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TABLA DE ABREVIATURAS.

AC: Adenilato Ciclasa.

AMPc: Adenosin monofusfato ciclico
AR: Receptor adrenérgico

BCI1P: Bromo-Cloro-indolil fosfato
CTX: Toxina del Célera

GDP: Guanosin difosfato

GTP: Guanosin trifosfato

GTPYS: Guanosin-5"-O- (2-tiotnifosfato).
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Gs: Proteina G esumulatoria.

G1: Proteina G “trasducina™.

1gG: Inmunoglobulina G.

1gY: Inmunoglobulinas totales

NBT. Azul de nitrotctrazolio.

PBS: Amortiguador Salino de Fosfatos.
PEG: Polietilénglicol.

PTX: Toxina Pertussis.

TBS: Amortiguador Salino de Tris.

7-TMS: Receptores de sicte dominios transmembranales.
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INTRODUCCION.
CARACTERISTICAS GENERALES DE LA PROTEINA G.

Las proteinas G son una subfamilia pertenccientes a una superfamilia de
proteinas enlazadas a GTP que incluyen a las proteinas ras y ras-like [1. 2). Aunque se
presenta una substancial diversidad en la subfamihia de las proteinas G, sus miembros
tienen ciertas caracteristicas comunes en estructura ¥ funcion Por definicién, todas son
heterotrimeros consistentes de subunidades a. 3 y v, cada una codificada por distintos
genes. La subumidad a0 es la que presenta homologia estructural v funcional con otros
micmbros de la superfumilia de proteinas cnlazadas a GTP Estas enlazan a los
nucledtidos de guanina con una alta afinidad y especifictdad ¥y poscen actividad
intrinseca de GTPasa. Las subunidades 3 y v estin asociadas estrechamente pero no en
forma covalente para foramar un complejo funcional By

La funcion de las proteinas G ¢s como transductores de infonmacion a traves de
la membrana celular por acoplamento de diversos receptores a cfectores. Estas actuan
como interruptores con un estado de “apagado™ y “encendido™ gobernado por cl ciclo
de la GTPasa (fig. )

Los receptores activados por una seflal extracelular apropiada (hormonas,
neurotransmisores, olores ¥ fotones de luz) funcionan como factores de cambio,
permitiendo que ¢! fuerte y estrecho enlace con GDP de la subunmidad a sea
reemplazado por ¢l enlace con GTP. Ciertas toxinas bactenianas modifican la funcion
de la proteina G por transferencia de la ADP-nibosa del NAD hacia aminoacidos
especificos dentro de la subumidad «. La PTX y la CTX, modifican covalentemente un
subconjunto de subunidades a ¢ inhiben el intercambio del nucledtido de guanina por
bloqueo del receptor donde se acopla la proteina G. Puesto que las concentraciones
intracelulares de GTP exceden a las de GDP por lo menos ¢n una orden de magnitud,
generalmente se asume que existe la misma afinidad para GDP que para GTP, el sitio
“vacio” puede ser Henado por GTP después de la liberacion de GDP. Las diferentes
protecinas G presentan diferentes velocidades intrinsecas de intercambio de nucleétidos

de guanina en ausencia del receptor [3-5].
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Figura i. El ciclo de la GTPasa de la proteina G. En su estado basal o cstado inactivo, la
subunidad a esta unida a GDP y esta asociada como un heterotrimero con el complejo PBy. La

con la porcidn intr lular de un P activado por su agonista conduce al
recambio de GDP por GTP. El enlace con GTP di aladi iacién de la p Ga wanto

del receptor como de las subunidades By. La subunidad o-GTP interactia con y regula
efectores, como en algunos casos también 1o hace By. La actividad intrinseca de GTPasa de la

subunidad a conduce a la hidrolisis de GTP a GDP +~ Pi. Esto causa la disociacién de la

bunidad a del ysur i én con By, dando fin al ciclo. Las toxinas bacterianas
modifican covalentemente a 1a subunidad a y por lo tanto alteran la transducciédn de seiiales (ver
texto).



El enlace de GTP conduce a un cambio en la conformacion de 1a subunidad a [6] que
provoca la activacion de la proteina G y la disociacion de 1a subunidad a enlazada al
GTP del complejoBy. Se ha sugerido (7], que la disociaciéon de las subunidades de la
proteina G también ocurre 17 situ (p. ej. membranas enlazadas a proteinas G), y es
csencial para la regulacion del efector, ya sea por la subunidad a [8]. o por el complcjo
By [9] o por ambos [10].

La activaci16n de la proteina G esta determinada por la actividad de la GTPasa
intrinseca a la subunidad a. Aunque cs relativamente baja la acuvidad de GTPasa de Ia
subunidad @ ( = 2-4 GTP hidrolizado por minuto) es mas rapida por varios ordenes de
magnitud cn comparacion con la subfamilia de proteinas de bajo peso molecular unidas
a GTP [2, 6] Para ¢éstas uliimas, se han identificado distintas proteinas activadoras de
GTPasa ya que estas proteinas no tiene csta capacidad de hacerlo por si rmismas, no se
han identificado este upo de proteinas para la subumdad «a. ya que esta funcién de
GTPasa parece estar dada por un domimo dentro de la misma subunidad a

El enlace de analogos no hidrolizables de GTP conducen a la acuivacion
persistentc de proteing G. La CTX cataliza la modificacion de as. provoca una
estimulacion en la formacion de AMPc mediante la proteina G, inhibe la actividad de
GTPasa y conduce a la activacion persistente por su ligando natural, ¢l GTP

Los iones de fluoruro (en la forma de complejos de fluoruro de aluminio)
también causan la activacion persistente de la proteina G. El complejo se enlaza
adyacente a GDP y aparenta ser ¢l grupo y-fosfato del GTP [11]. Interesantemente, a
pesar de la alta conscrvacion de los aminoacidos involucrados en ¢l enlace del
nucledtido de guanina a través de la superfamilia, unicamente la subunidad a es
aparentemente capas de ser activada por fluoruro [11, 12]. En la hidrolisis de GTP a
GDP, la subuntdad « regresa a su conformacion original, teniendo otra vez una alta
afinidad por ¢t complcjo By.

La formacion del heterotrimero es requerida por ia alta afinidad de acoplamiento

de la proteina G al receptor {13, 14].



ESTRUCTURA DE LA SUBUNIDAD .

Las subunidades « interacci con los nuclconidos de guanina, el complcjo
By. receptores, efectores y  membranas celulares y tal vez con otras estructuras no
identificadas. Dada la multiplicidad de interacciones, no es de sorprenderse que el total
de la secuencia de aminoacidos de una proteina G, cn particular la subunidad a tienda
a estar muy conservada. Hasta €l momento sc han identificado 30 upos de subunidades
« [15].

Ciertas regiones de todas las subunidades a estan muy altamente conservadas
(> 90%). mientras que otras son mucho mas distintivas para un subtipo en particular
(<60% dc conservacién) [2, 16, 171 Las regiones termunales estan involucradas
probablemente en las interacciones proteina-proteina (p. ¢) acoplamiento del receptor y
efector) tnico para cada subtipo. Las regiones mas altamente conservadas entonces
determinan funciones en comun, como cnlazar GTP ¢ hidrohizarlo  Estudios de
mutagénesis dirigida, de mutantes cspontancos, construccion de subunidades a
quiméncas y cstudios de quimica de proteinas han ayudado a conocer en detalle pero
de mancra incompleta, 1a relacion entre ta estructura ¥ funcion de la subunidad a

El analisis cnistalografico de la estructura tridimensional basado en los rayos X
es incomplcto, pero las extrapolaciones  de la estructura cnstalina disponibles de ras
p21 {6, 17-21] han proporcionado informacion adicional

El peso de las subunidades a varia entre 39 v 52 KDa, peso molecular aparente
basado en la electrofores:s en gel con SDS. Hay cinco regiones discontinuas  de la

secuencia primaria de la subumidad @ que rfepresentan la secuencia altamente

conservada, no solamente a traveés de la subfamilia de las subunidades a. sino también a
través de la superfamilia de proteinas enlazadas a GTP (Figura I1) Las extrapolaciones
de la estructura cristalina de ras p21 apoyan la idea de que estas regiones de la
subunidad a estan involucradas e¢n cl enlace con ¢l GTP. Se han asignado varios
nombres usados para cada regidn pero se han referido mas comunmente como G1-GS
{6, 22]. G tiene cl consenso GXXXXGK(S/T), (cada letra ¢s un aminoacido donde X
es cualquier residuo) y sabemos que esta involucrado en ¢l cnlace fosfato de todos los

tipos de proteinas unidas a nucledtidos. El ultimo  residuo de Gl participa

presumiblemente en ¢l enlace del ion magnesio. Muchas subunidades a tiencn la

secuencia GAGESGKS para G, pero algunas clonadas mas recientemente como la az



(GTSNSGKS) y aq (GIGESGKS) varian en cstos aminoacidos y ésto puede ser
fundamental para determinar su baja velocidad para biberar GDP (4. 23, 24]
Mutaciones cn esta region de la subunidad a pueden disminuir la actividad de GTPasa
[22, 25-27]. pero no conducen a una activacién constitutiva poderosa como sucede cn
ms p2l.

