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1. Antecedentes:

1.1 Introduccion

La produccion de NO (6xido nitrico) se lleva a cabo por la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS)
la cual sintetiza la produccidn del gas utilizando el aminoacido L-arginina como sustrato y en
paralelo generando citrulina (Micheal, 1993, Therry et al., 1999, Marek et al., 2016). EI NO
participa en diversos procesos celulares, teniendo un papel importante en el control del tono
vascular y el flujo sanguineo (Corsete-Krott et al., 2014). NO juega varios papeles fisiologicos.
Actla como neurotransmisor, como efector inmune mediado por macrofagos (Inada et al.,
2010), inhibe la agregacién plaquetaria y la adhesion leucocitaria (Yang et al., 2013), niveles
elevados del gas se asocian a hipotension, estos también asociados a choque endotoxico, dafio
tisular y mutagénesis. En tejidos donde se regula el tono vascular, la disminucién de este gas se

relaciona con hipotension pulmonar (Marletta, 1993).

Existen tres isoformas conocidas de NOS. Una inducible o iNOS, que se encuentra presente en
leucocitos, y dos constitutivas. Entre las dos Ultimas tenemos nNOS, que se encuentra presente
en células neuronales y eNOS, presente en células endoteliales. Una diferencia importante entre
ellas es que las isoformas constitutivas son reguladas por Ca®* y calmodulina (Marletta, 1994).

Todas las isoformas de NOS comparten regiones estructurales y cofactores en comun,
incluyendo un dominio con funcidn oxidasa y otro con accion de catalasa. EI dominio oxidasa
presenta un grupo hemo (Raman et al.,., 1998), sitios de union a tetra-hidrobiopterina (BHs4) y
a calmodulina. Por otra parte, el dominio reductasa, que presenta homologia a citocromo P-450
(Raman et al., 1998), puede generar uniones con el grupo flavina adenina dinucleétido (FAD),
flavina mononucledtido (FMN) vy realiza la oxidacion de nicotinadenina dinucledtido fosfato
reducido (NADPH) (Sangwon, 2014).

1.2 Isoformas
El NO es producido en practicamente todos los tejidos por las diferentes isoformas de NOS

(Marletta, 1993) y en mamiferos cada isoforma esta codificadas por un gene diferente (Corsete-
Krott et al., 2014). Ademas de que cuentan con diferente localizacion tisular, todas las isoformas
presentan una regulacion bioquimica muy similar y en humanos se presenta una homologia del
51-57% entre las tres (Alderton et al., 2001). De una manera simple se pueden clasificar como
constitutivas aquellas isoformas que son dependientes de Ca?*/calmodulina, y la no dependiente
de Ca?*/calmodulina, como inducible (Marletta, 1994).



6

La forma inducible iNOS (NOS2), presente en células del sistema inmune se produce por
actividad iniciada a partir de ciertos estimulos como citocinas (Raman et al., 1998). Al interior
celular se encuentra presente en el compartimiento citosélico (Marletta, 1993) donde produce
gran cantidad de NO. Esta molécula, ademés de ser un gas es un radical libre que participa en
procesos de defensa celular e inflamatorios (Corsete-Krott et al., 2014). En humanos esta
codificada en el cromosoma 12 y presenta una longitud de 1153 aminoacidos (aa) (Alderton et
al., 2001).

Las dos isoformas constitutivas, la neuronal (nNOS, NOS1) y la endotelial (eNOS, NOS3),
producen una menor cantidad de NO cuya funcidn se inclina mas hacia la sefializacion celular.
Por ejemplo, la nNOS es crucial en la neurotransmision glutamatérgica, mientras que la eNOS
participa muy importantemente en la regulacion de la vasodilatacion y el control de la presion
sanguinea (Marletta, 1993; Raman et al., 1998; Corsete-Krott et al., 2014). En el caso de la
forma neuronal, el gen que la codifica igualmente se localiza en el cromosoma 12 con
informacién para una cadena de 1434 aminoacidos (aa) (161 KDa). Por otro lado la forma
endotelial presenta 1203 aa (133 KDa) y se encuentra codificada en el cromosoma 7 (Alderton,
2001).

