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l:"ITRODlTCCIÓN. 

CARACTERISTICAS GES ERAi.ES DE 1#' PROTEISA G. 

Las protcinas G son una subfamilia pertenecientes a una supcñamitia de 

proteínas cnla;..n.da."i a GTP que mclu)'en a las proteínas ras y ras·hke f 1. :?J. Aunque se 

presenta una substancial diversidad en la !i.uhfom1lia de las proteínas G. sus miembros 

tienen ciertas caructcrlst1cas comunes en estructura )'' función Por definición, todas son 

hc1erotrimcros consistentes de ~ubumdadcs u:. P ) ·t. coda una codificada por distintos 

genes. Lu. subumdad a es Ja que prc!>cnta homolog:ia estructural y funcional con otros 

miembros de la superfum1ha de proteinas enla.7..adas a GTP Estas enlR.7.an a los 

nuclcótldos de guanina con una alta afinidad y especificidad y poseen act1v1dad 

intrínseca de GTPasa. Las suhumdades J3 y "f están asociadas t!strcchamc:nte pero no en 

forma co\.alcnte parn fonnar un complejo funcronu.1 py 

La funcaon de las protcrnas G cs como transductores de mfonnac1on a través de 

Ja membrana celular por acoplamiento de d1\.erso~ receptores a efectores Estas nctUan 

como mternaptorcs con un estado de ··apagado"' y .. encendido·· gobernado por el ciclo 

de la GTPasa (fig: IJ 

Los receptores acti\.ados por una sci1aJ cxtrocelular apr-op1ada <honnonas. 

neurotrunsm1sor-cs. olon:s y fotones de luz) funcionan como factores de cambio, 

permitiendo que el fuerte y estrecho enlace con GDP de In subumdad a sea 

reemplazado por el enlace con GTP. Ciertas loxmas boctcnanas mod1t1can Ja func1on 

de la pr-otcina G por transfCrcncin de la ADP-nbosa del NAO hacia aminoácidos 

cspc:cificos dentro de la subumdad a. La PTX y In CTX. modifican covalentemente un 

subconjunto de ~ubumdadcs c:r. e mh1~n el intercambio del nucleót1do de guanina por 

bloqueo del n:ccptor donde: se acopla la pr-otcina G. Pueslo que las concentraciones 

intracelulares de GTP exceden a la~ de GDP por lo menos en una orden de magnitud. 

generalmente se asume que existe la misma afinidad par-a GDP que par-a GTP, el sitio 

"\.·acio·· puede ser llenado por GTP después de la hbcrac1ón de GDP Las d1fercnres 

proleinas G presentan d1t~n:ntes velocidades mlrinseca.!<. de mtercamb10 de nucleót1dos 

de guanina en ausencia del receptor (3-5). 
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EFECTOR. 

Figura i. El ciclo de la OTPnsa de la protcina G. En su estado basal o C5tado inactivo. la 

subunidad a está unida a GDP y está asociada como un heterouimC1'o con el complejo J3y_ La 

interacción con la porción intrncclular de un receptor activado por su agonista conduce o.1 

recambio de GDP por GTP. El enlace con GTP conduce a la disociación de la proteína Ga. tanto 

del n:ccptor como de las subuni~es py. LA subwudad a.-GTP intera.:tlla con y regula. 

efectores. como en algunos casos tmnbiCn lo hnce [ly. La actividnd intrinscca. de OTPa.sa de la 

subunidad a conduce a la hidrólisis de GTP a GDP -+- Pi. Esto cal153 la disociación de la 

subunidad a del efector y su rcasociac16n con (ly. dando fin al c1clo. Las toxinas bacterianas 

modifican covalcntementc a la subunidad a y por lo tanto aJtern.n la transducción de smales (ver 

texto). 



El enlace de GTP conduce a un cambio en In confonnución de la subumdad r:r. (6) que 

provoca In nctivnción de Jo proteína G y la d1socrnc1ún de: la subunidad u enlazada ni 

OTP del complcjolly. Se ha sugerido (7 J. que In d1socioción de las subumdades de la 

protefna G también ocurre ,,, :<0/u (p. ej. membranas cnla.7..adas a protc:inas G). y es 

esencial para In regulación del efector, ya sea por la subunidad a {HJ. o por el comple10 

IJy (9) o por ambos ( 1 O). 

La nctivnctón de la proteJna G está dctcnninada por In nct1v1dad de la GTPasa 

intrínseca a In subun1dad a.. Aunque es rclnt1vnmentc baja la actividad de GTPasa de In 

subunidnd a. ( ::11:: 2:-4 GTP h1droli;ado por minuto) es más ritptda por vanos ordenes de 

magnitud en comparactón con la subfamilia de proteínas de baJo pcM> molecular umda.s 

n GTP [2. 6J Para éstas últimas. se han u.Jent1ficado d1stmtas proteinas act1vndoras de 

GTPasa ya que estas proteínas no ttcnc c..;;t.a capactdad de hacerlo por s1 mismas, no o;e 

han idem1ficndo este tipo de protc:inns para la ~uhumdad u. ya que esta función de 

GTPasa parece estar dada por un dom1mo dentro de In misma subumdad a 

El enlace de analogos no htdrollr..ablcs de GTP conducen a la act1 .. ación 

persistente de protcina G. La CTX catallz.a la mod1ficac1ón de a.s, provoca una 

estimulación en la fonnac1on de AMPc mediante la protctna G. mh1bc la acuv1dad de 

GTPasa y conduce a la act1\.·ac1ón persistente por ~u ligando natural. el GTP 

Los mnes de fluorun.l (en la forma de complejos de fluoruro de alummio) 

tambiCn causan la activación persistente de la protcina G El comph:Jo se enlaza 

adyacente a GDP y aparenta ser el grupo y-fosfato del GTP [ 1 1 J. lntcresantt:mcnte. a 

pesar de la alta conservación de Jos am10oác1dos involucrados en el enlace del 

nuclcót1do de guanina a travCs de la supcñam1ha. únicamente la subunidad a. es 

aparentemente capaL de ser act1vuda por fluoruro (11. I::?]. En la hidról1s1s de GTP a 

GDP. la subumdad cr. regresa a su conformación original. teniendo otra vez una alta 

afinidad por el complejo py 

La formación del heterotrimero es requerida. por la alta afinidad de acoplamiento 

de Ja proteína Gal receptor [13. 14). 



t:STRUCTURA Dt: LA SUBUNll>All a.. 

Las subunidadcs u intcrnccionnn con los nuclcóttdos de guanina. c1 complejo 

py. receptores. efectores y membranas celulares y tal vez cnn otros estructuras no 

identificadas. Dada la mu1t1phcidnd de 1ntcracc1oncs. no es de sorprenderse que el total 

de In secuencia de aminotic1dos de una protcina G. en panicular la suhumdnd o. tienda 

a estar muy con.serva.da Hasta el momento se han tdcntlfit ... ado JO tipos de subumdades 

"' [15). 

Ciertas rcgtoncs de todas las ~ubunidadcs a están muy altamente conservadas 

(> 90º/o). mientras que otra."i son mucho mas d1stint1v~s para un subllpo en panicular 

(<60~,ó de conscrvac16n) (:?. 16. 171 Las rcgaoncs tcrmtnnh:s estñn involucradas 

probablemente en lru. intcracc1oncs protcina·protcina (p CJ acoplam1cnto del receptor y 

efector) Unico para cada subtipo. Las regiones mas altamente conservadas entonces 

detcrrninun funciones en comUn. como cnlaz..ar GTP e h1droh;r.arlo Estudios de 

mutagCncsas d1ng1da. de mutantes espontáneos, construcc1on de suhumdadcs u 

quimCncas )' estudios de química de proteínas han ayudado a conocer en detalle pero 

de manera incompleta, la relación entre: la estructura y func1on de la .;;ubumdad a 

El análisis cnstalográfico de la estructura tnd1mcns1onal basado en los rayos X 

es incompleto, pero las extrapolaciones de la estructura cnstahna disponibles de ras 

p21 (6. 17-21) han proporcionado mfonnactón ad1c1onal 

El peso de las subumdades a vada entre 3Q y 5:? KDa. pc~o molecular aparente 

basado en la clectrofores1s en gel con SOS llay cmco regiones dtscontmuas de la 

secuencia pnmana de la subuni<lad a. que representan la -.ccucnc1a altamente 

conser..-ada. no solamente a travCs de la subfamtha de las subumdadcs a.. sino también a 

través de la supcrfam1ha de proteínas c:nla7..adas a GTP (Figura 11) Las extrapolaciones 

de la estructura cnstahna de ras p21 apoyan la idea de que c<>tas reg10nes de Ja 

subunidad a estan involucradas en c1 enlace con c1 GTP. Se: han asignado varios 

nombres usados para cada región pero se han referido mas comúnmente como Gl-GS 

(6, 22] GI tiene el consenso GXXXXGK(S1I). (cada letra es un aminoácido donde X 

es cualquier residuo) y sabemos que esta involucrado en el enlace fosfato de todos los 

tipos de proteínas unidas a nuch:óudos El Ult1mo residuo de G l participa 

presumiblemente en el cnlace del ion magnesio. Muchas suhumdades a tienen la 

secuencia GAGESGKS para Gl. pero alguna~ clonadas mas recientemente como ta az 



(G~SGKS) y aq (GIGESGKS) '\'arian en estos ammoác1dos y Csto puede ser 

fundnmentnl para dctenninnr su bnjn "'t:locidnd para hbc1"ar GDP (4. 23. 241 

r-...tutacioncs en cstn región de la subunídad a pueden dismmuir la actividad de GTPasn 

(22. 25-27). pero no conducen n una activación constitutiva podc:l"osa como sucede en 

msp21. 

G2 incluye un residuo de ueonina altamente conservado que puede interactuar 

con el ion magnesio unido a los fosfatos p y y del nucleóudo de guanina (6] GJ tiene 

Ja secuencia DVGCQ en todas las subumdadcs o. y puede estar involucrado en el 

cambio conformncional crhico producido por el reemplazamiento de GDP por GTP. y 

en In hidrólisis del enlace de alta energía del GTP La glutamina CQ) corresponde a la 

posición 61 en ras p21. el cual cu.ando es mutado reduce la actividad de GTPasa y 

causa una activación constitutiva y una trn.nsfonnac1ón maligna en fibroblastos 

Mutaciones s1m1lares en vanas subumdades u. causan asi mismo una reducción en la. 

actividad de la GTPasn y una act1vac1ón const1tut1va de las vías efectoras [2S, :!6. 28-

30). En las subunidades as. la mutación de ambos 1"es1duos de glicina adyacentes n GJ 

(DVQQ.Q) bloquean la act1vac1ón por GTP Este contraste con ras p:! 1. en el cual la 

mutación de glicina 59 ó la glutnmina 51 causa una act1vac1ón constitutiva equ1 ... alente 

La región G4 que tiene la secuencio NK.XD está mvolucrada en el enlace al 

anillo de purma del nucleótido de guamna, esta región confiere cspec1fic1dad para la 

guanina. GS es usualmente TCAXDT en las subumdades c.r., puede también interactuar 

indirectamente con el nucleótldo de guanina. 