G2 incluye un residuo de treonina altamente conservado que puede interactuar
con ¢l ion magnesio unido a los fosfatos B y v del nucledtido de guanina [6] G3 tiene
la secuencia DVGCQ en todas las subunidades @y puede estar involucrado en el
cambio conformacional critico producido por ¢l reemplazamiento de GDP por GTP, ¥
en la hidrolisis del enlace de alta energia del GTP La glutamina (QQ) corresponde a la
posicion 61 en ras p21, ¢! cual cuando ¢s mutado reduce la actividad de GTPasa y
caus una activacion constitutiva y una transformacion maligna en fibroblastos
Mutaciones similares en  varias subunidades « causan asi mismo una reduccion en fa
actividad de la GTPasa y una activacidn constitutiva de las vias efectoras [25, 26, 28-
30}. En las subunidades as, la mutacién de ambos residuos de glicina adyacentes a G3
(DVGGQ) bloquean la activacion por GTP. Este contraste con ras p21, en ¢l cual la
mutacion de glicina 59 6 la glutamina 51 causa una activacion constitutiva equivalente

La region G4 que ticne {a secuencia NKXD esta involucrada en ¢l enlace al
anillo de purina det nucledtido de guanina, esta region conficre vspecificidad para la
guanina. G5 cs usualmente TCAXDT en las subunidades a, puede también interactuar
indirectamente con ¢l nucleotido de guanina.

La CTX cataliza la ADP-nibosilacion de un residuo de arginina (Arg ¥ en la
forma larga de as) dentro de la region G2. Ordinariamente sélo la as es un buen
substrato para la CTX a pesar de que este residuo de arginina csta conservado en todas
las otras subunidades a Es posible que ésto refleje un requenmiento conformacional
Unico, ya sea por acercamicnto o distanciamiento de un residuo de un aminoacido
desconocido. Bajo ciertas condiciones (activacidn del receptor y remocion  del
nucledtido de guanina), otras subunidades a también son substratos de CTX [31]. La
ADP-ribasilacion catalizada por CTX de cada subunidad @ puede requerir 1a creacidn
de un “sitio vacante™ [32]. L.a modificacion por CTX inhibe la acuvidad de GTPasa ¥
provoca una activacion constitutiva, no solo de as sino también otros substratos

quiméricos como la @i [33]). La mutacion del mismo residuo de arginina  inhibe la
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actividad de GTPasa y causa una activaciéon constitutiva comparable con 1a causada por
modifi ion coval del residuo por CTX [34, 35]

La PTX también cataliza la ADP-ribosilacion, pero el aceptor es un residuo de

cisteina , cuarto a partir del carboxilo terminal {36). Esto conduce a un desacoplamiento
de la proteina G del receptor pero no modifica otros aspectos claves de la funcién de la
proteina G como ¢l intercambio de nucledtidos de guanina, ni la actividad de GTPasa
{37]. La mutacién de un residuo de arginina, sexto a parntir del carboxilo terminal de as

también d a un d plamiento al r (38, 39]. Esto y otras evidencias

sugieren que la porcidn del carboxilo terminal es critico en las interacciones con el
receptor.

Dada la alta vanacion de la region entre Gl y G2, se tiende a especular que esta
involucrada en las interncciones con ¢l efector {17], pero datos mas recientes de
proteinas G quiméricas [40-31] y de mutagénesis directa {21,42] indican que la region
de interaccion con ¢l efector estd dentro del tercer carboxilo terminal de 1a subunidad
.

La region entre Gl y G2 puede entonces representar una proteina tipo GAP
endégena para las subunidades a [6].

Las extrapolaciones hechas de ras p21 de su estructura cristalina sugieren que el
amino y carboxilo terminal de las subunidades a pueden estar cercanas y onentadas
hacia la superficic membranal [19]. Existen cvidencias a partir de la construccion
quimérica de ambas terminaciones, que éstas pucden estar involucradas en la supresién
de 1a disociaciéon de GDP y en la interacciédn con ¢l complejo By [22, 41, 43] EI
rompimiento proteolitico del amino terminal, una porcion de 1-2 KDa de la subunidad
a, elimina la interaccidon con el complejo By [44].

Para cicrtas subunidades a. la miristoylacidén de un residuo de glicina amino
terminal es requerido para una alta afinidad de interaccion con el complejo By [45, 46].
De una manera interesante, a pesar de la evidencia que involucra al carboxilo terminal
ecn el acoplamiento al receptor, el mastoparan (un péptido que mimetiza al receptor
acoplado a la proteina G), presento un enlace cruzado a un residuo de cisteina cercano
al amino terminal de la subunidad o [47]. Esto puede reflejar una proximtidad del amino
y carboxilo terminales de las subunidades &, y la interaccion de ambos, receptores v
complejos 3 con estas regiones.
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Fligura 11. Vista hei de la

idad a de Gs. La figura esta disefiads para resaltar
las funci pr

P y una relacié ial general de las diferentes regiones de una
subunidad a, no esta representando !a actual esmuctura midimensional de la proteina. La
subunidad as cs vista desde cl citosol, con la membrana plasmatica de fondo. El enlace n GTP
estit representado como PPP-G. El extremo amino terminal (involucrado en el enlace con By y

en la atenuacion de la liberacion de GDP) y el extremo carboxilo terminal (involucrado en ef
acoplamiento con el receptor) de la subunidad. estan repr d

en la proximidad de la
membrana. El complejo By es requerido para 1a activacidon de la subunidad a por el receptor.
Las cinco secuencias conservadas involucradas en ¢l enlace al nucledtido de guanina y su
hidrolisis estin represcntadas por bandas obscuras (G1-G5). Gl esta involucrada en el enlace de
los fosfatos o y B del nuclestido. El residuo de Arg™®! en la region G2 es el sitio de la ADP-
ribosilaciéon por la CTX. G3 e¢s crifico en el cambio conformacional que resulta del
reemplazamiento de GDP con GTP y en la hidrélisis del fosfato v. G3 y G5 estan involucrados
en el enlace con ¢l anillo de guanina del nucledtido.




DIVERSIDAD DE LA PROTEINA G

Al principio las proteinas G fueron identificadas y caractenizadas por su
funcionalidad Gs y Gi representaron proteinas G que medinban  estimulacion
inhibicion de adenilato ciclasa respectivamente; Gt (transducina) representa la proteina
G fotorreceptora involucrada en ¢l acoplamiento de rodopsina activada por luz a la
fosfodicsterasa de GMPc  La suscepuibilidad de modificaciones  covalentes  (y
funcionales) por toxinas bacterianas también son de utilidad en la tdentificacion, y
algunas subunidades @ de las proteinas G no estan exentas de estas moditicaciones. El
primer efccto reconocido de la PTX fue la prevencién de un receptor mediado por
inhibicion de la adenilato ciclasa [48]. De aqui que “Gi"” fue el prnimer substrato
reconocido para PTX. Pronto sc observéd que la PTX pucde bloguear la regulacion del
receptor de otras vias cfectoras incluyendo ciertos canales de calcio y potasio. Esto trajo
confusion ¢n la identificacion de las proteinas G sensibles a PTX involucradas en la
regulacion de cada via.

La purificaciéon y caractenzacion bioquimica de las proteinas G revelaron una
diversidad que no se habia anticipado ecn la subfamilia. Las proteinas correspondientes a
Gs, Gty Gi fucron purificadas (13, 48-51], pero surgicron protcinas nucvas de funcion
desconocida. Por cjemplo, todas las proteinas G que son abundantes en el cercbro sélo
sc consideraban un nucvo substrato para PTX, a las cuales sc les Hamo Go [S2).
Ademas de la purificacion, otros esfuerzos adicionales revelaron heterogeneidad
bioquimica compatibles con multuples subtipos de Gi ¥ Go [53] Evidencias
inmunoquimicas también sugiricron una multiplicidad de subtipos de Gi [S4] La
clonacion molecular de DNA complementano (cDNA) que codifican a la subunidad a
dio una clara evidencia de multiples subtipos de ai [55]

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa permitio la identificacion de
un namero de distintos gences [56, 57] que codifican para por lo menos 15 subunidades
a de mamiferos. Ademas de la diversidad que se togré por uniones alternativas de los

genes de as (cuatro formas) y o (dos formas) [58, 59]. Para cada subtipo de una
subunidad a. la s

de aminoacidos ¢s altamente conservada (generalmente >
95%) a traves de las especies de mamiferos.



Las subunidndes a de mamifero pucden ser asgrupadas dentro de cuatro clases
[16] basadas cn Ia identificacion de aminoacidos y presumible distancia evolutiva (ver
tabla I): 1) as y aolf . 2) atl, a2, ail, ai2, ai3, ao y az, 3) aq, «ll, ald4, «x15/16, 4)
al2, al3. alS que cs aparentemente ¢l equivalente murino de la @16 humana [16}, el
c¢DNA de la subunidad a dec higado de bovino es ilamado «ali v al2 [60}
correspondiente a ald y all [16], respectivamente, ¥ cl cDNA llamada ay del retinal
humano corresponde a a1l [61]. Otro ¢DNA nucvo, au.,, ha sido aislado de las papilas
gustativas de rata [62]. El analisis por “northem™ ¢ “immunoblot” han ayudado a definir
el rango dec expresion de las proteinas codificadas. Estos rangos van desde altamente
restrictivos, como es cl caso de las proteinas G involucradas en la transduccién visual y
olfatoria, hasta las protcinas tan ubicuas como son las involucradas «n la regulacion de
AMPc¢ como scgundo mensajero. La nomenciatura arbitraria (letras y/o numeras usados
para designar los subtipos) obviamente no reflejan en gran medida su funcion, puesto
que en muchos casos defintivamente , se carece . del conocimiento concemiente
a la funcién o funciones de un subtipo dado.