1.2.1 Enzima en eritrocitos

En los estudios realizados por Kang et al. (2000), se logré determinar la presencia de la proteina
perteneciente a la familia de NOS en eritrocitos, sin embargo, no lograron determinar actividad
enzimatica en cuanto a sintesis de NO. Se ha reportado que bajo condiciones de hipoxia los
eritrocitos son capaces de inducir vasodilatacion dependiente de NO. En estudios realizados en
eritrocitos humanos y de rata se observo que, en condiciones anaerobias y pH bajo, los nitritos
eran reducidos para producir NO, evento que se relacion6 con la expresién de eNOS en dichas
celulas (Webb et al., 2008).

Kleinbongard et al., (2006) pus6 de manifiesto la presencia de eNOS en la parte interna de la
membrana de eritrocitos y en mucha menor proporcion en citoplasma. Asimismo, sugirieron
que la enzima se encuentra activa. Se ha postulado que la presencia de arginasa en eritrocitos
pudiera modular la capacidad efectora de eNOS en eritrocitos al utilizar el mismo sustrato de

manera competitiva y asimismo actuando como un regulador de eNOS (Jiangning et al., 2013).



1.3 Dominios

En forma muy general, las isoformas de NOS presentan una estructura con dos grandes
dominios, uno hemooxigenasa que se encuentra hacia el extremo amino terminal. Esta region
presenta dos sitios de anclaje, uno a BHs y otro al sustrato L-arginina. El otro dominio se
encuentra hacia el extremo carboxilo terminal y tiene funcion reductasa. Es en este dominio
también se encuentran los sitios de union a FAD, FMN y NADPH (Alderton et al., 2001).
Ambos dominios se encuentran muy bien delimitados por una region gozne o bisagra de

estructura puramente primaria.

Es requisito molecular para que la NOS presente actividad enzimatica que se encuentre en
forma dimérica (Marletta, 1993; Raman et al., 1998; Alderton et al., 2001). Hasta ahora, aunque
se han cristalizado algunas regiones para su determinacién estructural por difraccién de rayos
X, no se ha dilucidado enteramente su estructura. Sobre todo se tiene conocimiento de la forma
monomeérica de iINOS y se intuye que la formacion del dimero le proporciona a la enzima la

capacidad de presentar una union estable a BHs (Raman et al.,., 1998).

1.3.1 Dominio tipo hemo oxidativo

Se caracteriza por ser un dominio en forma de dimero, al cual Zn?* se asocia a residuos de
cisteina por medio de un enlace iénico tetraédrico. Es importante sefialar que los residuos Cys
de union Cys-(X)-Cys, se encuentran altamente conservados, punto comun entre todas las
isoformas de NOS (Raman et al., 1998; Alderton et al., 2001). La importancia bioquimica de
este dominio radica en que presenta similitudes con el complejo enzimatico del citocromo P-
450, compartiendo ambos la capacidad de generar un potencial Red-Ox tal que puede promover
la reaccion de catalisis con el sustrato L-Arg (Alderton et al., 2001) y por lo tanto la produccién

de NO y citrulina.

1.3.2 Dominio tipo reductasa

Este dominio se encuentra hacia el extremo carboxilo terminal. En esta region se encuentra el
sitio de union a Ca?*/calmodulina, asi como aquellos sitios que se unen a los cofactores FAD,
FMN y NADPH (Alderton et al.,., 2001). Tanto FAD como FMN aceptan electrones de
NADPH, los cuales son transportados hacia el dominio hemo. Es la accion de calmodulina (de
ahi su dependencia de Ca*?) la que aparentemente regula el flujo de electrones (Alderton et al.,
2001).



1.4 Importancia bioldgica

El 6xido nitrico es un compuesto de bajo peso molecular, alta lipofilicidad y altamente reactivo
ya que es un radical libre. Tiene una vida media extremadamente corta (<5 s) y los nitratos y
nitritos derivados de NO producen complejos proteicos S- o N- (nitroso-proteina) y complejos
con hierro. Estos en si mismos constituyen dep6sitos corporales (pools) alternos de NO. A partir
de los compuestos nitrosilados, por ejemplo S-nitrosohemoglobina, entonces se puede generar
nuevamente NO libre de manera no enzimatica. Es decir, sin la participacion de NOS. De esta
manera tales compuestos nitrosilados, hemoglobina por ejemplo, pueden viajar a otros tejidos
donde se produce y libera NO (Bradley et al., 2012). Evaluar experimentalmente, el impacto de
cada pool de NO producido por separado (enzimatico y no enzimatico) ha sido extremadamente

complicado de evaluar.