La CTX catahz.n la AOP·nbosilación de un residuo de argmma (Arg .:ui en Ja 

fonna larga de as) dentro de la región G2. Ordinariamente sólo la a.s es un buen 

substrato para la CTX a pesar de que este residuo de argmina esta conservado en todas 

las otras subunidadc:s a Es posible que Csto l"eflejc un requcnm1ento confonnacional 

único. ya sea por acercamiento o distanciamiento de un residuo de un aminoácido 

desconocido. Bajo c1enas cond1c10ncs (acuvactón del receptor y remoción del 

nucleótido de guamna). otras subumdades a tambu!n son substratos de CTX [31 J. La 

ADP·ribosilación catahzada por CTX de cada subumdad a puede n:quenr la creación 

de un .. sitio vacante .. [3:!). La modificación por CTX inhibe la actividad de GTPasa y 

provoca una activac1on constitutiva. no sólo de as sino tamb1Cn otros substratos 

quiméricos como la ui2 [33). La mutación del mismo residuo de argmina inhibe la 



nctividad de GTPnsu y causa unn activación constitutiva comparable con la causada por 

modificación covalente del residuo por CTX (34. 351 

La PTX tambic!n catnlil'.&:a la ADP·nbosilación, pero el aceptor es un residuo de 

cisteina. cuarto a partir del carbo"<1lo tennmal [36). Esto conduce a un desacoplamiento 

de la protdna G del receptor pero no modifica otros aspectos claves de la función de la 

proteina G como el mtcrcambm de nuclcOlldos de gunninn. ni la actividad de GTPasn 

(37). La mutación de un residuo de: argminn. sexto a pan1r del carboxilo terminal de a.s 

tambien conduce n un dcsacoplamu:nto al receptor [38, 39). Esto y otras evidencias 

sugieren que lo porción del carboxilo terminal es critico en las intc:racc1onc:s con el 

receptor. 

Dada la alta '1anac1ón de: In región entre G 1 y 02, se tiende a especular que estB 

involucrada en las mtcmcciones con el efector [ 17), pero datos más recientes de 

proteina.s G quiméricas [40~1] y de mutagénes1s directa [21,42) md1can que la región 

de interacción con el efector está dentro del tercer carbox1lo terminal de la subunidad 

CL 

La región entre G 1 y G2 puede entonces representar una proteína tipo GAP 

endógena para las subunidades a [6 ]. 

Las extrapolaciones hechas de ras p2 l de su estructura cnstalina sugieren que el 

amino y carboxilo tenninat de las subunidadcs a pueden estar cercanas y onentadns 

hacia la superficie membrana! (19). Existen evidencias a partir de Ja construcción 

quimérica de ambas terminaciones. que estas pueden estar '""'olucradas en la supresión 

de la disociación de GDP y en la interacción con el comple10 py [22. 41, 43) El 

rompimiento proteolítico del amino tcnninal. una porción de 1·2 KDa de la subunidnd 

a. elimina la interacción con el complejo l}y (44). 

Para ciertas subunidadcs a. la m1ristoylación de un residuo de glicina ammo 

terminal es requerido para una alta afinidad de interacción con el complejo py [45. 46). 

De una manera interesante. a pesar de la evidencia que in,,.olucra al carboxllo tennmal 

en el acoplamiento al receptor. el mastoparan (un pCpt1do que mimetiza al receptor 

acoplado a la proteína G), presentó un enlace cruz.ado a un residuo de c1stema cercano 

al amino terminal de la subunidad a [ 4 7). Esto puede refle1ar una prox1m1dad dd amano 

y carboxilo tenninales de las subunidades u. y la interacción de ambos. receptores y 

complejos py con estas regiones. 
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Fla:ur• ll. Vista esquemática de la subunldad a. de GL La figura esta disct'\a.da pru-a rcsaltar 

las funciones propuest~ y una relación cspB.Cial gcner.ü de las diferentes rcg.iones de una 

subunidad a.. no esta rcprcsermmd.o la actual estructura mdimcnsional de la protc:ina. La 

subunidad as es vista desde el citosol. con la membrana plasrmi.tica de fondo. El enlace m GTP 

está representado como PPP·G. El cxtretno amino tenninal (involucr.t.do en el enlace con '3Y y 

en la atenuación de la liberación de GDP) y el extremo carboxilo tenn.inal (involucrado en el 

acoplamiento con el i-eccptor) de la subunidad. est3n representados en la prox.imtd3.d de l;i 

membrana. El compleJO l}y es requerido para la activación de la subunid3d a. por- el receptor. 

Las cinco !.CCUencias conservadas involucradas en el enlace .U nucleótido de guanma y su 

hidrólisis están representadas por bandas obscuras (Gl-05). GI está. involucrada en el enlace de 

los fosfatos a. y P de1 nucleótido. El residuo de Arg:o 1 en la región 02 es el sitio de la ADP

ribosilación por la CTX. 03 es critico en el cambio confonnaciono.l que resulta del 

reempla.zamienio de GDP con GTP y en Ja hidrólisis del fosfaio y. G4 y GS están involucra.dos 

en el enlace con el anillo de guanina del nuclcótido. 



DIVERSIDAD DE LA PROT~ÍNA G 

Al prim:1pio lns protcinas G fueron 1dcntificnda.'i y caraclenzadao; por su 

funcionahdad Gs y Gi representaron proteinas G que mcdu1ban esl1mulación e 

inhibición de ademlato c1clasa rcspcct1vnmente~ Gt (tran.'iduc1na) representa la proteina 

G fotorn:ceptora '""ºlucrada en el acoplam1ento de rodops1na activada por IUI: a Ja 

fosfodu:stera.!>a de Gr-..trc La SlL">CCpllb1hdud de rnod1ficac1uncs co ... ah:ntcs (y 

func1onales) por toxmas bactcnanas tamb1Cn !>On de utilidad en la 1denuficac1ón. y 

algunas subunidades a de las protcinas G no cstiin exentas de estas mod1ficac1ones. El 

primer efecto reconoc1do de la PTX fue la prc .... cnc1ón de un receptor mediado por 

inhibición de In ademlato ctclnsa (48). De aqui que: .. G1° fue el pnmer substrato 

reconocido para PTX. Pronto se observó que 111 PTX puede bloquear la regulo.c1ón del 

receptor de otras vias efectoras incluyendo ciertos canales de calcio y "POtas10 Eo;to trajo 

confusión en la 1dcnt1ficac16n de las proteínas G sensibles a PTX involucrad.as en la 

regulación de cada via. 

La purificación y caractcnznc16n bioquimica de las protcinas G re .... claron una 

diversidad que no se había anticipado en la subfamiha. Las protclnas correspondientes a 

Gs. Gt y Gi fueron punficadas [ 13. 48-5 l ]. pero surgieron proteinas nuevas de función 

desconocida. Por ejemplo. todas las protelnas G que son abund.:J.ntes en el cerebro sólo 

se consideraban un nuevo substrato para PTX. a las cuale5 se les llamo Go (52] 

Además de la punficación. otros esfuerzos adicionales revelaron heterogeneidad 

bioquimica compatibles con mUluples subtipos de Gi y Go [53] Ev1dcnc1as 

inmunoquímicas también sugineron una multiplicidad de subtipos de G1 (54) La 

clonación molecular de DNA complementano (cDNA) que codifican a la subunidad a. 

dio una clara evidencia de mUll1ples subtipos de ni (55) 

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa pernutió la idenhficación de 

un nUmero de distintos genes (56. 57] que codifican para por- lo menos l S subumdades 

et de mamifer-os. Adcm3.."i de la diversidad que se logró por uniones ahemath. as de los 

genes de as (cuatro fonnas) y no (dos formas) [58, 59). Para cada subtil"-.., de una 

subunidad a. la secuencia de aminoácidos es altamente conservada (generalmente 

9So/a) a traves de las especies de mamifer-os. 
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Las subunidndcs a de mnmlfcro pueden ser agrupadas dentro de cuatro clases 

[16) bnsadn..o; en In identificación de aminoácidos y presumible distnncin evolutiva (ver 

tablo 1): 1) a..s y aolf. 2) atl. a.t2. ail. cx.i2. ai3. a.o y az. 3) aq, al 1. c.tl4. a.IS/16. 4) 

a.12. al J. a.IS que es npnrcntcmcnte el equivalente murino de In a.16 humana [16), el 

cDNA de la subunidnd a. de higado de bovino es llamado a.L 1 y a.L2 (60) 

correspondiente n a.14 y al l [ 16). rcspccuvnmcntc. y el cDNA llnmnda a.y del rctmal 

humano corresponde a al l (61). Otro cDNA nuevo,~ ..... ha sido aislado de las papilas 

gustativas de ruta (62). El análisis por ··nonhem'' e ''immunoblot" han ayudado a definir 

el rango de expresión de las proteínas cod1ficada...~. Eslos rangos van desde altamente 

restrictivos, como es el caso de las proteínas G mvolucradas en la transducción visual y 

olfatoria. hasta las proteínas tan ubicuas como son las mvolucrndas en la regulación de 

AMPc como segundo mensaJero La nomenclatura arlntraria (letras y/o números usados 

pana. designar los 5ubupos) obviamente no reflejan en gran medida su función. puesto 

que en muchos ca.sos definitivamente • se carece • del conoc1m1ento concc:micntc 

a la fWlc16n o funciones de un subtipo dado. 

Twnb1cn existe cierta diversidad entre las subumdades py ( 16 ). y actualmente no 

es claro como se combinan para formar los distantos compleJOS P·r Hay algunas 

md1cac1ones de que dependiendo de los complejos P·r estos pueden tener propiedades 

distmtas con respecto a Ja subumdad a (63) y a las interacciones con el receptor (64. 

65)~ Csto se está estudiando actualmente por dafen:ntes b'TUpos. 

Las pro1einas G se encuentran representadas en una gran cantidad de organismos 

(66--69). Aún con las distancias evolutivas. la consc:n,.ac1ón de la secuencia pnmana 

entre las proteínas de mnmifcro y sus contrapartes no mamlfc:ras es sorprendente (2. 