También existe cierta diversidad entre las subunidades By [16]. ¥y actualmente no
cs claro como s¢ combinan para formar los distintos complicjos By Hay algunas
indicaciones de que dependiendo de los complejos By estos pucden tener propredades
distintas con respecto a la subunidad @ [63] ¥y a las interacctones con el receptor [64,
65], ésto se esta estudiando actualmente por diferentes grupos.

Las proteinas G se¢ encuentran representadas en una gran cantidad de organismos
{66-69]. Aun con las distancias evolutivas, la conservacion de la secuencia primaria
cntre las proteinas de mamifcro y sus contrapartes no mamiferas s sorprendente {2,
16]. Hay algunos subtipos de protcina G quc parccen estar conservados no solo cn
estructura sino también en funcién. Gs, por ¢jemplo, estimula la formacion de AMPc
tanto cn la mosca de la fruta [70]. como en el protozoano Kuglena grucilis [71), y en
los mamiferos. En otros contextos, las proteinas G han evolucionado para tener una
funcioén unica como un factor en la via de aparecamicnto cn levaduras fermentativas {72}
y agregaciones cclulares en ef limo [68]. La clonaciéon de proteinas G ha revelado

nucvas proteinas G cuya funcién especifica esta por identificarse




SUBUNIIDAD

SUBSTRATO SE EXPRESA EFECTOR.
a. PARA EN:
TOXINA.
Gs CTX. Ubicua. Estimula AC, canales de
calcio.
Goy CTX. Olfato. Estimula AC.
Gt} PTX/CTX. Fotorreceptores de Estimula fosfodiesterasa
los bastones. de GMPc,
G2 PTX/iCTX. Fotorreceptores de Estimula fosfodiesterasa
los conos. de GMPc.
Gil PTX. Neuronas y otros Inhibe AC, estimula
tejidos. canales de calcio.
Gi2 PTX. Ubicua. Inhibe AC, estimula
canales de calcio.
Gi3 PTX Neuronas y otros Inhibe AC, estimula
tejidos. canales de caicio
Go PTX. Neuronas y Inhibe canales de calcio.
endocrino.
Gz _— 7
Neuronas v plaquetas.
Gq — Ubicua Estimula fosfolipasa C-
B.
G111 — Ubicua.
Estimula fosfolipasa C-
o Higado, pulmén, B.
Gi4 —_— rifién. .
B : Estimula fosfolipasa C-
»Glsll& — Células sanguineas. s,
Estimula fosfolipasa C-
B.
Gi12 - Ubicua. ?
G13 —_ Ubicua. ?




ACTIVACION DE PROTEINAS G POR RECEPTORES.

La identificacion y caractenzacion de miembros de la famiha de los receptores

de sicte d tnios transmer

ales (7-TMS) ha progresado rapidamente (73, 74].

Cuando un agonista se cnlaza a uno de estos receprores, 1a perturbacién molecular es
conducida a través de las hélices embebidas en la membrana hacia la cara

P itica de la proteina. El anilisis hecho de los efectos en mutantes con deleciéon

¥ en receptores quiméncos, ha permitido estudiar el ctecto en la secuencia de péptidos
correspondientes a porciones del receptor También los anticuerpos dirigidos contra
diferentes regiones citoplasmaticas, han sido utlizados para mapear los sitios
potenciales de interaccion entre el receptor y la proteina G [73, 75, 76] Hay evidencias
concernicntes a la participacion de algunos dominios intracelulares del receptor que
estan involucrados cn ¢l acoplamicnto a las proteinas G Estos dominios incluyen la
segunda y tercera asas citoplasmicas, especialmente los segmentos de! amino y
carboxilo terminal ¥ ¢l segmento amino terminal de la cola citoplasmatica. Las
porciones de las asas intracelulares de un receptor son importantes para determinar la
afinidad relativa de difercntes proteinas G y transmitir la sefial producida por el enlace
con el agomista Un mutante con una delecion de sicte aminoacidos (residuos 267-273)
en la region carboxilo terminal en la tercera asa citoplasmatica de un receptor B:-
adrenérgico (AR) retiene su capacidad para enlazarse a Gs sin ser capaz de transmitir
una sefial estimulatona [77] Aunque este descubrnimicnto sugiere que las funciones de
enlace y activacion pucden estar conducidas por discretos dominios citoplasmaticos,
peptidos relattvamente pequeiios son capaces de actuar comeo rcceptores-miméticos [78,
79]. Por cjemplo, un péptido correspondiente al residuo 259-273 de B;AR cs capaz de
potenciar cl enlace de un agonista para ocupar el receptor y activar a Gs [80]. Ademas
los péptidos reticnen la relativa selectividad del receptor nativo para Gs o Gi

La proteina cinasa A cataliza la fosfonlacidon dc un residuo de senna
correspondiente al sitio que puede ser modificado durante la descnsibilizacion del
receptor, esto provoca que no solo se pierda la capacidad del péptido para activar Gs
sino potenciar de otro modo una débil activacion de Gi. Estos descubrimicntos
enfatizan la importancia del dominio del C-terminal de la tercera asa intracelular del

receptor en la activacion de las protcinas G y elcva las especulaciones de la posibilidad



de que el acoplamicnto cspecifico no es una propicdad estitica de los receptores, sino
mas bien podria cstar dinami { lada en ia célulia.

ESPECIFICIDAD DEL ACOPLAMIENTO RECEPTOR-PROTEINA G.

Una célula viva conticne una gran vartedad de receptores 7-TMS, proteinas G, y
proteinas cfectoras. Hay multiples receptores en la cétula que pueden converger con un
solo subtipo de proteina G. Un solo subtipo de receptor molecular es capaz de acoplarse
a mas de un tipo de proteina G en una reconstitucidn artificial {14, 81] y estudios de
transfeccion [28, 82], pcro si ésto ocurre naturalmente va a ser muy dificil probario por
1a posiblce heterogencidad del receptor 1 vivo [83] La inmunoprecipitaciéon sclectiva de
un solo tipo de receptor molecular muscarinico de tres diferentes tejidos, usando un
anticuerpo monoclonal definido. demostro que este receptor parece estar asociado con
un complemento diferente del sensible a PTX en proteina G cn cada area [84])

La microinyeccién de anticucrpos contra C-terminal de ao y at:
células wvivas

dentro de
es capaz de producir disrupcion de inhibicion de canales de calcio
mediado por a; AR [85] y la inhibicion de sintesis de DNA por anticuerpos anti-Gi,
{86], respectivamente. Altas concentraciones de péptidos sintéticos pertenecientes al C-
terminal de la subunidad a han sido usados para generar anticuerpos y, ¢stos mismos
han sido capaces de impedir ¢l acoplamiento del complejo receptor-proteina G {87].
Concentraciones relativamente altas de anticuerpo antipéptido son requeridas para
impedir ¢l acoplamiento receptor-proteina G, aun cuando sc tiene una preparacién
purificada por una columna de afinidad. se espera que con una pequefla proporcion de

anticuerpos sc obtenga una gran afinidad para la conformacion nativa de la subunidad a
(88}

ACOPLAMIENTO RECEPTOR-PROTEINA G-EFECTOR.

Algunos de los métodos usados para definir la especificidad del acoplamiento

del receptor-proteina G, incluyendo la reconstitucion de proteina, transfeccién con
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cDNA. ¢! uso de anticuerpos contra C-terminal de las subunidades o, aisk i de

P det plcjo, tecnologia de oligonucledtidos antisentido, son aplicables
para definir la especificidad  del  acoplamiento  protei G-r P ¥y para la
interp ién de los resultados. En la activaciéon de las vias efectoras no sabemos st

estan asociadas con un reccptor cn particular /1 vive que muchas veces puedan
observarse con receptores sobreexpresados en un sistema heterotogo y algunos de estos
efectos pueden ser indirectos, o de significancia fisiologica cuestionable {89, 90]. Las
conclusiones acerca de la espectficidad  del acoplamiento han demostrado que depende
tanto de la expresion del receptor como de la célula utitizada para la transfeccién,
incluyendo el tipo de proteinas G y cfectores que contienen las células Investigaciones
recientes en la proteina Gt acerca de la estructura tridimenstonal han revelado los sitios
de enlace del receptor y de By en la subunidad a Una superficie de 1a proteina G que
interacta con el 7-TMR esta localizada cerca de la membrana Se ha propucsto que los
cambios inducidos en 7-TMR provoquen un contacto con el amllo de guanina del GDP.
Asi, el cambio conformacional inductdo por ¢l 7- TMR pucede ser propagado desde la
membrana hasta ¢l asa que los conecta justo en el lugar de unién a GDP [91]

El arreglo del receptor activado y las sfubunidades de la protecina G ocasionan de
alguna manera en ¢l paso de la activacion de la protecina G, la liberacion de GDP del
heterotrimero @' GDP-By Este paso probablemente participe en la interaccion entre el
receptor activado y el carboxilo terminal en permitir la liberacion de GDP. Después de
1a liberacion de GDP, el segundo paso en la activacion de la proteina G es la entrada de
GTP en su sitio de uniéon, dando como resultado un cambio conformacional que
conduce a la disociacién de Ga de By y del receptor activado Aunque los detalles del
mecanismo de como ocurre ¢l segundo paso aun son obscuros, sc¢ ha propuesto que el
cambio inducido por ¢l GTP cn la conformaciéon de la region de ah2 (la superficic de
aGs que interacciona con ¢l efector contiene una region ha2 quc se conoce es la que
sufre ¢l cambio conformacional inducido por GTP), participa en alguna forma en el
enlace de By. El receptor activado por si mismo pucde tener un papel activo en la
promocién de cste segundo paso, como se¢ ha sugendo por mutaciones en la rodopsina
que previcne la liberacion de Gt de la fotorrodopsina inducida por GTP (92}

Dos diferentes enfoques experimentales aplicados a dos diferentes pares de

subunidad a-efector, han identificado regiones similares de interaccién con el efector



situadas en ¢l lado opuesto de Ga. Experi de mutagé en as rcvelaron tres
regiones cn las cunles la substitucion de residuos modificaban fa estimulacién de la
adenilato ciclasa [42], sin alterar la expresion o el cambio conformacional de la
proteina mutante inducida por GTP [21]; sin embargo sc encontro que para dos dc estas
tres regiones, la substitucion de una secuencia de aminodcidos relevantes para as en un
contexto de a,: restablecia 1a capacidad de una proteina quimérica o,;-as para cstimular
a 1a adenilato ciclasa. Estas regiones se ubican en la parte trasera de la proteina G que
esth viendo hacia In membrana.