El NO media procesos de sefializacién, por tres mecanismos: activacion de guanilato ciclasa,
por S-nitrosilacion y activando cascadas de sefializacion celular dependientes de proteinas
cinasas (MAPKs) (Bradley et al., 2012). De esta manera, presenta una gran importancia en
funciones endoteliales, metabdlicas, proteccion vascular, efectos sobre el sistema inmune y
neurotransmision. Las concentraciones determinadas en la realizacion de su funcion varian
entre picomoles y nanomoles y la vida media activa del gas y radical libre NO se ha evaluado
entre 1-2 s (Bradley et al., 2012).



Funciones del 6xido nitrico
Nivel de efecto Funcion
Une a los complejos Citocromos | y IV
Activacion del transporte de electrones
Reduccion del metabolismo oxidativo mitocondrial
Regulacion en la produccion de ROS*
Proteccion celulas endoteliales y del miocardio via
NO-cGMP
Nitrosilacion de tirosina en componentes
mitocondriales importante para apoptosis.
Darfio a ADN llevando a muerte celular por via
mitocondrial y por apoptosis 0 necrosis.
Metabolismo del musculo
Excitacion y contraccion
Funcion inmune
Crecimiento celular
Potencia la accién de insulina via NO/cGMP/cGK
Inhibe la sensibilidad de miocitos a insulina
Estimula oxidacién de glucosa en musculo, higado
y adipocitos via cGMP
Influye en el catabolismo via NO/cGMP en
musculo esquelético y cardiaco.
via NO/cGMP/cGK
Regula niveles Ca?*

Mitocondria

Proteccion celular

Muerte celular

Musculo esquelético

Glucosa

Acidos grasos

vasodilatacién

* ROS, reactive oxygen species (Fuente de la tabla: Bradley et al., 2012).

Como se puede notar de la tabla anterior (Bradley et al., 2012), las isoformas de NOS y su
producto NO participan en una gran variedad de funciones fisiologicas las cuales al verse

alteradas pueden generar patologias de importancia.

1.5 Generacion de anticuerpos policlonales

Cuando los linfocitos T y B encuentran y se unen a moléculas antigénicas a través de sus
receptores estas células proliferan y se diferencian. Con este proceso se estimula la produccion
de anticuerpos y se generan células de memoria. Las células B generan anticuerpos con un gran
repertorio de sitios de unién para el antigeno y cada clona de células B produce anticuerpos

especificos contra un sitio antigénico (Hanly et al., 1995). Los componentes policlonales
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constituyen el componente de la secrecion de células plasmaticas de diferentes clones celulares

y son por lo tanto proteinas heterogéneas entre si (Palomo et al., 2009).

La activacion de linfocitos B virgenes, genera la produccion de células de memoria y células
plasmaéticas lo que conduce a la produccién de anticuerpos secretados con diferentes isotipos
(Kindt et al., 2007; Abbas et al., 2012). El primer contacto con un antigeno externo genera una
respuesta humoral primaria, produciendo células plasmaticas generadoras de anticuerpos y en
menor medida células de memoria. De inicio se genera mayoritariamente 1gM, seguida de un

cambio de proporcion creciente hacia 1gG (Kindt et al., 2007).

Las células de memoria que se generan en la respuesta primaria dejan de dividirse y entran en
fase GO o de reposo fuera del ciclo mitdtico. Estas células tienen tiempos de vida variables,
pudiendo ser hasta de afios. La respuesta secundaria depende de la presencia de células de
memoria tanto B como T. En esta fase la respuesta es de mayor magnitud y perdura por mas
tiempo, generandose un cambio de clase de las inmunoglobulinas producidas, éstas con una

mayor afinidad por el antigeno y predominando IgG (Kindt et al., 2007).

Cuando se inmuniza a animales con algin compuesto especifico, se estimula la respuesta
humoral que consiste en la produccién de anticuerpos contra epitopos especificos de la
molécula. Para generar una respuesta secundaria es importante inmunizar nuevamente con la
misma molécula (Kindt et al., 2007). Posterior a la primera exposicion a un antigeno, 7-10 dias,
ocurren tres fendmenos importantes en la maduracion de las células B: maduracion de afinidad,
cambio de clase y formacién de células B de memoria. La afinidad de los anticuerpos
producidos en la respuesta humoral aumenta durante el proceso de maduracion de la afinidad,
resultando sobre todo del proceso conocido como hipermutacion somaética (Kindt et al., 2007).