16). Hay algunos subtipos de proteína G que pe.recen estar conservados no sólo en 

estructura sino tambu:n en función. Gs. por ejemplo. csumula la fonnac1ón de AMPc 

tanto en la mosca de la fruta [70). como en el protozoano Euglenu J.:ruc1/1.,· (71 ). y en 

los mamifcros. En otros contextos, las proteinas G han evolucionado para tener una 

función Unica como un factor en la vía de apareamiento en levadura.."' fermentativas [72] 

y agregaciones celulares en el limo [68). La clonación de proteínas G ha revelado 

nuevas proteínas G cuya función especifica está por 1dcnt1ficarse 
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TABLA l. 

Divenidad de la Subunidad a en l\.lamffcro!t. 

SUBUNllDAD SUBSTRATO SE EXPRESA EFECTOR. 
a. PARA EN: 

TOXINA. 
Os CTX. Ubicua. Estimula AC. canales de 

calcio. 

o ... , CTX. Olfato. Estimula AC. 
Gtl PTXICIX Fotorreccptorcs de Estimula fosfodicstcrasa 

los bastones. de GMPc. 

012 PTXICIX Fotorrcccptores de Estimula fosfodicstenlSa 
los conos. de GMPc. 

Gil PTX. Neuronas y otros Inhibe AC. estimula 
tejidos. cnnalcs de calcio. 

Gi2 PTX. Ubicua. Inhibe AC. estimula 
canales de calcio. 

Gi3 PTX. Neuronas y otros Inhibe AC. estimula 
tejidos. canales de calcio 

Go PTX. Neuronas y Inhibe canales de calcio. 
endocrino. 

Gz - ? 
Neuronas v oh1QuetaS. 

Gq - Ubicua Estimula fosfolipa.sa C-
13. Gil - Ubicua.. 

Estimula fosfolipa.sa C-
Hígado. pulmón. 13. 014 - rii\ón. 

OIS/16 - Células sangutncas. 
Estimula fosfolipasa C-

13. 

Estimula fosfolipasa C-
13. 

012 Ubicua. 7 

013 - Ubicua. 7 
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ACTIVACtó:-; DE PROTF.Í:-iA~ G POR RECEPTORES. 

La idcnt11icac1ón y carac1cnJ'..ac1l>n de m1C:mbros de la familia de los receptores 

de siete dominios transmembranales (7-TMS) ha progresado rápidamente [73. 74). 

Cuando un agonista se enlaza n uno de estos receptores. la pcnurbactón molecular es 

conducida a truvCs de las hChccs cmbch1das en la membrana hacm la cara 

citoplasmiit1ca de la protcina. El anlllls1s hecho de los efectos en mutantes con dclcción 

y en receptores quimCnco!.. hn penn1t1do estudrnr el efecto en la secuencia de pCptidos 

correspondientes a porc10nes del receptor También los anticuerpos d1ngidos contra 

diferentes rcg1oncs c1toplasmát1cas, han sido ut1117.ados para mapcar los s1t1os 

potenciales de 1ntcracc1on entre el receptor y la protcina G (73, 75, 76) Hay evidencias 

concernientes a la part1c1pac1ón de algunos dom101os intracelulares del receptor que 

están mvolucrados en el acoplt1m1ento 11 las proteinas G Est05 dominios mclu . .-cn In 

segunda y tercera a..~~ c1toploi.sm1cas. cspec1almente los ~gmentos del amino y 

carbox1lo terminal y el segmento ammo tcnn1nal de la cola c1toplasm.ó.uca Las 

porciones de las asas intracelulares de un receptor 'illn importantes para detenninar la 

nfimdad relauva de diferentes proteínas G y transmitir la scf\al producuia por el enlace 

con el aij.omsta Un mutante con una delec1ón de s1clc am1nori.c1dos (residuos 267·273) 

en la región carbox1lo terminal en la tercera asa c1toplasmát1ca de un receptor P:· 
adrcnCrgu::o (AR) retiene su capacidad para enlazarse a Gs sin ser capaz de transmitir 

una sci'\al csumulatona (77) Aunque este dcscubnm1ento sub.jere que las funciones de 

enlace y acuvac1on pueden estar conducid.as por discretos dom1n1os cnoplasmáhcos. 

pCptidos rclauvamcntc pcquc:i'\os son capaces de actuar como receptores-miméticos (78. 

79]. Por ejemplo. un pCplldo correspondiente al residuo 259·273 de P2AR es capaz de 

potenciar el enlace de un agonista para ocupar el receptor y activar a Gs (80) Ademas 

los péptido~ retienen la relativa sclect1vidad del receptor nativo para Gs o Gi 

La proteína cmasa A catah7..a la fosfonlac1ón de un residuo de senna 

correspond1cntc al s1t10 que puede ser modificado durante la dcscnsibilizac1ón del 

receptor. esto provoca que no solo se pierda la capacidad del pCpt1do para activar Gs 

sino potenciar de otro modo una débil activación de Gi. Estos descubrimientos 

enfatizan la 1mportanc1a del dommto del C-termtnal de la tercera asa intracelular del 

receptor en Ja activación de las proteínas G y eleva las especulaciones de la posibilidad 
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de que el acoplamiento específico no es una propiedad estática de los receptores. sino 

más bien podria estar dinámicamente regulada en la célula. 

ESPECIFICIDAD DEL ACOPLAMIESTO Rt:CEPTOR-PROTEÍSA G. 

Una célula viva contu:ne una gran vancdad de receptores 7·TMS. protcinas G. y 

protclnas efectoras ltay mUh1ples receptores en la célula que pueden converger con un 

solo subtipo de proteína G Un ~olo subtipo de receptor molecular es capaz de acoplarse 

a más de un tipo de proteina Gen una reconstituctón artificu1l (14, Rll y estudios de 

transfección (28, 82]. pero si ésto ocurre naturalmente va a ser muy d1tlcll probarlo por 

la posible hcterogcnctdad del receptor m "''\''' [83] La 1nmunoprecip1tac1ón selectiva de 

un solo tipo de receptor molecular mus.ca.rinico de tres <.hferentes leJ1dos. usando un 

anticuerpo monoclonal dcfimdo. demostró que este receptor parece estar asociado con 

un complemento diferente del sensible a PTX en protcina Gen cada área [84) 

La microtnyccc1ón de anticuerpos contra C-termmal de ao y UI::. dentro de 

células vivas es cnpa7.. de producir d1srupción de anh1b1c1ón de canales de calcio 

mediado por a 2 AR [85) y la mh1b1c1ón de s1ntes1s de DNA por anticuerpos anti-G1 2 

[86). respectivamente. Altas concentrac1ones de pépt1dos sintCt1cos pertenecientes al C

tcnninal de la subunidad a '-lan sido usados para generar ant1cue~s y. éstos mismos 

han sido capaces de impedir el acoplamiento del complejo receptor-protc:ina G [87). 

Concentraciones relativamente altas de anticuerpo ant1pCptido son rcquendas para 

impedir el acoplamiento rc:ccptor-protc:ina G, aUn cuando se tiene una preparación 

purificada por una columna de afinidad. se espera que con una pcquc:fta proporción de 

anticuerpos se obtenga una gran afinidad para la conformación nati\.a de la subuniclad a 

(88). 

ACOPLAMIESTO RECEPTOR-PROTEINA G-EFECTOR.. 

Algunos de los métodos usados para defimr la c:spcc1fic1dad del acoplamiento 

del receptor-proteína G. incluyendo la reconstitución de proteina. transfecclón con 
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cDNA. el uso de anticuerpos contra C-tcrminnl de las subunidadcs u. u1slamicnto de 

componentes del complejo. tccnologia de ohgonuclcóudos nnttscnt1do. son nplicnblcs 

para definir In cspc:c1fic1Jad del acoplamiento proteína G-rcccptor y para la 

intcrpu:tación de los resultados En In nct1\.'DC1ón de las vias efectoras no sabemos s1 

están asociadas con un receptor en particular 1n ww.1 que muchas veces puedan 

observarse con receptores sobrecxprcsados en un sistema hctcrólogo y algunos de estos 

efectos pueden ser 1nd1rcctos. o de s1gnificanc1a fis1ológ1ca cuc~uonablc (R9. 90). Las 

conclusiones acerca de la c:spcc11ic1dad del acoplam1cnto han demostrado que depende 

tanto de la cxprcsmn del receptor como de la cClula ut1hr.ada para la transfccc1ón, 

incluyendo el tipo de proteínas G y efectores que contienen las células ln,:est1gac1oncs 

recientes en la prote1na Gt ace..-ca de la estructura tnd1mcns1onal han ..-evelado los s1t1os 

de enlace del receptor y Je p-,. en la subumdad a. Una supe..-fic1c de la proteina G que 

internctUa con el 7·T?\.fR esta locall7..ada cerca de la membrana Se ha p..-opucsto que los 

cambios inducido!-. en 7.Tf\.fR p..-o,.oquen un contacto con el anillo de b.-uamna del GDP 

Asi. el cambio conformac1onal inducido por el 7. TMR puede ser propagado desde la 

membrana hasta el asa que los conecta Justo en el lugar de umón a GDP (9 t I 

El arreglo del receptor actwado y las ~ubumdadcs de la proteina G ocasionan de 

alguna manera en el pa~ de la act1vac1ón de la proteina G. la liberación de GDP del 

heterotrímero u·GDP·P·t Este paso probablemente par11c1pe en la mteracc1ón entre el 

receptor activado y el carbox:1lo terminal en pcnn1ttr la liberación de GDP. DcspuCs de 

ta hbcrac16n de GDP, el segundo paso en la activación de Ja proteína Ges la entrada de 

GTP en su sitio de unión. dando como resultado un cambio confonnacional que 

conduce a la disociación de Ga. de 13Y y del receptor activado Aunque los detalles del 

mecanismo de como ocWTC c1 segundo paso aün son obscuros, se ha propuesto que el 

cambio inducido por el GTP en la conformación de la región de a.h2 (la superficie de 

aGs que mteracc1ona con el efector contiene una región ha.2 que se conoce es la que 

sufre el cambio confonnacional inducido por GTP). participa en alguna fonna en et 

enlace de Jly. El receptor activado por s1 mismo puede tener un papel activo en la 

promoción de este seb~ndo paso, como se ha sugendo po..- mutaciones en la rodopsina 

que previene la liberación de Gt de la fotorrodops1na inducida por GTP (92) 

Dos diferentes enfoque-. e:icpenmentalcs aplicados a dos diferentes pares de 

subunidad a-efector. han identificado regiones similares de 10tcracc1ón con el efector 
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situad.ns en el lado opuesto de Go.. Experimentos de mutagCncs1s en ns revelaron tres 

regiones en las cunlcs la substuución de residuos mod1ficnban la esumulac1ón de la 

adcnilato cicla.su (42). sin alterar la expresión o el cambio confonnacional de la 

protc(na mutante inducida por GTP [21)~ sin embargo se encentro que para dos de estas 

tres regiones. la subst1tuc1ón de una secuencia de aminoácidos relevantes para as en un 

contexto de a.2 rcstablecia la capacidad de una proteína quimérica u..::-a.s para estimular 

a ta ndcnilnto ciclasn. Estas regiones se ubican en la parte trasera de la proteina G que 

está viendo hacia In membrana. 