Las subunidades a estimulan al efector Gnicamente en sus formas cnlazadas a
GTP,. la superficic de aGs que interacciona con ¢l efector contienc una region ha2 que
se conoce ¢s la que sufre ¢l cambio conformacional inducido por GTP. Asi, un efector
cnlazado a la cara posterior de la Ga sirve como una protcina activadora de la GTPasa,

aun cuando ¢! lugar de enlace del GTP a 1a Ga se localice en la cara frontal [93].

JUSTIFICACION DE LA GENERACION DE ANTICUERPOS.

La primera herramienta utilizada para determinar y definir la especificidad del

acoplamiento entre ¢l receptor y la proteina G cn membranas natuvas fue la PTX, ya que

¢l tratamiento con PTX daba como resultado proteinas G incapaces de recibir las

fales del r ptor, la inhibicion de vias por toxinas dicron evidencias de que una o

mas formas de Gi y Go ban participando pero no proporci ba inforr idn mas
cspecifica [94].

Los anticuerpos selectivos contra un péptido C-terminal que se cnlazan a la
misma regién de 1a subunidad a que ¢s modificada por 1a PTX, previenen la activacion
por ¢l receptor, éstos si de manera especifica, ya qQue se ha reportado que el carboxilo
terminal de las subunidades a de las protecinas G gobieman en parte la interaccion
especifica de las proteinas G con los receptores [17]

Los anticuerpos generados por un decapéptido sintético que representa el C-terminal de
aGs (llamados RM), han sido caracterizados en “immunoblot™ y estudios funcionales.
Los experimentos rcalizados con anticuerpos anti-aGs de C-terminal describen un

significado acerca del blanco en la interaccion funcional de proteinas G especificas con
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receptores y cfectores [95]. Sc han hecho estudios funcionales con RM y sc ha
observado que son capaces de  inmunoprecipitar complejos de as-adenilato ciclasa

activada por GTPyS o fluoruro a partir de extractos con detergente. La region del
de-apéptido del C-terminal no es sin embargo esencial para ¢l enlace con el efector por
as, pero pucde servir como una herramienta para identificar ¢l complejo protecina G-
efector bajo condiciones similares de preactivacion por el uso de anticuerpos. Una clara
definicion de las interacciones relevantes de las proteinas G individuales, es un
prerrequisito para un conocimiento gencral de las caracteristicas estructurales de las
proteinas G Que permite su interaccion con receptores y efectores, siguiendo fielmente
la transduccidn de sciiales {96].

En este sentido cxisten dos enfoques, ¢l enfoque bioquimico y ¢l de Biologia
Molecular. En este trabajo sc cligié en primer lugar obtener los anticuerpos para
identificar estas protcinas que seran clonadas posteriormente en ¢l laboratorio. Para este
y otros objetivos del laboratonio es necesano el producir éstos anticucrpos, que han
mostrado su utilidad y relativa universalidad. Se puede observar de los antecedentes,
que los anticuerpos se han originado unicamente en conejo, sin embargo nosotros

utilizaremos ademas del concjo a la gallina, las razoncs se discutiran mas adelante.



ANTECEDENTES

El uso de péptidos sintéticos como inmundgenos La sido una técnica importante
en la elucidacion de las propiedades en la respuestas de un anticuerpo. Recientemente,
como s¢ han identificado mas seccuencias de DNA y sus correspondientes secuencias de
proteinas, los péptidos sintéticos han sido uulizados para preparar anticuerpos
especificos contra proteinas previamente no caracterizadas [97] l.os péptidos se
sintetizan normalmente usando técnicas de fase sélida utilizadas por Merrifield en
1963. [98]. Estos son purificados y acoplados a proteinas acarreadoras, y ¢s la forma
péptido-acarreador la utithzada para inmumzar animales. Los péptuidos sirven como
haptenos que junto con las proteinas acarreadoras  gencran sinos adecuados para cl
enlace con el receptor de clase | de las células T. Los conjugados de péptido-acarreador,
rara vez fallan y no provocan una rcspucsta tnmune. Consecucntemente, los peptidos
usualmente pucden funcionar como cpitopos, obteniendo comunmente altos titulos de
anticuerpos [99]

Dos de las ventajas mas importantes de los anticuerpos anti-péptido son, Gue se
pueden preparar inmediatamente después de conocer la secuencia de aminodcidos de
una proteina (tanto de una secuecncita de protcina como una secuencia de DNA) y

tambidn que se pueden dingir a las regiones paruculares de intcrés [99]

DECAPEPTIDO RMHLRQYELL.

Sec ha postulado que la region carboxilo terminal de Ga estd involucrada en el
acoplamiento con el receptor a partir de las siguientes evidencias. La homologia de la
subunidad a de la proteina G retinal transducina, con la arrestina, la proteina de retina
de 48 KDa que compite con la transducina para eniazarse a la fotorrodopsina (receptor),
csti confinada a la region carboxilo terminal de la a-transducina [17] Las subunidades
aGi quedan desacopladas a los receptores por una mono-ADP-nibosilacion por ta PTX
en un residuo de cisteina ubicado cuatro aminoacidos antes del carboxilo terminal
[15). También fue dentificada una mutacidon puntual en el genoma de la variante unc

de las células de linfoma de ratéon S49 que presenta una substitucion de una prolina por



17

una argini en el ido seis del carboxilo terminal de as y ésto produjo el

desacoplamiento entre ¢l receptor y Gs [38].

Se han generado anticuerpos contra  un decapéptido sintético, RMHLRQYELL,
que representa ¢l carboxilo terminal de aGs e cual ha sido caracterizado en
“immunoblots™ y estudios funcionales. Este anticuerpo designado RM. reacciona
exclusivamente con las subumdades « de 52 y 45 KDa cn “ummunoblots™ de
membranas de células de cerebro de bovino ¥ de células nativas S49 de infoma murino.
Tal reactividad no sc vio en membranas de células cve’ $49, las cuales carecen de Gs
Los anticuerpos RM bloquean la activacion por Gs dec 1a adenilato ciclasa mediada por
receptores en  las  células nativas S49  Los anticuerpos RM  también pueden
inmunoprecipttar a la adenilato ciclasa activada en extractos de detergente a partir de
membranas de cerebro de bovino activadas con GTPYS o fluoruro, este enlazamiento de
as al cfector » al anticuerpo dingido contra el carboxilo terminal fue compatible

mutuamente [95)

HUEVOS COMO FUENTE CONVENIENTE DE ANTICUERPOS.

La distancia filogenética entre aves y mamifcros hace que los anticucrpos de gallina
scan los de eleccion contra un antigeno de mamifero que se desee [100). La
inmunoglobulina IgG contenida en la yema estd en mayor cantidad que en ¢l suero de

gallina (Rose y col. 1974) [101]). Aparentemente esto no ha sido totalmente aceptado

por los i 6logos, p debido a las dificultades en scparar la IgG de los
abundantes lipidos presentes en la yema que han impedido la explotacién de esta facil y
disponible fuente de anticuerpos, cantidades que pueden ser equivalentes a mas de 100
mL de suero por semana. [100] Los anticuerpos sc¢ han convertido en una herramienta
central en las ciencias bioldgicas y, ¢s necesario enfatizar la diferencia entre ¢l trabajo
que se requicre en sangrar concjos ¥ colectar huevos [ 100]

Ya quec un solo hucvo conticne mucho mas anticuerpos que la sangria promedio
en un concjo, esta stmple aproximacion presenta una atractiva alternativa para practicar
los métodos convencionales de produccion de anticuerpos policlonales. La purificacion
del homologo de 1gG de 150 KDa de las inmunoglobulinas (IgY's) de las yemas de



huevo no requicre, desde luego la sangria del animal. Ademas, los hucvos de las
gallinas inmunizadas proveen de una fiacil fuente de anticuerpos policlonales y csto es
conveniente ya que ofrece gran compatibilidad con las leyes de protecciéon a animales
(102).