1.5.1 Hipermutacion somatica

Las mutaciones criticas ocurren alrededor de los segmentos V(D)J (variable-diversity-
functional joining) de los genes de la inmunoglobulina. Este proceso ocurre sobre todo en la
region V (variable) y particularmente en el dominio de hipervariabilidad en el extremo amino.
La mayor parte de las mutaciones se encuentra dentro de tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR, complementary determining regions). Se estima que la frecuencia
de mutaciones es de alrededor de 10-3/pares de bases por cada division de la clona celular B y

se sabe que la mutacidén somatica ocurre de manera aleatoria (Kindt et al., 2007).
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1.5.2 Cambio de clase

Este hace posible que cualquier dominio Vh (variable heavy) determinado se una a la region
constante (C) de algun isotipo de inmunoglobulina (kappa o lambda). Varias citocinas influyen
en la determinacion de la clase de Ig. En el cambio de clase en respuesta a antigenos

dependientes del timo requiere asimismo la interaccion CD40/CD40L (Kindt et al., 2007).

Citocina Inmunoglobulina
IgG2a
IFN-G
19G3
IgA
TGF-B
1gG2b
IgE
IL-4 :
1gG1
IL-2
IL-4 IgM
IL-5

Las células B virgenes sélo expresan IgM o IgD. Como consecuencia del cambio de clase, las
células B de memoria expresan isotipos adicionales, incluidas 1gG, IgA e IgE (Kindt et al.,

2007).
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1.6 Criterios de seleccién del inmundégeno
1.6.1 Péptido
Thomas et al., 1981, nos dicen que la polaridad que presenten los aminoacidos es determinante

para que se puede elegir una secuencia peptidica que presente una actividad inmunogénica.

La longitud de los péptidos es importante. Se recomienda la utilizacién de péptidos
inmunogénicos que no sean menores ni mayores a una longitud de 10-20 aa. Aquellos mas
pequefios, por su tamafio pueden no actuar como buenos epitopos antigénicos. Mas grandes
puede generar interacciones secundarias en su propia estructura (Hancock y O"Relly, 2005).

1.6.2 Acarreador

La proteina acarreadora BCP, es extraida del molusco Concholepas concholepas que reacciona
de manera parecida a la proteina KLH (keyhole limpet hemocyanin). Ambas son muy utilizadas
debido a su alto grado de inmunogenicidad a su vez asociada a una distancia filogenética
considerable con mamiferos. Como agente antigénico se ha demostrado que presenta buenos
resultados al utilizarse en mamiferos. Su utilidad incluye su alto potencial de conjugacion con
fines inmunogénicos con moléculas como hormonas, lipidos y polisacéridos, entre otros (Harris
y Markl, 1999).

1.6.3 Entrecruzador

Sulfo-MBS (éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) es uno de los entre-
cruzadores mas comunes en el proceso de conjugacion y que indeseablemente puede generar
reactividad con histidina. Por ello que es importante una secuencia libre de grupos que puedan
interferir en la reaccion ya que dicho compuesto reacciona principalmente con grupos tiolados.
Otro entrecruzador es sulfo-SMCC (sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-
carboxilato), que de igual manera reacciona con grupos tiol. (Carter, 1994). EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida)), es otro entrecruzador, el cual presenta una reactividad con

grupos carboxilo terminales (Bartel y Campbell, 1959).

La estabilidad de los enlaces entre péptidos y acarreadores se comporta de la siguiente manera:
de mayor a menor estabilidad del enlace quimico: tioéter > amida > disulfuro > tioéster
(Beekman et al., 2001). La reaccion de conjugacion genera enlaces amida entre el acarreador

BCP y el entrecruzador y enlaces tioéter entre péptido y entrecruzador (imagen 1). De ahi la
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importancia de introducir cisteina al extremo N-terminal ya que se producird un compuesto

estable.
Carri ’
Carrier arrier NH N :
NH 2 ! Ehies Peptide
Protein - Protein )_<:>_/ 0
0
Maleimide-activated
Carrier Protein
Nat
O § 0 0 R Peptide |
\ Peptide
& -
0 N—0 ﬁ Carrier ) ﬁ
W/ 0 }_<:>_/ 0
0 0 — 0
Sulfo-SMCC Crosslinker Carrier-Peptide Conjugate

Imagen 1 Reaccion de conjugacion entre la proteina acarreadora Blue
Carrier Protein, el entrecruzador quimico Sulfo-SMCC y el péptido
inmunogeénico.