Las subunidadcs a estimulan al efector únicamente en sus formas enlazadas a 

GTP. la superficie de aGs que intcracc1ona con el efector contiene una región ha2 que 

se: conoce es la que sufre el cambio confonnacional inducido por GTP. Asf. un efector 

enlazado a Ja cara ¡x>sterior de la Ga sirve como una proteína act1vadora de la GTPasa. 

aún cuando el lugar de enlace del GTP a la Ga se localice en la e.ara frontal (93 ) . 

.JUSTIFICACIÓN DE LA GENERACIÓN DE ANTICUERPOS. 

La primera herramienta utilizada para determinar y definir Ja especificidad del 

acoplamiento entre el receptor y la proteina G en membranas nativas fue la PTX. ya que 

el trata.miento con PTX daba como resultado protcfnas G incapaces de recibir las 

seftalcs del receptor. la inhibición de vias por toxinas dieron evidencias de que una o 

más formas de Gi y Go estaban participando pero no proporcionaba información más 

especifica (94). 

Los anticuerpos selectivos contra un pépt:ido C-tcnninal que se enlazan a Ja 

misma región de la subunidad a que es modificada por la P"n<.. previenen la activación 

por el receptor. éstos sf de manera especifica. ya que se ha reportado que el carboxilo 

terminal de las subunidades a de las protcinas G gobiernan en parte la interacción 

especifica de las protcinas G con los receptores [ 17] 

Los anticuerpos generados por un dccapéptido sintético que representa el C-terrn1nat de 

aGs (llamados RM). han sido caractenz.ados en .. 1mmunoblof" y estudios functonalcs. 

Los c:xpcnmcntos realizados con anticuerpos anti-a.Gs de e-terminal describen un 

significado acerca del blanco en la interacción funcional de protc:inas G especificas con 



receptores y efectores 1951. Se han hecho estudios funcionales con RM y se ha 

observado que son cap.o.ces de 1nmunoprec1p1tar complejos de a.s-adenilato ciclasa 

o.cti..,,ada por GTPyS o lluoruru a pn.rttr de extractos con detergente La región del 

de··apépttdo del C·tcnnmal no es sin embargo esencial para c1 enlace con c:1 efector por 

as. pero puede ~rvtr como una herramienta para identificar el complejo proteína G

efector baJo condtctones sin11larcs de preacuvactón por el uso de anticuerpos Una clara 

definición de las mtcracctoncs relevantes de tas proteínas G indiv1dualcs. es un 

prcrrcqu1sito para un conocimtento general de las caractcristtcas estructurales de las 

proteina.s G que pcnntlc su mtemcc1ón con n:ceptorcs y efectores. siguiendo fielmente 

la transducción de sella.les l Q6]. 

En este sentido cx.tsten dos enfoques. el enfoque bioquímico y el de Biotogia 

Molecular En este traba.Jo se chgió en pnmer lugar obtener los anticuerpos para 

identificar estas protemas que scnin clono.das posteriormente en el laboratorio. Para este 

y otros objetivos del laboratono es ncccsa.no et pcoduc1r Cstos anticuerpos. que han 

mostrado su utilidad y relativa umversalidad. Se put:dc observar de los antecedentes. 

que los anticuerpos se han originado únicamente en conejo. sin embargo nosotros 

utilizaremos ademas del conejo a la gallina~ las nazoncs se discutirán más adelante. 
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ANTECEDENTES 

El uso de pCptados sm1Cl1cos como mmunógcnos llól sido una técnica importante 

en la elucidación de las propiedades en In n::spuesus de un anticuerpo Rec1entcmcntc. 

como se hnn identificado mas secuencia~ de ONA y sus correspond1emc:s secuencias de 

protclnas. los péptidos smtCtlcos han su.Jo ut1h.1.ados para preparar anticuerpos 

espccificos contra protcinas prevtamcnte no caracten7.adas (97] Los pCpt1dos se 

sintetizan nonnalmcntc us.ando tCcmcas de fase sólida utth7..adas por Mcrnficld en 

1963. (98) Estos son punficndos y acoplados a protcinas acarreadoras. y es la fonna 

pé:ptido-acarrcador la ut1ll;.adu para mmumr..ar animales Los pCpttdos sin.en como 

haptcnos que JUnto con las pro1cmas acarreador.is generan siuos adecuados para. el 

enlace con el receptor de clase t de las cclulas T Los conjugados de pC:pt1do-acaneador. 

rara vez fallan )' no pro ... ocan una respuesta mmunc Cons,ccucntcmcntc. los pcpt1dos 

usualmente pueden funcionar como cpitopos. obtemcndo comú.nmente altos títulos de 

anticuerpos (99) 

Dos de las vcntujus mas importantes de los anticuerpos ant1-pépt1do son. que se 

pueden preparar mmcd1atamcntc después de conocer la secuencia de aminoác1dos de 

una proteina (tanto de una sccuencrn de pl"Oteína como una secuenc1a de DNA) y 

también que se pueden ding1r a las regiones part1cula1"es de: mterés [99) 

DECAPÉPTIDO R.'\lllLRQYELL. 

Se ha postulado que la región carbox.ilo tcnn1nal de Ga. está involucrada en el 

acoplamiento con el receptor a panir de las siguientes evidencias La homologia de la 

subunidad a. de la protcina G retinal transducina. con la arrcstina.. la pl"Otcína de retina 

de 48 KDa que compite con la transducina para enlazarse a la fotorrodopsina (recepto!"). 

está confinada a la región carboxilo terminal de la a-transducina ( 17] Las subunidadcs 

aGi quedan desacopladas a los receptores por una mono-ADP-nbos1lac1ón ¡x>r la PTX 

en un residuo de c1stcina ubicado cuauo amino:ic1dos antes del carbox1lo terminal 

[I S].Tambi¿n fue identificada una mutación puntual en el genoma de la variante une 

de las células de: linfoma de ratón 549 que presenta una substituc1on de una prolina por 
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una a.rginina en el aminoD.cido seis del carboxito terminal de as y ésto produjo el 

desacoplamiento entre el receptor y Gs (38]. 

Se han generado anticuerpos contra un dccapéptido sintCtico. RMHLRQYELL. 

que representa el carbmulo tcnnmal de nGs c:I cual ha sido caracterizado en 

.. immunoblots .. y estudios func1onnles Este anticuerpo designado RM. rcacc10na 

cxclusavamcntc con las subumdadcs u de 52 y 45 KDa en ··1mmunoblotsº" de 

membranas de cdulas de cerebro de bovino y de cClulas nativas S49 de lmfoma murino. 

Tal rcacuv1dad no se "·10 en membranas de células e.y<.·· S49. las cuales carecen de Gs 

Los anticuerpos RJ>,..t bloquean la act1vnciún por Gs de la ademlatu ciclas.a mediada por 

receptores en las células rutllva.s S49 Los anticuerpos RM también pueden 

inmunoprcc1p1tar a la adcmlato ciclo...~ acuvada en extractos de detergente a partir de 

membrunas de cerebro de bovino actavadas con GTPyS o tluoruro. este enla.r..amiento de 

as al efector y al antu:ucrpo d1ngu.Jo contra c:l carboxllo tenninal fue compatible 

mutuamente: (9~} 

HUEVOS COMO Fl:•:NTE CONVENIENTE DE ANTICUERPOS. 

La dtstanc1a filogenCt1ca entre aves y mamifcros hace que los anticuerpos de gallina 

sean los de elección contra un antígeno de mamifc:ro que se desee [100]. La 

inmunoglobuhna. lgG contenida en Ja yema está en mayor cantidad que en el suero de 

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

por los inmunólogos. pos1blcmentc debido a las dificultades en separar la JgG de los 

abundantes lípidos presentes en Ja yema que han impedido la explotación de esta fácil y 

disponible fuente de anticuerpos. cantidades que pueden ser equivalentes a más de 100 

mL de suero por semana. [ IOOJ Los anticuer¡x>s se han convertido en una herramienta 

central en la.o; ciencias biológ1cas y. es necesa.no enfatiz..ar la diferencia entre el trabajo 

que se requiere en sangrar concJOS y colectar huevos ( 100] 

Ya que un solo huc"o contiene mucho más anticuerpos que la sangria promedio 

en un conejo, esta simple aproximación presenta una atractwa alternativa para practicar 

los mCtodos convencionales de producción de anticuerpos policlonalcs La. purificación 

del homólogo de lgG de 1 SO KDa de las inmunoglobulinas ( JgY's) de las yemas de 
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huevo no requiere. dcsd.: luego lu snngria del animnl. Adcmñs. los huevos de lns 

gallinas inmunizadas proveen de uno fü.c1l fuente de ant1cucfTKls pohclonalcs y esto es 

conveniente ya que ofrece grnn compat1btl1dnd con las leyes de protección a ammnlcs 

(102). 

Las proteínas de mamifrro, nltnmcntc conservadas algunos vcce"i no inducen una 

buena respuesta mmunc. debido a la haJa rcspuc!>ta humoral en animales como el 

conejo que son también mamíferos y a su ver. lo~ animales má.s comU.nmcnte utih7..ados 

para generar anticuerpo~ pollclonalcs ( l 03 J 
La inmunización de las gallinas paru la producción de nnt1cucrpos pohclonnles. 

es comparable con la de los conejos con n:spccto a la ruta de myccc1ón, la canudad de 

antigeno usado y la emética de generación de anticuerpos especificas Las gallinas son 

inyectadas subcutáneamente en s1t1os múh1ples en In pechuga. con el antígeno en 

adyuvante completo de Frcund Los titulos de anticuerpo especifico son reforzados por 

dos o tres m}ccc1oncs ad1c1onalc~ a 1ntc:rvnlos de una o dos semana.e;. Los huevos 

(usualmente se colectan y se marcan para su 1dcntificac1ón}. pueden ;o.er almacenados 

hasta por un at\o a 4ºC antes de la punficac1ón de las lgY's Nom1almcnte cada hue\.O 

puede contener alrededor de 90-100 mg de lgY's totah:s. y el antu;ucrpo especifico 

generalmente comprende de 1-10 '!~del total, oprox1mndarnentc de 1 a 10 mg de lgY's 

específicas por huevo ( 104] 
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00.JETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

Comparar los anticuerpos contra a.Gs producidos en conejo y en gallina. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Vcnficar la cupac1dad de los anticuerpos ant1-pépt1do en el reconocimiento de protcfnas 

Gs presemes en memhranas de higado de rnta y membranas de eritrocito de pavo. 

