado con la funcién que desempefia la proteina en el pulmén de neonatos
prematuros, asi como, la relacidon que puede existir entre los cambios observados de
CC10 con el SDR presente en los neonatos.

El mapa 2D de LBA de neonatos prematuros con SDR no ha sido reportado
anteriormente, tampoco se ha elaborado un mapa 2D de LBA de neonatos sanos o con
otra patologia, por lo que se desconoce si existe una diferencia en la cantidad de
proteina presente o de sus isoformas, aun asi, se necesita hacer estudios mas
detallados de estas y analizar las modificaciones que pudieran existir. De esta forma se
podria lograr un mayor conocimiento del papel de las proteinas y el efecto que tiene el
SDR en ellas para combatirlo de una manera mds efectiva.
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X.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo son un pequefio aporte al desarrollo de la
ciencia y especificamente en el conocimiento del SDR, por lo que es importante
continuar con un trabajo mas a fondo sobre las isoformas de la proteina CC10 y su
relacion con la enfermedad, ya que se podrian hacer cultivos de las células Clara
obtenidas de LBA de neonatos prematuros con SDR y ver si existen cambios en las
proteinas secretadas, asi como comparar la CC10 de LBA de neonatos con SDR con LBA
de neonatos con otras patologias y ver qué diferencias existen en las isoformas de la
proteina. Lo ideal seria obtener muestras de LBA de neonatos sanos para hacer una
comparacion de la proteina CC10 pero éticamente no es posible, y con lo Unico que se
podria comparar es con proteina CC10 presente en la sangre de cordén de neonatos
sanos. Al investigar mas a fondo el papel que desempefa la proteina CC10 en el
surfactante pulmonar y como inmunoreguladora de la respuesta inflamatoria podria
utilizarse en nuevos medicamentos que ayuden a contrarrestar al SDR y disminuya las
muertes de neonatos prematuros.
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Apéndice |

Soluciones para la electroforesis SDS-PAGE

Buffer de Laemmli 2X contiene:

4% SDS

20% glicerol

10% 2-mercaptoetanol o DTT (Dititreitol)
0,004% azul de bromofenol

0,125 M Tris HCI

Preparacion del buffer superior (0.5 M):

Para 500ml.
Tris Base-HCl 30.3g
SDS 20 ml. Ajustar a pH de 6.8

Preparacion del buffer inferior (1.5M):

Para 500ml.
Tris Base-HCl 90.8g
SDS 20 ml. Ajustar a pH de 8.8

Preparacion del gel concentrador: 10 ml.

Agua desionizada 3ml.
Acrilamida/Bis 30% 1.3 ml.
Buffer Superior 2.5ml.
Persulfato de Amonio (APS) 30 pl.
Temed 5l

Preparacion del gel separador: 10 ml. Porcentaje 15%

Agua desionizada 2.4 ml.
Acrilamida/Bis 30% 5.0 ml.
Buffer Inferior 2.6 ml.

Persulfato de Amonio (APS) 30 pl.
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Temed 5 ul.

Buffer de corrida

Tris Base 3.0g.
Glicina 14.4g.
SDS al 10% 10ml.

Tincion de Plata

Revelador (para 25ml.)

3% Na,CO3 0.75g.
0.05% formaldehido 12.5pl

0.004% NA2S0O3 0.5ml. de Tiosulfato de sodio al 0.02%

Fijador
Metanol 40ml.

Formaldehido 5ml.
H20 desionizada 55ml.

Inmunoprecipitacion

Tris-NaCl

Tris 25mM
NaCl 150mM pH: 7.4

NP40-Tris-NaCl
Tris-NaCl
NP40 1%

Aforar a 1lt.
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Western Blot

Buffer de transferencia

Buffer de corrida 10x 100ml.
Etanol puro 200ml.

Buffer TBS 10X
NaCl 80g.
KCl 2g.
Tris Base 30g.

Buffer TBS-Tween 0.1%

TBS 10X 100ml.
Agua desionizada 895ml.

Tween 20 S5ml.

Aforar a 1lt.

Se ajustaelpHa 7.4

Anticuerpo primario CC10 rabbit polyclonal, Santa Cruz (#80304)

TBS-T 10ml.
BSA Fraccion V

Azida de sodio al 10%50ul.
Anticuerpo (1:1000) 10ul.

100ul.

Anticuerpo secundario para CC10 (anti-rabbit-HRP)

TBS-T
Leche semidescremada
Anticuerpo (1:40,000)

40ml.

1.2g.
Lpl.
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Apéndice Il

Soluciones para la electroforesis de dos dimensiones

Solucién Azul de Bromofenol

Azul de bromofenol 100mg.
Tris-base 60mg.
Agua bidestilada aforar a 10ml.

Solucion de Rehidratacion

Urea 8M 12g.

CHAPS 0.5g.
Anfolitos (moléculas organicas

con pequefias cargas ) 125ul

Azul de Bromofenol 50ul

Agua bidestilada Aforar a 25ml.

Se adicionardn 7mg de DTT por cada alicuota de 2.5ml de solucién de rehidratacion.

Buffer de Equilibrio con SDS
(6 M Urea, 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 29.3% Glicerol, 2% SDS, 0.002% Azul de
Bromofenol, 200 ml)

Urea 6 M 72.1¢g
Buffer superior (Tris-HCl, pH 8.8)  10.0 ml
Glicerol 69 ml (84.2 g)
SDS 40¢g

Solucion Azul de Bromofenol (1%) 400 pl

Agua bidestilada Aforar a 200 ml

Esta es una solucion stock. Justo antes de usarse se adicionard DTT o lodoacetamida
(para el primero o segundo equilibrio, respectivamente)

Solucién selladora de Agarosa

Buffer de corrida con SDS 100ml.
Agarosa 0.5g.
Azul de Bromofenol 200pl.

Adicionar todos los ingredientes en un matraz y calendar hasta que se disuelva
completamente.
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