Las proteinas de mamifero, altamente conservadas algunas veces no inducen una
buena respuesta inmune, debido a la baja respuesta humoral en animales como el
congjo que son también mamiferos y a su vez los animales mas comunmente utilizados
par generar anticuerpos policlonales [103]

La inmunizacién de las gallinas paru la produccion de anticuerpos pohiclonales,
es comparable con la de los concjos con respecto a la ruta de inyeccion, la cantidad de

antigeno usado y la cinética de generacion de anticuerpos especificos Las gallinas son

iny das subcutaneca en sitios multiples en la pechuga, con el antigeno en

adyuvante completo de Freund. Los titulos de anticuerpo especifico son reforzados por
dos o tres inyecciones adicionales a intervalos de una o dos semanas. Los huevos
(usualmente se colectan y se marcan para su identificacion), pueden ser almacenados
hasta por un afio a 4°C antes de la punificacion de las IgY s Normalmente cada huevo
puedc contencr alrededor de 90-100 mg de Ig¥Y’s totales, y ¢l anticuerpo especifico
generalmente comprende de 1-10 % del total, aproximadamente de 1 a 10 mg de IgY's

especificas por huevo [104]).




OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Comparar los anticuerpos contra aGs producidos en concjo y en gallina.

ORJETIVOS PARTICULARES,

Verificar la capacidad de los anticuerpos anti-péptido en el imi de pr

Gs presentes en membranas de higado de rata y membranas de eritrocito de pavo.

Evaluar la capacidad de los anticuerpos producidos en ambas especies para bloquear la
activacion de 1a adenilato ciclasa por proteinas Gs activadas por receplores

f-adrenérgicos

Comparar la cantidad de anticuerpos producidos tanto en conejo como en gallina asi

como la afinidad que presenten para diversas fuentes de antigeno.



MATERIALES Y METODOS.

Se obtuvo ecf péptido RMHLROQYELL conjugado con KLH (Keyhole limpet
hemocyanin) de Multiple Systems (Californin USA), correspondiente al carboxilo

terminal de aGs [95]

PREPARACION DEL ANTIGENO Y ESQUEMA DE INMUNIZACION DE LOS
ANIMALES,

Se disolvio 1mg de decapeptido en 100 ul. de solucion salina isotonica y se le
adicioné 1 mL de adyuvante completo de Freund y sc agité hasta formar una
suspension.

De esta suspension se les administré por via subcutanea 200 ug del péptido (contenidos
en 220 pl de la suspension del adyuvante completo de Freund) en tres ocasiones con
intervalos de siete dias cada una. Al concjo, se le inyecto la suspensién la primera vez
en ¢l lomo cerca del cuello vy las posteriores inyccciones fucron en ¢l lomo pero en
regiones posteriores. A la gallina se le administré el antigeno ¢n la picrma y encl ala. La
sangria para ¢l concjo sc hizo 10 dias después de la tercera inoculacion Para la gallina
se utilizaron los huevos posteriores a la tercera inoculacion. Los huevos de la gallina
utilizados fucron, para la mayoria de los cstudios cl obtenido nueve dias después de la
tercera inoculacion. Los otros fueron de 1 dia posterior a la tercera inoculacion y uno S

dias después de la segunda inoculacion.

OBTENCION DE LOS ANTICUERPOS.

CONEJO

Para obtencr ¢l sucro inmune, primero sc colocé al concjo en un lugar cémodo. Se le
rasuré parte de la oreja cerca de la vena marginal y se puso ésta cerca de una lampara

para que sc dilatara. Después de que se localizo la vena, se hizo un corte con una navaja

estéril, el corte es en un dngulo de 45° con respecto a la vena y solo a través de la
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superficic de esta. La sangre sc colectdé en un tubo de polipropileno limpio y sc dcjé
reposar de 30-60 minutos a 37°C para que sc gulara. Se despego el dgulo de la
pared del tubo por medio de un pahilio de madera Posteriormente s¢ removid cl

codgulo por centrifugacion a 3,500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. E} sucro obtenido
se separd en alicuotas de 200 uL que se almacenaron a -70°C hasta su uso. Una vez

descongelado el suero, se mantuvo en refrigeracion.

GALLINA

La obtencion de las IgY’s sc basé en la propucsta por Polson y cols. [105] con
algunas modificacioncs, como se describe a continuaciéon:

Las ycmas sc scpararon de la clara de manera individual, se lavaron
minuciosamente con agua para remover la mayor parte posible de la clara. Una vez
lavadas, se vaciaron por un ecmbudo de vidrio largo para romper las yemas y liberar el
contenido en un vaso para medir su volumen. Sc afadicron dos volumenes de
amortiguador 1 (fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 0 1| M, azida de sodio al 0.1
%%, pH 7.5) por cada volumen de yema y se mczclaron minuciosamente. Posteriormente,
se afadio pohenienglicol 8000 (PEG-8000) previamente ﬁul\':rwndo hasta obtener una
concentracion final de 3 5 % (p'v) para permitir la separacién de los lipidos y la
vitelina. La mezcla se agito suavemente hasta que todo el polimero se habia disuclto. Se
dejé reposar 30 minutos a temperatura ambtente. La mezela se centrifugé a 14,000 x g
por 10 minutos Esta centrifugaciéon causé la formacion de tres fases en el tubo de
centrifuga que son:

a) Una capa de grasa amarilla sobre la superficie del fluido

b) Un sobrenadante claro

c) Una capa flexibic de vitelina que representa 1/3 parte del volumen total de las
substancias en ¢l tubo de centrifuga

Se¢ decantd el sobrenadante claro con la capa de grasa cuidadosamente en un
embudo que contenia un tapon delgado de algodén en el cucello. El algodén detuvo la
capa de grasa y dejo pasar al sobrenadante. Este paso sc repitio una vez mas. Se midié
el volumen del filtrado para adadir suavemente mas PEG pulverizado a una

concentracion final de 12 %5 (p'v), lo que causé la precipitacién total de IgY’s. El
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precipitado se concentré por centrifugacién a 14,000 x g durante 10 minutos. El botén
se resuspendié con Amortiguador 1 en ¢l volumen original de las yemas y sc
reprecipitaron las IgY's (dos pasos anteriores). Los botones obtenidos se compactaron
por centrifugacion a 14,000 x g durante 10 minutos y se eliminé ¢l exceso de PEG. Este
Paso se repitié una vez mas.

Los botones se resuspendicron en ¢l menor volumen de amortiguador 1 que fue
posible, y se lc cuantifico la concentracién de proteina de acuerdo con el método de
Lowry [106].

PURIFICACION PARCIAL DE LAS IgG.

Se realizé de acuerdo con ¢l método de Harlow and Lane [99], con algunas
modificaciones como se describe a continuacion:

Se midié ¢l volumen del sucro del concjo o Ia solucién de IgY’s de la yema de
huevo de la gallina. Se colocaron en un vaso con agitacion sumergido en hiclo. Se
afiadid 0.5 volumenes (con respecto al suero o a las IgY’s) de sulfato de amonio
saturado (4.1M) lentamente La solucion se dejé a 4°C durante 6 horas o toda la noche.
Sc centrifugo a 3,000 x g durante 30 minutos. E! botdn se resuspendié en 0.3 volumenes
de PBS con respecto del volumen inicial del sucro o solucion de IgY's. Esta solucion se
dializo contra PBS con tres cambios durante la noche. El contenido se scpard en

alicuotas de 100 pul. y se almacenaron a -70°C

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE HiGADO DE RATA.

Las membranas se obtuvieron con modificaciones al método de Prpic v cols.
[107] como se describe a continuacion:

Se homogeneizo el higado con un vastago de teflon en una solucién de sacarosa
250 mM-HEPES 20 mM y EDTA 1 mM. Se centrifugd a 5,000 x g durante S minutos.
Sc separd el sobrenadante y se atadio Percoll, tres partes del sobrenadante por una parte

de Percoll. La solucion se repartio en tubos de centrifuga y a cada tubo se le adicionéd
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0.5 ml de sacarosa 2.2 M. Se centrifugo a 11,500 x g durante 40 minutos. Sc separo (a
10 mM. Se

centrifugé a 11,000 x g durante 20 minutos para climinar ¢l Percoll. El botén se

interfase que contenia a las membranas y se le adiciono Trs SO mM-Mg?
resuspendié en Tns SO mM-Mg®* 10 mM.

AISLAMIENTO PARCIAL DE PROTEINAS G DE MEMBRANAS DE
ERITROCITO DE PAVO.

La metodologia se realizo por una modificacion a las técnicas de Abramowitz y

cols. {108] e lyengar {109], como se describe a continuacion:
Se obtuvo la sangre del pavo en una solucion de EDTA al 0.1%5, y se centnfugd a 900 x
g durante 10 minutos y se separaron los eritrocitos, éstos se lavaron 4 veces con NaCl
150 mM a 900 x g durante 10 minutos Las células se lisaron resuspendiéndolas en 3
volumenes de Tris 10 mM, NaCl 10 mM, KCl 10 mM, DTT 20 mM y MgCl; 1 mM. a
pH 7.5 y sc centrifugaron a 15,000 x g por 10 minutos Los fantasmas (que constituyen
1a fraccion membranal y ¢l critoesqueleto del ernitrocito) se obtuvieron en el precipitado,
este paso se realizé 5 veces y se cuantifico Ia proteina por ¢l método de Lowty {106].