Evaluar la capacidad de los anticuerpos producidos en ambas especies para bloquear la 

act1"nc1ón de la ademlato ciclasa por proteinas Gs activadas por receptores 

P-adrenCrgtcos 

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

como la afimdad que presenten para diversas fuentes de antígeno. 



MATERIALES Y MÉTODOS. 

Se obtuvo el pépudo RMHLRQYELL conjugado con KLl-t (KcyhoJc limpct 

hcmocymtin) de Multiple Systems (California USA). correspondu:nte al carboxilo 

terminal de aGs (9S] 

PREPARACIÓN DEL ANTIGENO ,. ESQUE!\IA DE INMUNl7..ACIÓN DE LOS 

ANIMALES. 

Se disol ... ·ió lmg de dccapCptido en 100 µL de solucion ~lma 1sotómca y se le 

adicionó l mL de adyuvante comp.leto de Freund y se agitó hasta formar una 

suspensión. 

De esta suspensión se les admmistró por vla subcutánea 200 µg del pCpt1do (contenidos 

en :?20 µL de In suspensión dd adyuvante completo de Freund) en tres oc:a.s1ones con 

intervalos de siete dáas cada una. Al conejo. se le inyectó la. suspensión la pnmcra vez 

en el lomo cerca del cuello y las postenores inyecciones fueron en el lomo pero en 

regiones posteriores A la galhna se le admmistró el antigeno en la p1cma y en el ala_ La 

sangría para el conejo se hizo 10 dlas después de la tercera inoculación Para la gallina 

se utilizaron los huevos postcnores a la tercera inoculación Los huc"º" de la gallina 

utilizados fueron. para la mayorla de los estudios el obtenido nueve dias después de la 

tercera inoculación. Los otros fueron de 1 din JX>Stenor a la tercera moculación y uno S 

dias después de la segunda inoculación. 

OBTENCIÓN DE LOS ANTICUERPOS. 

CONEJO 

Para obtener el suero inmune. primero se colocó al conejo en un Jugar cómodo. Se te 

rasuró pane de la oreja cerca de la vena marginal y se puso ésta cerca de una lámpara 

para que se dilatara. Después de que se localizó la vena. se hizo un cone con una navaja 

estéril. el cone es en un ángulo de 45º con respecto a la vena y solo a través de ta 
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superficie de esta. La sangre se colectó en un tubo de polipropileno limpio y se dejó 

reposar de 30-60 minutos a 37ºC para que se coagulara. Se despegó el coógulo de la 

pared Jd tubo por medio de un palillo de madera Postcnonncntc se removió el 

coágulo por ccntnfugac1ón a 3.SOO r.p.m durante JO minutos a 4ºC. El suero obtenido 

se separó en alicuota.~ de :?00 ~tL que se almacenaron a -70ºC hasta su uso. Una vez 

descongelado el suero, se mantuvo en refngcración. 

GAi.UNA 

U obtención de las lgY's se basó en la propuesta po.- Polson y cols. (105] con 

algunas mod1ficacioncs. como se descnbc a continuación: 

Las yemas se separaron de la clara de manera mdividual. se lavaron 

minuc1osamente con agua parn remo":er la mayor pane posible de la clara. Una vez 

lavadas. se vaciaron por un embudo de v1dno largo parn romper las yemas y liberar el 

contenido en un vaso par.i medir su volumen. Se ailad1cron dos volUmencs de 

amoniguador 1 ( f"osfato de ~od10 1 O mM. cloruro de sodio O 1 M. az1da de sodio al O 1 

º•. pH 7 S) por cada "ºlumen de }Cma y se mezclaron m1nuc1osamente Postenormente. 

se ai\adtó polie11lenglicol 8000 (PEG-8000) previamente pulven7..ado hasta obtener una 

concentración final de 3 S a:o (p'v) para pcrm1t1r la separación de los Hpidos y la 

"·ilclina. La mezcla se ag11ó suavemente ha...">t.a que todo el polímero se hahía disuelto Se 

dejó reposar 30 minutos a temperatura ambiente La. mezcla se centrifugó a 14.000 x g 

por 1 O minutos Esta centnfugac1ón causó la formación de tres fa.<lies en el tubo de 

centnfuga que son· 

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

b) Un sobrcnadante claro 

e) Una capa flexible de \."Jtelina que representa 1/3 parte del volumen total de las 

substancias en el tubo de centrífuga 

Se decantó el sob ... cnadantc claro con la capa de grasa cuidadosamente en un 

embudo que contenía un tapón delgado de algodón en el cuello. El algodón detuvo la 

capa de grasa y dejó pa.~r al sohrcnadante. Este paso se rcp1t1ó una vez más. Se midió 

el volumen del filtrado para ai'lad1r suavemenlc más PEG puh. .. en7.ado a una 

concentración final de 12 ~·D (p.'v). lo que causó la precipitación total de JgY·s. El 
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precipitado se concentró por ccntf"ifugnción a 14.000 x g durante 10 minutos. El botón 

se rcsuspcndió con Amun1guador l en el volumen original de las yemas y se 

l"Cprccipltnron las lgY"s (dos pasos anterion:s). Los botones obtenidos se compactaron 

por centrifugación a 14.000 x g durante 10 minutos y se eliminó el exceso de PEG. Este 

paso se repitió una vez más. 

Los botones se rcsuspc:nd1cron en el menor volumen de amortiguador 1 que fue 

posible. y se le cuantificó la concentración de proteína de acuerdo con el método de 

Lowry[I06). 

PURIFICACIÓN PARCIAL DE LAS litG. 

Se rcahzó de acuerdo con d método de Harlow nnd Lanc [99). con algunas 

modificac1oncs como se descnbc a continuación· 

Se m1d1ó el volumen del suero del conejo o la solución de lgY"s Je la yema de 

huevo de la galhna. Se colocaron en un vaso con agitación sumergido en hielo Se 

a.nadió O.S volUmencs (con respecto ul suero o a las lgY·s) de sulfato de amonio 

satur!ldo (4.1 M) lentamente La solución se dejó a 4"C durante 6 horas o toda la noche. 

Se centrifugó a 3.000 x g durante 30 minutos. El botón se rcsuspcnd1ó en O 3 volU.mcncs 

de PBS con respecto del volumen inicial del suero o solución de JgY·s Esta soluc1ón se 

dializó contra PBS con tres cambios durante la noche. El contenido se separó en 

alícuotas de 100 µL y se almacenaron a ·70ºC 

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE HIGADO DE RATA. 

Las membranas se obtuvieron con modaticacaones al método de Prpic y cols. 

[ 107] como se describe a continuación: 

Se homogeneizó el hígado con un vllstago de tcflón en una solución de sacarosa 

250 mM·HEPES 20 mM y EDTA 1 mM. Se centrifugó a S.000 x g durante S minutos. 

Se separó el sobrenadnntc y se ª"'adió Percoll. tTes partes del sobrenadante poi" una pane 

de Percoll. La solución se repanió en tubos de centrífuga y a cada tubo se le adicionó 



O.S mL de sucarosa 2.2 M. Se centrifugó n 11.500 x g durante 40 minutos. Se scpnró In 

intcñasc que contcnia a las membranas y se le adícmnó Tns ~O mM-?\.1g:• 10 mM. Se 

centrifugó u 11.000 x s durunlc 20 minutos pam eliminar el Pcrcoll. El botón se 

rcsuspcndió en Tns SO mM-Mg:• 10 mM. 

AISLAMIENTO PARCIAL DE PROTEINAS G DE MEMBRANAS DE 

ERITROCITO DE PAVO. 

La metodología se real izó por una mod1 ficac1ón a las técmcas de Abramownz y 

cols. [108] e lyengnr [ I09). como se descnbc a contmuac1ón 

Se obtuvo la sanbYJ"C del pavo en una solución de EDTA al O l~ó. y se ccntnfugó a 900 x 

g durante 1 O mmutos y se separaron los entroc1tos. éstos se la,.raron 4 veces con NaCI 

150 mM a 900 x g durante 10 minutos Las cClulas se lis.aron rcsu.copcnd1Cndolas en J 

volUmcnes de Tns 10 mr...t. NaCJ 10 mM. KCI 10 mM. o·rr 20 mM y r-..-tgC1 2 1 mM a 

pH 7.S y se ccntnfugaron a 1 S.000 ""< g por 10 minutos Los fantasmas lque consutuyen 

la fracción membranal y el c1toesqueleto del entroctto) se obtuvieron en el precipitado, 

este paso se rc:aJ1zó S veces y se cuantificó la proteina por el mC:todo de: l..oY.T)' [ 106). 

La preparación !>C colocó en ag:1tac1ón o tc:mperarura ambiente y se prcextrajo 

incuboindosc 30-40 minutos a 4ºC con una solución de Mb-Cl 2 10 mM, NaCI 300 mM. 

~-mercaptoctanol 20 mM. colato al O 1 ~-o y HEPES o MOPS 10 mM o pH 8 (la 

conccntrac1Un final Je protcina es aprox1madamcr:te l 7mg./mL) Se ccntnfugó a 70.000 

x g durante JO minutos en tres ocasiones El sedimento conteniendo a las proteinas G. 

se volvió a extraer con EDTA l mM en HEPES 10 mM pH 8 Se ccntnfugó a 70.000 x 

g durante 30 minutos El botón se resuspend1ó en colato al l ª'O. ~1gCJ: 10 mM. 

mcrcaptoctanol 20 mM y HEPES 10 mM a pJI 8 Se agitó 45 minutos a 4ºC. se 

ccntnfugó a 70,000 x g durante 30 minulos y se colectó el sobrenadante. se le agregó 

EDTA y ctilcnglicol a una concentración final de 1 1 mM y 30ª,ó respccuvamnete 
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ELECTROFORESIS E "l~IMl'.:-10111.0TTl:-óG." 

Se utih7.nron mcmhranns de higndo de ruta como fuente de antigeno. estas se 

disolvieron en amortiguador muestra (fosfato de sodio 100 mM pl-i 7.2. SOS 1'%. 

glicerol 10 º/o y azul de: bromofenol al 0.001 ~ó) y se pusieron a hervir durante S 

minutos. A cada pozo se adrcmnó 300µg de protcinn contenidas en 4SµL y en otro pozo 

se pusieron marcadores de masa molecular rclauva. Se corrieron en geles de acrilamida 

al 1 O~'Ó de acuerdo con Lacmmh [ 1 1 O) n 12 mA durante toda la noche. A partir de la 

migración de los marcadores de masa molccuhu rdat1vn en el gel. se determinó su 

migración relauvn y se g:raficaron éstos valores vs log di! ma..c;a molecular rc:Jauva (no se 

muestran). para posteriormente determinar el masa molecular rclatn.a de las bandas 

reconocidas por el nntlcucrpo 

Los geles se transfincron al papel de nitrocelulosa como se repona por Harlow 

and Lane [98)~ brevemenlc el gel se colocó en o.mon1guador de transferencia (Tns 2S 

mM. Ghcina 1 QO mf\.1, metano! 20~/o) JUnto con el papel durante media hora. dcspuC:s se 

colocaron el gel y el papel en la cámara de trnnsferenc1n. poniendo especial atención a 

la polaridad de los electrodos. y se transfirieron las proteinas aplicando una corriente de 

120 mV durante 3 horas. 