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/77115

Los grupos electrofilicos son pobres en electrones y pueden aceptar electrones a diferencia de
los grupos nucleofilicos que son ricos en electrones y poseen pares de electrones que pueden
ceder (Yurkanis, 2008). Lisina y grupos similares con grupos amino, tienden a reaccionar a pH
8.0. Los grupos amino alfa y N-terminales, al tener un caracter basico menor, reaccionan a pH
neutro, asi como el grupo tiol o sulfhidrilo de cisteina y metionina (Lemus y Karol, 2003). Es
de suma importancia considerar entonces la reactividad de los grupos presentes dado que la

reaccion de conjugacion se realiza a pH neutro.

Importantemente para que el grupo sulfhidrilo se encuentre disponible debe encontrarse en
estado reducido. Se han reportado una gran variedad de reductores como 2-mercaptoetanol,
ditiotreitol, glutation, y tributilfosfina, que a una concentracion de 0.1% y temperatura ambiente
por 60 min dan buenos resultados. Ademas estos pueden utilizarse alternativamente en

soluciones acuosas u organicas (Capter, 1994).
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2. Planteamiento del Problema:
El NO media procesos fisioldgicos cruciales siendo uno de ellos la homeostasis cardiovascular.
Todo parece indicar que desérdenes en el sistema de produccién de NO juegan un papel
importante en las enfermedades cardiovasculares. Los niveles elevados de NO se han asociado
a hipotension asociada a choque endotoxico, dafo tisular y mutagénesis debido a la alta
reactividad inespecifica del NO. Por otra parte, déficits en la produccion de NO se asocian a
hipertension arterial e hipotension pulmonar (Marletta, 1993).

Diferentes estudios han sugerido la fuerte posibilidad de que en eritrocitos se expresa NOS en
una situacion fisioldgica tal que la enzima es capaz de sintetizar NO de manera funcional. Las
evidencias sugieren que tal enzima NOS eritrocitaria presenta una similitud a la isoforma
endotelial de la misma (eNOS) (Corsete-Krott et al., 2012). Por lo tanto, esperamos que la
elaboracion de un anticuerpo con afinidad hacia la isoforma endotelial de NOS presentara de

igual manera afinidad por la enzima expresada en eritrocitos.

En nuestro laboratorio nos hemos encontrado con una extrema falta de confiabilidad de los
anticuerpos comerciales. De la bateria de cinco anticuerpos comerciales anti-NOS adquiridos
en el pasado reciente algunos de ellos no presentan reactividad alguna y otros presentan fuerte
reactividad cruzada hacia moléculas ajenas a la enzima NOS. En el mejor de los casos la
reactividad ha sido extremadamente débil. Esto ha dificultado y atrasado enormemente nuestro
trabajo. Debido al sistema actual de transporte desde el extranjero, depésito en agencias
aduanales y, finalmente, entrega del producto a nosotros, hemos encontrado que frecuentemente
los anticuerpos comerciales llegan a nuestras manos con un alto grado de degradacion. En
innumerables ocasiones los anticuerpos se encuentran inservibles. Es por esta razon que hemos
decidido producir nuestros propios anticuerpos contra la enzima NOS y determinar la
especificidad de los mismos, particularmente en cuanto a la expresion de eNOS en eritrocitos

humanos
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Pregunta de investigacion:
Por diversas técnicas inmunoquimicas ¢podran los anticuerpos policlonales de conejo
producidos contra la isoforma endotelial de la enzima sintetasa de éxido nitrico reconocer lo
siguiente?
a. Laenzima eNOS expresada en endotelio vascular.
b. La enzima tipo eNOS, que recientemente se ha postulado se expresa en eritrocitos
(Kleinbongard et al., 2006).
c. No reconocer otras isoformas de NOS
d. No reconocer proteinas diferentes

3. Hipotesis:
Hipdtesis alterna: Los anticuerpos policlonales de conejo producidos en el Laboratorio de

Neuroquimica, Facultad de Medicina, UAEMEX, contra la enzima eNOS, reconoceran con alta
especificidad ademéas de la eNOS presente en endotelio vascular una isoforma semejante

presente en eritrocitos humanos.