La preparacion sc ¢olocd en agitacion a temperatura ambiente y se preextrajo
incubandose 30-30 minutos a 3°C con una solucion de MgCl; 10 mM, NaCl 300 mM,
B-mercaptoctanol 20 mM, colato al 0.1 % y HEPES o MOPS 10 mM a pH 8 (la
concentracton final de proteina ¢s aproximadamente 1 7mg/mL). Se centnifugo a 70,000
x g durante 30 minutos cn tres ocasiones. El di O CcC do a las protet G,
se volvio a extraer con EDTA 1| mM en HEPES 10 mM pH 8. Sc centrifugd a 70,000 x
g durante 30 minutos. El botén se resuspendid cn colato al 1%, MgCl; 10 mM,

mercaptoctanol 20 mM y HEPES 10 mM a pH 8 Se agitd 45 minutos a 4°C, se
centrifugd a 70,000 x g durante 30 minutos y se colecto el sobrenadante, se le agregd

EDTA y ctilenglicol a una concentracion final de 11 mM y 30%5 respectivamnete.
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ELECTROFORESIS E “IMMUNOBLOTTING.”

Se utilizaron mecmbranas de higado de rata como fuente de antigeno, estas sc¢
disolvieron en amortiguador muestra (fosfato de sodio 100 mM pH 7.2, SDS 1%,
glicerol 10 %6 y azul de bromofenol al 0.001 25) y se pusicron a hervir durante S
minutos. A cada povo sc¢ adiciond 300ug de proteina contenidas en 45ul. y en otro pozo
se pusicron marcadores de masa molecular relativa. Se corricron en geles de acrilamida
al 10%%6 de acuerdo con Laecmmli {110] a 12 mA durante toda la noche. A partir de la
migracién de los marcadores de masa molecular relativa en el gel, se determiné su
migracion relativa y se graficaron éstos valores vs log de masa molecular relativa (no sc
muestran), para posteriormente determinar el masa molecular relativa de las bandas
reconocidas por ¢l anticuerpo.

Los geles se transfiricron al papel de nitrocelulosa como se ;'cporm por Harlow
and Lane [9R8]. brevemente: el gel se colocd en amortiguador de transferencia (Tns 25
mM, Glicina 190 mM, metanol 20%%) junto con ¢l papel durante media hora, después se
colocaron ¢l gel y el papel en 1a camara de transferencia, poniendo especial atencién a
la polaridad de los clectrodos, y se transfirieron las proteinas aplicando una corriente de
120 mV durante 3 horas.

Después de la transferencia, se colocd ¢l papel en una solucion saturante del
enlazamiento incspecifico (leche descremada al 5%6 en PBS) por 1-4 horas. Después de
eliminar ¢l enlazamiento no especifico. se agregd ¢l anticuerpo anti-as diluido 1:500
para conejo y gallina y 1:1000 para ¢l anticuerpo anti-G de conejo comercial que
utilizamos como control ambos diluidos en TBS y s¢ dejé incubar durante toda 1a
noche. Posteriormente, se lavé el papel tres veces durante 10 minutos con TBS-Tween
al 0.1%. Sec agregd un segundo anticucrpo anti-conejo o anti-gallina marcados con
fosfatasa alcalina a una dilucién de 1:3000 en TBS y se incubé durante una hora. Se
repiticron los lavados con TBS-Tween tres veces mas y se reveld la actividad de la
fosfatasa alcalina en un amortiguador que contenia NaCl 100 mM, MgCl; § mM, Tris
100 mM a pH 9.5 con NBT al 0.005% como agcnte acoplante y BCIP al 0.005% como

b . Los g 1 se i baron hasta que empezo a dar una coloracion azul-

purpura. La reaccién se paré con PBS contcniendo EDTA 20 mM para quelar a los

iones Mg*™.



ELISA.

La metodologia se llevé a cabo como se reporta por Harlow and Lane [99], con
algunas adaplaciones, como s¢ describe a continuacién:

Como fuente de antigeno utilizamos al decapéptido sintético (antigeno puro),
membranas de higado Jde rata y membranas de eritrocito de pavo (antigeno parcialmente
puro).

Para enlazar ¢l antigeno puro o parcialmente puro a la base del pozo de cloruro
de polivinilo, se le afadicron 100ng/50ul. 6 lug/50ul. dec la solucion del péptido o
extracto de membranas a cada pozo. Sc incubaron toda la noche a 4°C y sc lavé la placa
2 veces con PBS. Los espacios hibres de la placa que no contenian antigeno se¢ saturaron
con amorntiguador saturante del enlazamiento inespecifico (BSA al 3% en PBSy 0.02%
de azida) por 2 horas a temperatura ambiente .

Nuevamente se lavaron Ios'poz,os dos veces con PBS. Se adicionaron 501/ pozo
de solucidn con el anticuerpo en diluciones de 1.100, 1:500, 1:1000, 1:3000 y 1:5000
para el caso del pdéptido o 1 100, 1 500, 1:1000, 1:2000 y 1:3000 para el caso del
extracto membranal Se¢ incubaron 2 horas a temperaturn ambiente en atmésfera
humeda Todas las diluciones del anticuerpo sc hicicron en amortiguador saturante del
enlazamiento inespecifico Se lavaron los pozos por cuatro ocasiones con PBS.

Se adiciono ¢l 20. anticuerpo anti-gallina ¢! cual estaba marcado con peroxidasa
o fosfatasa alcalina, segun ¢l experimento donde se indique, y con fosfatasa alcalina en
el caso del anticuerpo anti-cone¢jo, ¢n una dilucién de 1:3000 en amortiguador saturante
del enlazamiento inespecifico. Se incubd 2 horas a temperatura ambiente. Se lavaron
{os pozos nuevamente 4 veces con PBS.

El color se desarrolld como se describe a continuacion.

DESARROLLO DE COLOR CON EL 20. ANTICUERPO.

Cuando ¢! segundo anticuerpo era marcado con peroxidasa de rabano se hizo lo
siguientc para desarrollar color:
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Se prepard una solucién de 6 mg de o-fenildiaminobenzidina en 12 mL de
amortiguador de citratos 0.1 M pH 5.6 (solucidon concentrada) A esta solucién sc
adiciond 100 pl. de peréxido de hidrogeno al 3 %. Después del lavado final con PBS se
adicionaron SO uL de la solucién substrato a cada pozo. Sc incubd aproximadamente 15
minutos a temperatura ambiente. Se¢ adicionaron 50 uL de acido sulfurico S N para
parar la reaccion a todos los poros. Como blanco se utilizé sélo el substrato, cn este
caso,

50 pl de o-fenildiaminobenzidina mas 50 pul de dcido sulfurico SN Las absorbencias
se leycron a 492 nm.

Si €l anticuerpo se encontraba acoplado a Ia fosfatasa alcalina, ¢l color sc
desarrollé de la siguiente mancra: .

Se disolvieron 10 mg de p-nitrofenilfosfato (PNPP) en 10 mL de dictanolamina
10 mM pH 9.5 conteniendo MgCl; 0.5 mM (solucion concentrada) Después del lavado
final con P8BS, In placa s¢ lavé 2 veces con 10 mM de dictanolamina con 0.5 mM de
MgCil; a pH 9.5. Sc adicionaron 50ul. de la solucion substrato a cada pozo por
microtitular. Se incubdé 15 minutos aproximadamente a temperatura ambiente. Se
adiciono 50ul. de EDTA 0.1 M para parar la reaccion. Como blanco se utilizo solo el
substrato, en este caso, 50 plL de p-nitrofenil fosfato mas 50 puL de EDTA O0.1M. La
placa se ley6 a 405 nm.

ENSAYOS DE LA ADENILATO CICLASA.

La actividad de la adenilato ciclasa se midié por ¢l método de Salomon y cols.
[t11] como sigue:

La mezcla de reaccién estuvo compuesta de teofilina 10 mM, fosfocreatina 7.4
mg/mL, creatina cinasa 1 mg/mL y ATP frio 0.4 mM; todo esto sc disolvié en S mL de
amortiguador Tris-HCl 25 mM, MgCl: 5 mM, se¢ adicioné ademas a la mezcla de
reaccion [a"P] ATP (1 pCiftubo). E1 ATP 0.4mM y ¢l [a*?P] ATP se agregaron al final
para cvitar hidrélisis.

Se adicioné a cada tubo S0 ul de la mezcla de reacciéon y GTP a una
concentracién de 10™*M. Para lograr una estimulacién en la actividad de la AC via

receptores f-adrenérgicos se adiciond en un tubo ademas, isoproterenol 10 M
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(agonista B-adrenérgico) v para determinar que los anticucrpos tienen la capacidad de
bloquear aGs, s¢ puso respectivamente a otro par de tubos 1soproterenol mas anticucrpo
de concjo e isoproterenol mas anticuerpo de gallina, ambos anticuerpos a una dilucion
de 1:50. Sc adicioné a otro tubo forskolina a una concentracion final de 10°°M para
verificar el buen estado funcional del sistema transductor

La reaccion sc inicio con 50 ul. de membranas de higado de rata (100-150 pg).
Sc incubaron 20 minutos a 30°C en agitacién. l.a reaccton se paro con 1 ml. de SDS al
1 %. Se adiciond [*H | AMPc a cada tubo (12,000 cpm). El contenido de los tubos se
coloco cn columnas de Dowex, desechando ¢l cluado lLas columnas se lavaron con 2
mL de agua, sc transfiricron a columnas de alumina y se les afladié 3 mL de agua, cuyo

it

cluado se d ho. Las 1 de alumina s¢ colocaron sobre viales y se

eluyeron con 4 ml. de imidazol 0.1 M-azida de sodio 0.1 mM a pH 7.5. A los viales se

les adiciond liquido de centelleo y se determinaron Py *H.
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RESULTADOS.

SAYOS DE ELISA.