Después de la transferencia. se colocó el papel en una solución saturante del 

enlazamiento inespecífico (leche descremada al S~'ó en PBS) por 1-4 horas DespuCs de 

eliminar el enlazamiento no específico, se agregó el anticuerpo anti-as diluido 1 ·.SOO 

para conejo y gallina y 1: 1000 para el anticuerpo anti-O de conejo comercial que 

utilizamos como control ambos diluidos en -nJS y se dejó incubar durante toda la 

noche. Posteriormente, se lavó el papel tres veces durante 10 minutos con -nJS·Twccn 

al 0.1°/o. Se agregó un segundo anticuerpo anti-conejo o anti-gallina marcados con 

fosfata5a alcalina a una dilución de t :3000 en TBS y se incubó durante una hora. Se 

repitieron los lavados con TBS-Twccn tres veces más y se reveló la actividad de Ja 

fosfatasa alcalina en un amoniguador que contcnia NaCI 100 mM. MgCI: S mM. Tris 

100 mM a pH 9.S con NBT al 0.005% como agente acoplante y BCIP al 0.00.Sº/O como 

substrato. Los papeles se incubaron hasta que empezó a dar una coloración azul

púrpura. La reacción se paró con PBS conteniendo EDTA 20 mM para quclar a Jos 

iones Mg1•. 



ELISA. 

Ln mctodotogin se: llc,.,ó a cabo como se reporta por Uarlow and Lanc (99]. con 

algunas adaptaciones. como se dcscnbc n contínu:ic1ón: 

Como Cuente de antig:cno u111i:r..amos al dccapéptido sintético Cantigcno puro). 

membranas de higado de rntu y membranas de cntroc1to de pavo (antígeno parcialmente 

puro). 

Para cnla.z.ar c:l antig,eno puro o parc1nlmcnte puro n la base del pozo de cloruro 

de polivinilo, ~ le añadieron 1 OOng/SOµL ó 1 µg150µL. de la solución del péptido o 

extracto de mcmbrann.."'i a \:ada pozo Se incubaron toda la noche a 4"C )' s.c: lavó la placa 

2 ..,·cccs con PBS Los espacios libres de la placa que: no contenían antigcno ~ saturaron 

con amoniguador saturantc del cnlazam1cnto mcspcclfico (BSA al 3o,~ en PBS y 0.02~-t. 

de az1da) por 2 horas a temperatura ambiente 

Nuevamente: ~e lavaron los. poLOs dos veces con PBS. Se adicionaron SOµ! pozo 

de solución con el anticuerpo en diluciones Je 1 100. l .SOO. l 1000. 1 3000 y 1 :5000 

para el caso del pépttdo o 1 100. 1 500. 1.1000. 1 ·:?000 y t ·JOOO para el caso del 

extracto membrana! Se incubaron 2 horas a temperatura ambiente en atmósfi:ra 

hUmeda Todas las Jtluc1ones del anticuerpo se h1c1eron en amortiguador saturante del 

cn1azam1en10 mespc:dfico Se lavaron los pozos por cuatro ocasiones con PBS. 

Se od1c1ono el 2o anticuerpo anti·gallina el cual estaba marcado con pcroxidasa 

o fosfata.sa alcalina. segun el experimento donde se indique. y con fosfatasa alcalina en 

el ca.so del anucucrpo anti.coneJO~ en una dilución de 1 :3000 en amortiguador saturante 

del enlazamiento inespccifico. Se incubó 2 horas a temperatura ambiente. Se lavaron 

los pozos nuevamente 4 veces con PBS. 

El color se desarrolló como se describe: a continuación. 

DESARROLLO DE COLOR CON EL 2o. Al'o'TICVERPO. 

Cuando el segundo anticuerpo era marcado con pcroxidasa de rá.bano se hizo to 

siguiente para dcsanollar color: 
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Se preparó una solución de 6 mg de o-fcnildiaminohcnzidinn en 12 mL de 

amoniguador de citnuos O. 1 M pH 5.6 (solución concentrada) A esta solución se 

adicionó 100 µL de: peróxido de hidrógeno ni 3 º/o. DcspuCs del lavado final con PBS se 

adicionaron SO µL de In solución substrato n cnda po7.o. Se incubó nproximndnmcntc 1 S 

minutos a temperatura ambiente Se adicionaron SO µL de llctdo sulfUrlco S N para 

parar la reacción a iodos los po7.0S Como blanco s~ ullli7.ó sólo el substrato. en este 

caso, 

SO µL de o-femldinminobcnzidina mas SO J.lL de ácido sulfúrico SN Las absorbencias 

se leyeron a 492 nm. 

Si c:l anticuerpo se encontraba acoplado a In fosfatasa alcalina. d color se 

desarrolló de la siguiente manero.: 

Se d1solv1cron 10 mg de ~nitrofemlfosfato (PNPP) en 10 mL de dietanolamina 

10 mM pH 9.5 conteniendo MgC'b 0.5 mM (solución concentrada) Después del lavado 

final con PBS. In placa se lavó 2 veces con 10 mM de dietanolam1na con O 5 mM de 

MgClz a pH 9.5. Se: adicionaron 50µL de la solución substrato a cada pozo por 

microtitular. Se incubó 15 minutos aproximadamente a temperatura ambiente. Se 

adicionó SOµL de EDTA O 1 M para parar la reacción. Como blanco se utilizó sólo el 

substrato. en este caso. SO µL de p-muofcnil fosfato mas 50 µL de EDTA O.IM. La 

placa se leyó a 405 nm. 

ENSAYOS DE LA ADENILATO CICLASA. 

La actividad de la adenilato ciclasa se midió por et método de Saloman y cols. 

(111] como sigue: 

La mezcla de reacción estuvo compuesta de tcofilina 1 O mM. fosfocrcatina 7.4 

mglmL. crcatina cinasa 1 mg/mL y ATP frlo 0.4 mP...1; todo esto se disolvió en S mL de 

amortiguador Tris-HCI 25 mM. MgCI: S mM. se adicionó ademas a la mezcla de 

reacción [anP] A TP ( 1 µCi/tubo). El ATP 0.4mM y el [a·12P) A TP se ªb.y-cgaron al final 

para evitar hidrólisis. 

Se adicionó a cada tubo SO µL de la mezcla de reacción y GTP a una 

concentración de 1 O~M. Para lograr una cstimulación en la acti"·idad de la AC via 

receptores P-adrcnCrgicos se adicionó en un tubo ademas. isoprotcrc:nol 104 M 
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(agonista P-aJrcnCr-gico) y para delennanar que los anticuerpos tienen la capacidad de: 

bloquear aGs, se: puso n:spcct1vamen1c a otro par de tubo!-. 1-soprotercnol mas anticuerpo 

de: conc:jo e isoproterenol mas anticuerpo de galhnn, amhos anticuerpos a una daluc1on 

de 1 :SO. Se ndic1onó a otro tubo forskolina a una conccn1rac1ón final de 1 o-'\r-v1 para 

verificar el buen cstudo funcional del sistema transductor 

La reacción se 1mciú con 50 µL de mcmhrnna..'i de hígado de rata ( 100-1 SO µg). 

Se incubaron 20 minutos n JOºC en ag1tac1ón La reacción se paró con 1 mL de SDS al 

1 ~a. Se ad1c10nó [JH 1 Ari..1Pc a cada tubo ( 1 :!,000 cpm) El contcntdo de los tubos se 

colocó en columnas de Dowex, desechando el cluado Las columnas se la:~aron con 2 

mL de agua, se transfirieron a columnas de aJU.mtna y se les anad1ó 3 mL de agua. cuyo 

cluado tamb1C-n se desechó Las columnas de aJUmma se colocaron sobre viales y se 

cluyc:ron con 4 mL de 1m1da.zol O 1 M·a..z.uJa de sodm 0.1 mM a pH 7.5 A Jos viales se 

les ad1cmnó líquido de centelleo y se dc1cnn1naron l.:p y 1H. 
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Rt:SULTADOS. 

ESSA'\'OS DE ELISA. 

Se rcali7.aron c"pcnmcntos para observar 1a cnpoc1dad de los anticuerpos para reconocer ontigcnos 

de diferente naturaleza en mcmbr.ina.s de hlgado de rata y membranas de eritrocito de pavo, también se 

proba.ron con el dccapépt1do sinttuco Se u11li:.r.61ron estos 1rcs anligcnos par-.i 11tular los anucucrpos 

mcdinntc pruebas de ELISA 

Al usar como antiHcno al dccapCpttdo sintético (anllgcno puro) se observó un rcconoc1m1cnto 

prácticamente igual con el anticuerpo de concJO que con el de gallina a notar por las d1luc1ones del 

anticuerpo que se h1c1cron que fueron desde 1 100 hasta de l :5000 CF1g 1) 

En los ensayos donde usamos r.omo fuente de antigcno membranas de cntroc1to de pa .. o lF1g 2) y 

membranas de higado de rata tF1g 3) rcspcct1vamcntc, se ohscr"ó un rcconoc1m1cnto l1gcramcntc mayor 

en los anticuerpos de conejo que para los anticuerpos de gallina., las d1luc1oncs para ambos an11cuerpos 

fueron desde J · 100 hasta 1 3000 Paro llevar a cabo la comparación de los anticuerpos de cone10 y ga1l1na 

se obtuvieron en el caso de la galhnu, la yemu de 9 dlus despuCs de la tercera moculac1on y. en el ca.so del 

conejo. el suero obtenido 10 d1a.s después de la tef'ccra 10oculoc1on 

Se hicieron otros mmunocnsayos paro. las yem.u que !tC obtuvu:ron a diferentes fechas durante el 

proceso de mmuniz:a.c1ón para confinnar que es dcspues de la tercera 1noculac1on CU3ndo !>e lob>rJ una 

mayof' producción de anticuerpos Para las } e mas que se obtuvieron S di as des pues de la segunda 

inoculación se obscr\,:a, que existe ya una producción de anticuerpos específicos ant1-cr.Gs. esto es que 

aunque con absorbencias pcquet\as se obtuvo una respuesta le1blc con una d1luc1on 1 100 comparable con 

la dilucion t.!'iOO de la yema obtenida a los 9 dias despuCs de la tercera inoculación (F1g 4) Tambicn :i;c 

realizaron inmunocnsayos con las lg:G's de la yema de 1 din dcspuC:s de la tcrccrJ moculacton obteniendo 

que en la dilución de l · 100 se obtiene el 7PNt de la respuesta de la yemu del dia 9 despuCs de la tercera 

inoculación por lo que ya se obsc,.,..a una cantidad mayor de anticuerpos producidos (Fig . .& ) 
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5 4 3 2 