Hipdtesis nula: Los anticuerpos policlonales de conejo producidos en el Laboratorio de

Neuroquimica, Facultad de Medicina, UAEMEX, contra la enzima eNOS, no reconoceran con
alta especificidad la eNOS presente en endotelio vascular y no detectaran una isoforma

semejante en eritrocitos humanos.
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4. Objetivos:

4.1 General:

Producir un anticuerpo que reconozca especificamente la forma endotelial de la enzima

sintetasa de o0xido nitrico y comprobado esto por diversas técnicas inmunoquimicas.

4.2 Especificos:

Solicitar la sintesis por maquila de dos péptidos (P44 y P58presentes exclusivamente en

la isoforma endotelial de la enzima sintetasa de 6xido nitrico.

Producir un antigeno tal que puedan elaborarse anticuerpos policlonales de conejo
dirigidos al reconocimiento exclusivo de la isoforma endotelial de la enzima NOS.
Dicho antigeno sera el resultado de la sintesis quimica por “crosslinking” entre cada uno

de los dos péptidos especificos de NOS vy la proteina acarreadora de molusco BCP.

Inmunizar individualmente conejos con diferentes dosis (minima, media y méxima) de
los productos antigénicos producidos: péptidos P44 y P58 entrecruzados quimicamente

a la proteina acarreadora de molusco BCP.

Extraer suero (5 ml) de cada conejo y probarlo previo a la inmunizacién y 15 dias

posteriores a cada inmunizacion y refuerzos.

Purificar los anticuerpos producidos por cada conejo a partir de la separacion de la
proteina inmunoglobulina presente en plasma sanguineo al término de los protocolos de

inmunizacion y refuerzo.

Caracterizar la especificidad de los anticuerpos policlonales producidos en conejos y su
especificidad en el reconocimiento de eNOS por diversas técnicas inmunoquimicas de

acuerdo a movilidad electroforética (indice Rf) y expresion tisular.
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5. Justificacion
Bruno et al., (1996) lograron poner en evidencia la presencia de una proteina expresada en
eritrocitos, principalmente unida a membrana, que podia ser identificada con anticuerpos contra
las isoformas NOS2 y NOS3, siendo los anticuerpos para NOS1 incapaces de reconocer dicha
proteina. En ese momento solo se pudo considerar la posibilidad de que se expresaba en
eritrocitos una proteina con posible relacion a la familia de NOS. Aparte de esto, hasta ahora
no se ha podido esclarecer si existe una funcidn enzimatica tipo NOS activa en la produccion
de NO al interior de las células rojas. Esta es una problematica complicada debido a la activa

participacién de nitroso-hemoglobina como gran reservorio de NO.

Se sabe que los efectos de vasodilatacion producidos por NO son importantemente
determinados por las enzimas NOS localizadas en el endotelio. Aunque se ha reportado que
los eritrocitos transportan una enzima funcional productora de NO (Corsete-Krott et al., 2014),
esto sigue en debate debido al considerable aporte de NO como gas y radical libre por parte de
las formas nitroso y nitrosilhemoglobina. Aun existe discusion sobre la fuente de NO en los
eritrocitos  suponiendo la posible participacion de hierro-nitrosilhemoglobina, S-
nitrosohemoglobina y nitrato (Bradley et al., 2012; Kim 2014, Rychter et al., 2016). Diferentes
estudios han reportado la presencia de dominios enzimaticos correspondientes a NOS que se
encuentran en los eritrocitos pero de manera inactiva. Los eritrocitos tienen la capacidad de
generar uniones con el oxido nitrico especificamente la hemoglobina (Bruno et al., 1996).
Considerandose como un mecanismo de desecho del gas. Asi mismo se presume que en los
eritrocitos existe la produccion de NO via enzimatica. Esto se ha puesto de manifiesto midiendo
los productos de degradacién, como son los nitratos y nitritos; como la determinacion de L-

citrulina marcada, obtenida por la transformacion de L-arginina (Kang et al., 2000).

Esperamos que con la produccion propia de anticuerpos anti-eNOS poder resolver algunas de
las preguntas anteriores. Primeramente en cuanto a la expresion y distribucién de la enzima en
los compartimientos celulares de eritrocitos: membrana plasmatica, citoesqueleto y citosol.
Igualmente, de acuerdo a ensayos funcionales en ausencia de hemoglobina, disefiar un sistema

de actividad fisiologica de eNOS en fantasmas de eritrocitos.
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6. Materiales y Métodos:
6.1. Disefio de Estudio
Tipo de estudio: Experimental, prospectivo, cuantitativo y cualitativo.
Universo: Sueros inmunes de conejo
Método de muestreo: Extraccion de sangre por puncion venosa de oreja.