Sec realizaron expenmentos para observar la capacidad de los Pos para antigenos
de diferente naturaleza en membranas de higado de rata ¥ membranas de eritrocito de pavo, también se
probaron con el decapéptido sintético. Sec unilizaron estos ires antigenos para titular los anticuerpos
mediante prucbas de ELISA

Al usar como antj o al tido ¢ (a puro) se¢ obscrvod un reconocimiento

pricticamente igual con ¢l anticuerpo de concjo que con ¢l de gallina a notar por las diluciones del
anticuerpo que se hicieron que fueron desde 1100 hasta de 1:5000 (Fig. 1)

En los ensayos donde usamos como fuente de antigeno membranas de enitrocito de pavo (Fig 2)y
membranas de higado de rawa (Fig 3) respectivamecente, se observo un reconocimiento lhigeramente mayor
en los anticuerpos de concjo que para los anticucrpos de gallina, las diluciones para ambos anticuerpos
fueron desde 1:100 hasta t 3000. Para llevar a cabo la comparaciéon de los anticuerpos de conejo » gatlina
se obtuvieron en €l caso de la galhina, la yema de 9 dias después de la tercera inoculacion y . en el caso del
conejo, el sucro obterudo 10 dias después de 1a tercera inoculacion

Sc hicicron otros inmunocnsayos para las yemas que sc obtuvieron a diferentes fechas durante el
proceso de tnmunizacion para confirmmar que es despues de la tercera inoculacion cuando se logra una
mayor produccién de anticucrpos Para las yemas que se obtuvieron 5 dias después de la segunda
inoculacion se observa, qQue existe ya una produccion de anticucrpos especificos anti-aGs, esto €s que
aunque con absorbencias pequefias se obtuvo una respuesta leible con una dilucion 1 100 comparable con
fa dilucion 1:500 de la yema obternida a los 9 dias después de 1a tercera inoculacidn (Fig 4) Tambien se
realizaron inmunocnsayos con las IgG's de 1a yema de | dia después de la tercera noculacion obteniendo
que en la dilucién de 1:100 sc obtiene el 7126 de la respucsta de la yema del dia 9 después de la tercera

inoculacion por lo que ya se¢ observa una canudad mayor de anticuerpos producidos (Fig. 4)



29

0.40

Peroxidass A 492num
- Fosfatasa Alcaline X: 405nm.

0.35

0.30

0.25

0.20

Unidades de Absorbencia

(Dilucién x 10?)

FI1G. I Titulacién de anti: pos anti-aGs. Se usd el &

aplp & como a una 161, de
100ng/poro. El decapéptido se anadié y se £ijo a la placa como se indica en métodos al igual que las diluciones
realizadas. () anticuerpos de gallina. (@) anticucrpos de concjo El anticuerpo anti-gallina esta unido a peroxidasa, el

;jo csta do con fc Icali

La figura cs representativa de 1 experimento realizado
por duplicado.



30

0.16 -
o
8 0.12 -
£
(7]
<
& 0.08
£
k=]
o
- 0.04
0.00

—@ - Fosfatasa Alcalina A 40Snm

—@— Peroxidasa . 492nm .I
1
/
/

T T T

3 2 1
(Dilucion x 10™)

Fig. 2 Titulacién de anticuerpos anti-a Gs vs membranss de critrocito de pavo. El antigeno se unlizé a una

concentracién de 1pg/pozo. (®) anticuerpos de gallina, (8 ) anticuerpos de conejo. El anticuerpo anti-gallina esta

Jo csta do con La figura es representativade 1

unido a p i el po
expenimento realizado por duplicado.



31

05 ~@— Peraxidasa A 492am
—l - Fosfatasa Alcalina X 40Snm

o 04 -
: 2 I
g 0.3 /
: |
FER /
3 j
= {
0.1 -

0.0

(Dilucién x 10™%)

Fig. 3 Titulacién de anticuerpos anti-aGs vs membranas de higado de rats. El antigeno se utilizd a una
concentracidn de 1ug/pozo (e) anticucrpos de gallina, (@) anricucrpos de conejo. El anticuerpo anti-gallina esti
esta marcado con fosfatasa alcalina. La figura es representativa de o

el po j
. duplicad

por

unido a p-




32

Fosfatasa Alcalina A. 40Snm.

0.28
2]
=3
E 0.21
o
A
<2
3
» 0.14
3
©
=
=
=1
0.07 —
0.00 T T T T T
S 4 3 2 1 o]
(Dilucién x107%)
Fig. 4 T i6n de pos anti-aGs de galtina vs el éptid Se p 100 ng pozo de
antigeno. (®) La yema de $ dias d de la da i lacion, (l§) La yema de 1 dia despuéds de la tevrcera
laci El 20. po cstd do con

realizado por duplicado.

La figura es representativa de | experitnento



33

TIMMUNOBLOT™.

Parn probar que se produy los pos contra aGs cn concjo y gallina se realizaron
“immunoblots™ utthzando como fuente de antigeno membranas de higado de rata, y las bandas que fucron
reconocidas se observaron en una region de 45 KDa aproximadamente (Fig 5). Esto indica que ambos
anticuerpos son capaces de r al 3 Lizado

ACTIVIDAD DE LA ADENILATO CICLASA.

Para determinar si estos anticuerpos pucden bl i sifu la dad 1 de la sub

idad aGs,
se midio la acuvacion de la ademilato ewclasa por receptores fl-adrenergicos. Como una prucba del buen
estado funcional de las membranas se utilizo un ensayo con forskolina, Que estimula directamente a la
adenilato ciclasa para la produccion de AMPc, y sc obsenvo una estimulacion de 4-5 veces con respecto al
basal (Fig 6b) Sc observo también la estimulacion de la adenilato ciclasa en membranas de higado de
rata por isoprotercnol (Fig 6¢). agonista 3-adrenérgico acoplado mediante Gs a la adenilato ciclasa y que
esta activacidn es resertida con los anticuerpos producidos tanto en conejo (Fig 6d) como cn gallina (fig
6¢). Para los anticuerpos de concjo, se obsen o que estos disminuyeron la actividad de 1a ademlato ciclasa
a valores practicamente iguales al del basal  De mancra interesante se obsenvo que los anticuerpos
producidos en gallina son capaces de dismunuir la actividad de la ademilato ciclasa aun por debajo del

basal, lo que sugicre Que inhibe la activacion de la ademlato ciclasa por la proteina Gs endogena.
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actividad basal fue de 3.06 £ 0.2 pmol/min/mg de proteina.




CANTIDAD DE ANTICUERPOS PRODUCIDOS.

En la tbla I s¢ muestra la comparacion del rendimiento de anticuerpos obtenidos de las dos
fuentes utilizadas on este trabajo

Se le hizo una sangria de 10 ml al congjo v sc obtuvicron 2 7 mL de sucro tnmune, mentras que
dec una yema de huevo de la gallina de 25 ml. se obtuvieron 2 0 ml. de IgY's (1a yema con la que se hizo la
comparacion es de 10 dias despues de la tercera inoculacion) Hasta este punto tanto en volumen como en
cantidad de proteina, el concjo parccia el mejor pero, al tomar 1 ml. de sucro © IgY’s y precipitarios por
separado con una solucion de sulfato de amomo saturado para la punficacion parcial de las I1gG's,
observamos que tanto sucro como IgY's proporcionaron una cantidad de protetna por milthtro similar (15
mg/mL) sin embargo, la diferencia estuvo en la cantidad de proteina enriquecida con IgG, ya que para el

concjo se obtuvieron 16.2 mg de protcina v para Ja gallina se obtuvieron 42.0 mg de protcina
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Tabla 1. Procedimiento de Ia purifiacidn parcial de los anticuerpos produciods en concjo y gallina.

La cuantificacion de proteina sc llevd a cabo por ¢l método de Lowry [106]
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los anticuerpos sclectivos contra péptidos  correspondientes  al  carboxilo
terminal de ta subunidad @ de Gs sc enlazan o la misma region de fa subunidad a que
interncciona con ¢! receptor. La utilidad de estos anticuerpos en determinar ia
especificidnd del acoplamiento receptor-proteina G en sistemas celulares estd bien
documentada. Las manifestaciones de seales mediadas por agomistas pucden ser
interrumpidas selectivamente con anticuerpos como la estimulacton o inhibicion de la
adenilato ciclasa [95].

En este trabajo s¢ realizd la comparacion de anticuerpos producidos tanto en
conejo como en gallina anti-aGs, por el decapépttdo que comprende e! carboxilo
terminal dc aGs. Esta region del extremo carboxilo terminal de la subunidad uGs
parece jugar un papel importante en la interaccion con el receptor. Los anticuerpos
contra ¢l decapéptido 1inhiben potentemente la esumulacion de la adenilato ciclasa via
receptores B-adrenérgicos mediada por Gs, acorde con los estudios, que sugieren que ¢l
carboxilo terminal de aGs es esencral para la interacciéon con el receptor [112] Esto
nos indica que los anticuerpos producidos en conejo o gallina funcionan de manera
similar como se¢ ha reportado por Knecht [113]

El estudio realizado con los anticuerpos producidos tanto en conejo como en
gallina nos permite hacer una comparacion de éstos, desde dos puntos de vista
generales: la capacidad de reconocimiento que presentan los anticuerpos por su
antigeno, sin importar la naturaleza de este; y la cantidad de anticuerpos producidos por
estos dos animales.