(Dilución x 10") 

FIG. 1 Tlruladón de •nricuerpos anfi..aGL Se usó el decapCpndo s1n1Cnco como antlgcno a una conc:cntraci61. de 

IOOngfpozo. El decapCpndo se ou\ad16 y ~ fiJó a la placa como se indu:.a en mCtodos al igual que las diluciones 

rc:allza:S.u. {•)anticuerpos de ~hna. (•) ant1cuCT"pOs de conejO El anncucrpo anri·gallina cstit. unido a peroxidasa.. el 

anncu.erpo ann-concjo esta marcado con fosfacas.a alcalina. La figura es rcprescntatl"• de 1 experimento realizado 

poi' duphcado. 
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Fia. 2 Tiruladón de anticuerpo• anti-a Gs " membranas dC" C"ritrocilo de Pª"'º El anti@:tmO se utilizó a una 

conccntracaón de 1 µg/pozo (•) anttcucrpos de gnlhna,. t• ) anucuc:q>as de com:Jo El antu:ucrpo anti-gallina está 

unido a peroxid--. el anticuerpo anu-.coneJo esta marcado con fosfa1asa alcahna. La figura es representativa de 1 

cxpcnmen10 rcaliz.ado por duplicado 
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Fia. 3 Thuladón de anticuerpo• antf..a.Gs "' membranas de hlc•do de ra•• El ant,geno se u1ilizó a una 

conccntrac1ón de lµglpozo {•) ¡int1cuapos de ttA)hna, <•> anncuapos de conejo. El anticuerpo anti-gallina es.ta 

urudo a pao:ic.idasa, el anncucrpo anti-conejo esta marcado con fosíatasa alcalina... La figura es representati~·a de 1 

experimento n:a.l1zado por duplicado 
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fO'lfalaM Alcalina A. ~Snm. 

5 4 3 2 o 
(Dilución x10·3) 

Fia- 4 Tltuladc\a de •ntk•erpos •nri--a.Gs de &•llin• vs el dec•piprido sbatitko. ~ pusieron 100 ngipoz.o de 

iantigcno. <•> La yema de 5 días despuCs de ht -sund.a inoculación. <•• La yema de 1 dia despuCs de la tercera 

inoculación. El 2o. anhc:uc:q>a esta marcado con fosf"atasa alc.al1na... La figura es repr~cati"·a de 1 c'pcnrncnto 

realizado por duplic:mdo 
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-1~t~1l'SOBLOr. 

Para comprllb3r que se pnldu1cron los nnt1cuerpos conlra aGs en conejo y gallina se rcali7.nron 

.. immun\lblots .. uuhz.ando como fucnlc de nnttgcno membrana..~ de hlgado de rata. y las bandas que fuef'on 

reconocidas se o~r~•aron en una rcg1on de .&5 KDa apro"'1mad3mcntc {f1g S) Esto indíca que ambos 

anticuerpos son capsccs de rccomxcr al nnhgcno Jesnaluralir.:u.to 

ACTl\.'IDAI> DE LA ADE!"oill..ATO CICl.ASA. 

PAra dc:tcnnmar ~' estos 11ntu.:ucrpo .. pueden bltx.Jucar in _111u In capac1cbd ncoplante de la !"ubunidad a.Gs, 

se m1d1ó la acu"acton de la adcn1lato cicla~ por rcccp1orcs p.adrcncrg1cos Como una prueba del buen 

c~tado func1on;il de las mcmhrana~ se uuluo un ensayo con for~kolitU!.. que estimula directamente a la 

adcn1ltuo ciclas.a para la proJucc1on de AMPc. ~ !'>e ohsc=n.o una cst1mulac1ón de ..¡.5 "cces con respecto a1 

basal (ftg 6b) Se obsc:n.o tamh1cn la e"ihmulac1on de la adenilato ctcla.sa en memhrarnu de higado de 

rata por 1~pro1crcn,,1 ff1g ~).agonista P·adrencrg1co acoplado mcJ111ntc G .. a la adcntlato ciclas.a y que 

csu actn.ac1ón es rc,en1da con los anticuerpos producidos tanto en conejo (F1g 6d) como en gallina <fig 

6e) Para lo"i ant1cucrr.-"l!> de conc10. se ob-.cn.0 que estos d1s.m1nu)cron la a~11 .. 1dad de la adcn1lato c1clasa 

a "a.lores pract1camcmc 1y;ualc!"> al del basal De manera 1nterc~nte se obscn.o que los anticuerpos 

producidos en galhna ~n capaces Je d1sminu1r la ach .. tdad de la aJcmlato c1clasa aun por debajo del 

basal, lo que sugiere que inhibe la act1\."ac1on de la adcnilato ciclas.a por la protcina Gs cndogcna 
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!' -> 97 ... ... -· ( 
118"", .... 

-> 24 ., 

Control(+).. 
1 . 

Anlicucrpo de ~ Anticuerpo de 
&•llin•. i conejo. 

' kDa 

Fis- 5 .. lmmunoblot .. d .. anricuerpoa producido. ea s•llln• y ea conC"jo aati-a.G .. Las membranas plasrnáncu 

de higado de rata se corriCl'on en geles al 10 "'!"' y s.e trandiricron como se dcscnbe en mctodo•. El carnl l. 

rcconoc:imicnto por anncuer-pos anti-oG corncTC1ales. el carnl 2 recon0C1.m1cnto pot'" ''" anncucrpos de galhna y en 

el carril J a los anhcuapo't. inducido" en coneJO. Las flechas conespondcn a los PM •P'"oiumados en KDa. La 

dihac1on pm-a el anncuerpo comercial fue 1.1000 y de 1.500 para los anticuerpos de gallina y de conejo. La figura es 

rcprncntati1o·a de l c.pcnmento realizado por dupliC-SO. 
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Fi&. 6 Estimulaci6n dr la AdenJlaco Ciclasa por lsoprotrrrnol y su bloqut:o por anticuerpos anri-a.Cs. Se 

nlidi6 en mi:mbraruss de hígado de rata como se describió en anCtodos: (a) basal. {b) Forsko1ina. (c. d. e) en presencia 

de isoprotercnol. (d) .... anticuerpo de conejo anti-aGs. (e) - anticuerpo de 8-nllina anti-o.Os. E1 anticuerpo se w'iadi6 a 

una dilución de 1 :SO. Los resultados representan la X ± ES de tres c"pcrimcnros rca.liz.:idos por duplicado. La 

acth.id:id bas::&l fue de 3.06 ± 0.2 pmoUmin/mg de protcin:i. 
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CASTIDAD DE ASTICllERPOS PRODlfCIDOS. 

En la tabla 1 se muc!.trn Ja comparac1ún del rcnd1m1ento de nnt11;ucrpos obtenido" de las dos 

fuente!. ut11i:.r..adtts en este 1rnha10 

Se: Je hizo una s.:tngrin de 1 O ml. al conejo y "C ubtuv1cron 2 7 mL de ~ut!'ro inmune. mientra-; que 

de um1 yema de huevo de la gallina de :?5 mL !o.e ohtuv1cron 2 O mL de lgY's (la yema con la que se hizo la 

comparación es de to di~ dc:spuc:s de la tercera moculac1on) f-lasta c:~ae pumo tanto en "ºlumen como en 

cantufuJ de: protcina. el conejo parcela el mejor pero. al tomar 1 mL de suero e lgY's y prc:c1p1tarlos por 

scparndo con una solución de sulfato de amonio saturado parn la punficac1on parcial de las lgGºs. 

obscn.·amos que tanto suero como lgY's proporcionaron una cantidad de protc1na por m1llhtro s1m1lar ( 1 S 

mg/mL) srn embargo, la d1fcrcnc1a cstm•o en la cantidad de protclna t.:nnquec1da. con lgG, ya que pant el 

conejo se obtuvieron 16 2 mg de protclna y para la gallina se obtuvieron 42 O mg de proteína 
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DISCUSIÓN Y CO:"iCLllSIO:-.:ES. 

Los anticuerpos selectivos contra pc!pt1do!ii concspondu:ntcs al carbox11o 

terminal de la subunidnd a de Gs se cnla7..an n la m1smu rcgtún de la subunidad a que 

interacciona con el receptor La utihdnd de es.tos anticuerpos en dctcrmmar la 

especificidad del aco;:llamicnto rcccptor-protcina G en s1sh:mas celulares C!ltá bien 

documentada. Lns mnnifcstac1oncs de sei\nle.;; mediada..-. por agonistas pueden ser 

interrumpidas sclcctivnmcnte con anticuerpos como la cst1muJac1ón o mh1b1ción de la 

ndenilato ciclasa [95 J. 

En este trabnJO se rcalir..ó In comparación de anticuerpos producidos tanto en 

conejo como en galhna anti-cr.Gs. por el dccapéplldo que comprende el carboxilo 

tcnninal Je a.Gs. Esui región del extremo carbox1to tcrnunal de la subunidad uGs 

parece Jugar un papel 1mponante en la interacción con el receptor Los anticuerpos 

contra c1 decapépt1do mh1bcn potentemente la est1mulac1ón de la adcmlato c1clasa via 

receptores 1l-adrenérg1cos mediada por Gs. acorde con los estud10s. 4uc: sugieren que el 

carbo:iulo terminal de c.r.Gs es c:sc:nc•al para la 1nteracc1ón con el receptor [112] Esto 

nos indica que los anticuerpos producidos en conejo o galhna func10nan de manera 

similar como se ha reponado por Knecht ( 113] 

El estudio realizado con los anticuerpos producidos tanto en conejo como en 

gallina nos permite hacer una comparación de éstos. desde dos puntos de vista 

generales. la capacidad de rcconoc1m1ento que pn:scntan los anticuerpos por su 

antigcno. sm importar la na.turale7.a de este~ y la cantidad de anticuerpos producidos por 

estos dos animales. 

El .. immunoblot .. es usado para detectar la presencia y la cantidad de un 

antígeno. la masa molecular relativa de la cadena polipcptid1ca y ta cfic1cnc1a en la 

extracción de un antígeno. Esta técmca es part1cularrncnte úul para ensayar la 

presencia. cantidad y especificidad de anticuerpos de un suero pol1clonal El pnnc1pal 

factor que puede determmar el éxito de la prueba es la naturalcz.:J del epitopo que sea 

rcconoc1do por el anticuerpo. La resolución de la electroforesis en gel tmpllca Ja 

desnaturah7..ac1ón del antígeno de la muestra~ entonces sólo podr3n umrse los 

anticuerpos n los cpitopos que fueron rcs1stenti:s a la desnaturahzac1on. Todos los 

sueros policlonales tienen al menos algunos anticuerpos de este tipo. El ºimmunoblot" 
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no requiere en pnrt1cular unt1cucrpo<> ... ull,fiml!At LBJltf.Gfrfflpo1tctona1es 
son probablemente el upo mi1s usado Je anticuerpos para el .. 1mmunoblo1.. Un suero 

policlonal conttcnc cantidades cons1Jcr;:1blc<> de nnt1cucrpos cspccificos por lo que 

pueden ser diluidos cxtensamcnh: {99) 

Los anticuerpos pruduc1dos en las dos cspcc1c..-. ut1h7..ado"> en el .. immunoblo1·· 

para dctcnnmnr !>U c!>pcc1fic1dad contra u.G!>. pn:scntan la misma capacidad para 

reconocer nntigcnos dcsnaturalu·..ados. ya que las bandas se observaron en un peso 

molecular de ..S5 KDa que es el peso aproximado de ri.Gs La dlluc1on con la que se 

trnbaJaron los anticuerpos en el .. 1mmunobloC" fue de l 500, s1 estas d1luc1oncs se 

comparan con la~ que se usan con algunos anticuerpos anu-a.G comcrc1ales que son 

prcpunficados generalmente en column3.S de proteina A. cuya d1luc1ón recomendada 

pura ··1mmunoblot'" es de: 1 1000, se puede decir entonces que los ti tu los que obtuvimos 

con nuestros anticuerpos M>n sat1sfactonos considerando que sólo se les ~omct1ó a un 

proceso de punticac1ón parcial prec1p1tandolos con sulfato de amonio Esto se debió a 

que se 1mc:ltó manejar a·mbos anticuerpos en cond1cmnes semejante~ y tas lgY's de 

gallina no llenen la capacidad de enlaL.arsc a la protcina A. lo que 1mp1de su umón a las 

columnas con este tipo de soporte. generalmente utilizadas ?ara punficar los 

anticuerpos de conc:JO 

Los anucucrpos tamb1cn ~e compararon mediante pruebas de ELISA. las cuales 

se realizaron pur sus bYTandcs ventajas, como el hm1tc de detección que es de 

aproxtmadamentc de O l • 1 O fmolc:s, aproximadamente O O 1.0 1 ng de protcina 

(considerando un Pr-..1 de 100 KDa), es rap1do y fü.c1I. detecta la presencia de anucuerpos 

y lo cuantifica [99). loma!> importante para el laboratorio acerca de usar esta técnica es 

que su sens1b1hdad depende de la act1v1dad especifica del anugcno y que necesita una 

gran afinidad del antn:ucrpo por !.U antigeno Además de que: nos pc:nn1tió saber si habia 

alguna preferencia en el rcconoc1miento, determinado por el antigcno de la especie 

filogem!ticamcntc más cercana Con esta técnica comprobamos que los anticuerpos 

producidos en ambas especies presentan esta reconocimiento para varias fuentes de 

antigeno como el dccapéptido smtet1co que !>e inoculo, además este reconocimiento fue 

mucho ma)or con el decapcpt1do que el que presentaron con las otras dos fuentes de 

antigeno ya fueran membranas de h1gado de rata o membranas de entroc1to de pavo. ya 

que el titulo con el dccapCpUdo para ambas fuentes de anticuerpos fue de 1.5000 
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La afinidad que presentaron los anticuerpos de gallina para con la!> otras fuente~ 

de antlgcno fue menor con respecto a los anticuerpos de conejo. esta d1fcrenc1u se 

observa pnncipalmcnle en la dilución más baja de anticuerpo ya que a d1 luciones m:is 

altas In diferencia no es gnindc. El titulo de los anticuerpos parn estas dos fuentes de 

antigeno fue de 1 3000. l....a afimdad de ambos anticuerpos fue mayor parn. las 

membranas de hígado de rala. en relación a la observada para la~ membranas de 

eritrocito de pavo. ésto es oprux1madamentc tres veces más b"Tande para las membranas 

de higa.do dc n:na. Sin embargo. cabe ser.alar que t:I :!o anticuerpo anti-gallma estaba 

conjugado con pcrox1dasa. que es menos sensible que la fosfatas.a alcalina la cual estaba 

conjugada al anticuerpo anu-concjo, lo que pudo contar para las d1fcrenc1as que se 

observaron 

También se practicaron mmunocnsayos para los anticuerpos de otras yemas de 

huevo de galhna en los cuales observamos que antes de una tercera moculnc1ón. ya hay 

prcsc:nc1a de los ant1cuerJX>S ant1-a.Gs. aunque la cantidad de anticuerpos producuJos 

aUn es baja en comparación de la cantidad presente en la yema de un dia despuc:s de la 

tercera inoculación, Cabe mcnc10nar que tos fUlt1cuerpos que ut1h7..amos para todos los 

ensayos. excepto donde: se indique lo contrnno. fueron obtenidos de la yema de huevo. 

correspondiente a. nueve dias dcspues de la tercera moculac1ón 

Con estos ensayos de .. 1mmunoblot'" y ELISA comprobamos que el anticuerpos 

tiene la capacidad de reconocer al anti geno !- a sea que este ._e obtenga smtéttcamentc 

(ELISA. Figs. 1 ) 4 ). o dc:snaturallz..ado ( .. 1mmunoblot .. F1g 5) o en su forma silvestre 

fonnando parte estructural de la proteína ( ELISA. F1gs ::?: y 3) 

En cuanto a la afinidad que prc..-sentaron Jos anticuerpos de gallina y conejo para 

la proteína Gs 1n .utu. esta se comprobó md1n:ctamcntc m1d1endo c:1 bloqueo de la 

activación de la adcmlato c1clasa a través de la proteína Gs acoplada con receptores P
adrcnCrgicos. En este ensayo se obtuvo una clcvactón en la actn,.1dad de la ademlato 

ciclasa con forskolina que activa directnmente a esta enzima y se usó para comprobar 

que los elementos del sistema de transducción de sei"lales e!-.taban presentes y en buen 

estado Al medir la act1v1dad de la adenila10 c1cla.."Wi en presencia de isoprotcrenol. un 

agonista P-adrc:nérg1co. se obtuvo una elc'\-ac1ón en su actividad del 43º/ó con respecto 

al basal. y que esta se reviene prácticamente al mvcl del basal (99º/o) cn presencia de 

los anticuerpos de conejo. En presencia de los anticuerpos de galJina esta reversión en 
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la actividad de In adcmlato cictusa fue mos olló del basal (79~-G), lo que sugiere que se 

c:stá inhibiendo In nctivncion de In ndcmlato cicla...-m por In protcinn Gs activada de 

manera endógena ( 114 J. hecho que nos sugicrc la gran potencia de estos anticuerpos 

para unirse al nntigcno La capacidad que prcscnt:uon los nnticucrpos de gallina para 

bloquear a la protclna G!i es ma)·or que In que presentaron los anticuerpos de conejo en 

membranas de hígado Je rata (fig. 6) 

En cuanto a la ~anudad de anticuerpos producidos en gallina y conejos se 

observa que de la >·cmn de la gallina se obttcnc una cantidad considerable de lgY's que 

se pueden u11hzar para lo~ ensayo~. obvuimcntc los nnucucrpos nqui esci.n más puros 

que en el suero de conejo Al precipitar el suero y la."i lgY's con sulfato de amomo con 

la finalidad de ob1cncr una punficacion parcrnl de lb"G"s. se obtuvo una concentración 

igual de protcma 1anto en conejo como en gallina. pero en gnllma se obtuvo un volumen 

3 S veces ma~or que en el conejo (Tabla 1) Hasta aquí la producción de anticuerpos en 

b-.:illlna ha resultado mejor en vanos aspectos primero se logro una mejor respuesta en 

el bloqueo a la protcina Gs. segundo. se produjo una mayor cantuiad de anticuerpos 

scm1punficados de lgY's y/o suero Algunos autores han considerado otra ventaja de los 

anticuerpos de gallma. que es la fac1hdad con que se oh11encn considerando sus 

respectivas fuentes Esto es . que es mas d1flc1l sanb7r.tr un conejo que colectar los 

huevos de la gallina S1n embargo. estos se -..·e balanceado en que e~ menos labono:><> el 

proceso para obtener las lgG's de conejo en relación a las de gallina 

Otro aspecto importante a considerar cuando se ut1l17.nn estas dos especies paro. 

producn anucuerpos e~ que la edad óptima para la producción de anticuerpos en 

conejos es sólo dentro de los 4 a los 6 primeros meses de edad, despues de este t1emp::>. 

la calidad y cantidad de los anticuerpos que se obtienen va dismmuycndo. ademas del 

tiempo que se tiene que esperar para que un conejo se recupere de una sangría a otra. 

En el caso de las gallinas la producción de hue\.os empieza a partir de los tres 

mc~s de vida y es cons.tantc dul"antc todo un af\o. por lo que la cantidad de anticuerpos 

que se pueden obtener de las yemas C"i mucho mo.\s grande. sólo tcndria que reinocularse 

a la gallina en el tu:mpo en el cual el titulo de anticuerpos ya sea bajo Después del ai\o 

de producción de huevos se descansa a la galltna para que tenga otro periodo para poner 

huevos. aunque la cantidad de huevos disminuye: así como la capacidad de 

reconoc1mu:nto y cantidad de anticuerpos que se obtienen de éstas 



42 

Con t>-sc en los resultados obtenidos. podemos concluir que: 

- En et reconocimiento de nnUgenos s1l\lcsucs lo. afinidad entre los anticuerpos 

producidos en conc10 ~ gallina L'"S prá.cttcamcntc igual, como lo presentan los ensayos de 

ELISA. 

- Los anucuerpos nnu-pCptido obtenidos de lo yemn de huevo de gnlhnn demostraron 

ser una mejor nltenwt1va que las 1nmunoglobuhnas del suero de concJO, en cuanto a que 

se logró un me1or blO\.IUCO en la protclna Gs para a1..:t1var a la adeniloto cu:::la..."Ml 

- La producción de los anticuerpo-. de una yema del huc"o de gallina es mayor que la 

de unn ~ngria de conejo. esta Mmpk nprox1mnc1ón prc,ento. una atractiva alternativa 

para practicar los métodos convem.:1onales de producción de nnt1cucrpos policlnnnlcs en 

gnllmn 
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