E! “immuncblot™ es usado para detectar la presencia y la cantidad de un
antigeno, la masa molecular relativa de la cadena polipeptidica y la eficiencia en la
extraccion de un antigeno. Esta técnica es particularmente atil para ensayar la
presencia, cantidad y especificidad de anticuerpos de un suero potliclonal. E! principal
factor quc pucde determinar cl éxito de la prucba es la naturaleza del epitopo que sea
reconocido por cl anticuerpo. La resolucion de la electroforesis en gel implica la

desnaturalizacion del antigeno de la muestra; entonces solo podran unirse los

anticuerpos a los cpitopos que fucron r nes a la d rali . Todos los

sueros policlonales tienen al menos algunos anticucrpos de este tipo. El “immunoblot™
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no requicre en particular nnllcucrpo‘nm ul.ﬁﬁmh‘i lmatmf liclonales

son probablemente el tipo mas usado de anticuerpos para ¢l “immunoblot™ Un sucro

policlonal contiene cantidades considerables de anticuerpos especificos por lo que

pueden ser dituidos extensamente {99]

Los anticucrpos producidos en las dos espectes utilizados en el “immunoblot™
para determinar su especificidad contra aGs, presentan la misma capacidad para
reconocer antigenos desnaturahizados. ya que las bandas se observaron en un peso
molccular de 45 KDa que cs ¢] peso aproximado de aGs, La difucion con la que se
trabajaron los anticuerpos en el “immunoblot™ fue de 1:500, s1 estas diluciones se
comparan con las que se usan con algunos anticuerpos anti-aG comerciales que son
prepurificados gencralmente en columnas de proteina A, cuya dilucion recomendada
para “immunoblot” es de 1:1000, se¢ puede decir entonces que los titulos que obtuvimos
con nuestros antiCuerpos son satisfactonos considerando que solo se les sometiéo a un
proceso de purnificacion parcial precipitandolos con sulfato de amonio Esto se debio a
que se inteatd mancjar ainbos anticuerpos en condiciones semejantes y las IgY's de
gallina no tienen la capacidad de enlazarse a la proteina A, o que impide su umon a las
columnas con e¢ste upo de soporte, generalmente utihzadas para purificar los
anticuerpos de conejo

Los anticuerpos tambien se compararon mediante prucbas de ELISA, las cuales
se realizaron por sus grandes ventajas, como el limite de deteccion que es de
aproximadamente de O 1-1 0 fmoles, aproximadamente 001-01 ng de proteina
(considerando un PM de 100 KDJa), es rapido v facil, detecta la presencia de anticuerpos
v lo cuantifica [99]). 10 mas importante para cl laboratorio acerca de usar esta técnica s
que su sensibilidad depende de la actividad especifica del antigeno y que necesita una
gran afimdad del anticuerpo por su antigeno Ademas de que nos permitio saber si habia
alguna preferencia en el reconocimiento, determinado por cl antigeno de la especie
filogendticamente mas cercana Con esta técnica comprobamos que los anticuerpos
producidos en ambas especies presentan esta reconocimiento para varias fuentes de
antigeno como cl decapéptido sintético que se inoculo, ademas este reconocimiento fue
mucho mayor con el decapéptido que el que presentaron con las otras dos fuentes de
antigeno ya fueran membranas de higado de rata o membranas de eritrocito de pavo. ya

que el titulo con et decapéptido para ambas fuentes de anticuerpos fue de 1.5000.
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La afinidad que prescntaron los anticuerpos de gajlina para con las otras fuentes
de antigeno fue menor con respecto a los anticuerpos de conejo. esta diferencia se
observa principalmente en la dilucion mas baja de anticuerpo ya que a diluciones mas
altas la diferencia no es grande. El titulo de los anticuerpos para estas dos fuentes de
antigeno fue de 13000. La afinidad de ambos anticuerpos fue mayor para las
membranas de higado de rata, en relacion a la observada para las membranas de
critrocito de pavo, ésta ¢s aproximadamente tres veces mas grande para las membranas
de higado de rata. Sin embargo. cabe sefalar que ¢l 20 anticuerpo anti-gallina estaba
conjugado con peroxidasa, que cs menos sensible que la fosfatasa alcalina la cual estaba
conjugada al anticuerpo anti-concjo, lo que pudo contar para las diferencias que se
observaron

Tambtén se practicaron inmunocnsayos para los anticuerpos de otras yemas de
huevo de gallina en 10s cuales observamos que antes de una tercera inoculacion, ya hay
presencia de los anticuerpos anti-aGs, aunque la cantidad de anticuerpos producidos
aun c¢s baja en comparaciéon de la cantidad presente en la yema de un dia despues de la
tercern inoculacion. Cabe mencionar que los anticuerpos que utilizamos para todos los
cnsayos, excepto donde se indique lo contrano, fueron obtenidos de la yema de huevo,
cormrespondicnte a nueve dias despues de [a tercera inoculacion

Con estos ensayos de “immunoblot”™ ¥ ELISA comprobamos que el anticuerpos
tiene In capacidad de reconocer al antigeno ya sea que este s¢ obtenga sintéticamente
(ELISA. Figs. 1 y 1), o desnaturalizado (“immunoblot™ Fig 5) 0 en su forma silvestre
formando parte estructural de la proteina (ELISA, Figs 2y 3)

En cuanto a la afinidad que presentaron los anticuerpos de gallina ¥ conejo para
la proteina Gs in sinu, esta se comprobd indirectamente midiendo et bloqueo de la
activacion de la adenilato ciclasa a través de la proteina Gs acoplada con receptores -
adrenérgicos. En este ensayo sc obtuvo una elevacion en la actividad de la adenilato
ciclasa con forskolina que activa directamente a esta enzima y sc usd para comprobar
que los clementos del sistema de transducciéon de scdales cstaban presentes y en buen
estado. Al medir la actividad de la adenilato ciclasa en presencia de isoproterenol, un
agonista B-adrenérgico, se obtuvo una clevacion en su actividad del 4326 con respecto
al basal, y que ésta se revierte pricticamente al nivel del basal (99%) en presencia de

los anticuerpos de conejo. En presencia de los anticuerpos de gallina esta reversién en
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Ia actividad de la adenilato ciclasa fue mas ailla del basal (79%4), lo que sugiere que sc
estd inhibiendo ia activacion de la adenilato ciclasa por Ia proteina Gs activada de
mancra endégena [114], hecho que nos sugicre la gran potencia de estos anticuerpos

para unirsc al i La cap dad que pr on los anticucrpos de gallina para

bloquear a la proteina Gs s mayor que la que presentaron los anticuerpos de congjo en
membranas de higado de rata (fig. 6).

En cuanto a la cantidad de anucuerpos producidos en gallina y concjos se
observa que de la yema de la gallina se obtiene una cantidad considerable de IgY s que
se pucden utilizar para los ensayos. obviamente los anticuerpos aqui estin mas puros
que en ¢l sucro de conejo Al precipitar ¢l suero y las IgY s con sulfato de amonio con
la finalidad dc obtener una punificacion parcial de IgG's, se obtuvo una concentracién
igual de proteina tanto en concjo como en gallina, pero en gallina s¢ obtuvo un volumen
3.5 veces mayor que en ¢l concjo (Tabla 1) Hasta aqui {a produccion de anticucrpos en
gallina ha resultado mejor en varios aspectos’ primero se logro una mejor respuesta en
el bloqueo a la protcina Gs. segundo, se produjo una mayor cantidad de anticuerpos
semtpunficados de IgY 's y/0 sucro  Algunos autores han considerado otra ventaja de los
anticuerpos de gallina, que e¢s la facilidad con que se obliecnen considerando sus
respectivas fuentes Esto ©s . que ¢s mas dificil sangrar un conejo que colectar los
hucvos de la gallina Sin embargo. estos se ve balanceado en que es menos labonoso el
proceso para obtener las I1gG’s de conejo en relacion a las de galhina

Otro aspecto importante a considerar cuando se utilizan estas dos especies para
producis anticuerpos es gue la cdad optima para la produccion de anticuerpos en
conecjos cs sélo dentro de 10s 4 a los 6 primeros meses de edad, después de este tiempo,
la calidad y canuidad de los anticucrpos que sc obtienen va disminuyendo, ademas del
tiempo que se tiene que CSPCrar para que un conecjo se recupere de una sangria a otra.

En e! caso de las gallinas 1a produccion de huevos empieza a partir de los tres
meses de vida y es constante durante todo un aflo, por lo que la cantidad de anticuerpos
que s¢ pueden obtcner de 1as yemas es mucho mas grande, solo tendria que reinocularse
a la gallina en el ttempo en ¢l cual el titulo de anticuerpos ya sea bajo Despuds del afdo
de produccion de huevos se descansa a la gallina para que tenga otro periodo para poner
huevos, aunque la cantidad de huevos disminuye asi como la capacidad de

reconocimiento y cantidad de anticucrpos que sec obticnen de éstas
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Con base en los Itad btenid. d luir que:

- En o imi de i silvestres la afinidad entre los anticuerpos

producidos cn concjo ¥ galhina es practicamente 1gual, como lo presentan los ensayos de
ELISA.

- Los annicucrpos anti-péptido obtenidos de la yema de hucvo de gallina demostraron
ser una mcjor alternativa que las inmunoglobulinas del sucro de conejo, en cuanto a que
se logro un mejor bloguco cen la proteina Gs para activar a la adenilato ciclasa

= La produccion de Jos anticuerpos de una yema del hucvo de gallina es mayor que la

de una sangria de concyo. ¢sta sumple aproximacion presenta una atractiva alternativa
para practicar los métodos convencionales de produccién de anticuerpos policlonales en
gollina.
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