Tamarfio de muestra: 6 conejos.

6.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
De acuerdo a la reaccion de inmunorreactividad de los sueros y anticuerpos producidos en este
proyecto, los siguientes factores determinaran su especificidad contra eNOS y por lo tanto los

criterios de inclusién, exclusion y eliminacion.

Factores a determinar:

Movilidad electroforética (indice Rf) de la proteina antigénica acorde al peso molecular
reportado (133 kDa) de eNOS.

Reaccion negativa de inmunorreactividad de los anticuerpos secundarios anti-conejo, i.e.,
especificad del anticuerpo primario producido.

Inmunorreactividad positiva en tejidos donde se ha reportado la expresion de eNOS.

Inmunorreactividad negativa en tejidos donde se ha demostrado la no expresion de eNOS.

Por lo tanto:

Criterios de inclusion: Sueros y anticuerpos purificados que reconozcan al antigeno
buscado de acuerdo a los factores anteriores.

Criterios de exclusion: Sueros y anticuerpos purificados que no cumplan con los criterios
anteriores

Criterios de eliminacion: Sueros y anticuerpos purificados que no cumplan con los criterios

anteriores.
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6.3. Seleccion y sintesis de los péptidos antigénicos

La eleccién del péptido se realizd con apoyo del software de libre acceso IEDB Analysis
Resource de acuerdo al codigo de la asociacion Swiss Protein Bank Swiss-prot P29474 para
NOS3-Humano (GeneCards), y esto ademas de acuerdo a la informacion obtenida de la base
de datos NCBI para el andlisis del codigo FASTA.

También se procedio a un analisis de imagenes de la estructura tridimensional de la proteina
con el programa SWISS-MODEL. También el analisis de las secuencias peptidicas de las tres
isoformas de la enzima NOS se realizé con el software Clustal Omega. Los péptidos
seleccionados P44 y P58 fueron sintetizados por GenScrip.

6.3.1 Conjugacion de los péptidos con la proteina acarreadora

Procedimiento de acuerdo a Hancok y O"Reilly (2005)
1.- Se disolvieron 4.1 y 4.2 mg de proteina acarreadora BCP (blue carrier protein, GenScript),
por cada conjugado, de proteina acarreadora y entrecruzador a preparar para cada péptido, en
un volumen de PBS (0.41 y 0.42 ml respectivamente)
2.- Se disolvieron 4 mg de sulfo-MBS (SIGMA-ALDRICH), por cada conjugado, en 0.4 mL
agua ultrapura (Up) estéril.
3.- Una vez disueltos el entrecruzador y la proteina acarreadora, se mezclé bien y dejé a
temperatura ambiente 1 h bajo agitacion constante.
4.- Se dializ6 la muestra (volumen total de la muestra) en una membrana de celofan para
eliminar el entrecruzador que no hubiese reaccionado. Procedimiento de dialisis: 1) el primer
paso se realizo con 250 ml de PBS, pH: 7.4; 5 minutos, 2) se colocd nuevo PBS, 250 ml, por
20 minutos, 3) se colocé PBS nuevo, 250 ml, por 1 hora, 4) se coloc6 PBS nuevo, 250 ml, 2
horas, 5) se cambi6 nuevamente PBS, 250 ml, durante 12 horas, 6) por ultimo, se cambi6
nuevamente el buffer; 250 ml y se dejo toda la noche, todo el proceso de dialisis se mantuvo a
4°C.
5.- Reduccién quimica del péptido

a) Se prepard una solucion fresca de borohidruro de sodio, SIGMA-ALDRICH, (5 mg/ml) en
buffer de boratos y se mantuvo en hielo.

b) Se disolvio 4.1 y 4.2 mg (péptido P44 y péptido P58 respectivamente, GenScript) del
péptido en buffer de borato (410 y 420 uL, respectivamente), pH: 8.0

c) Se adicion6 1/10 de volumen de la solucion de borohidruro de sodio (8.2 y 8.4 ml,
respectivamente) hasta disolver el péptido, se mezcld bien y colocé en hielo por 2 horas,
(Holtzhauer, 2006).
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d) Se redujo el pH adicionando HCI 1 M (5 gotas), mezclandose bien y dejandose en hielo 5
minutos mas.

e) Se adiciono el mismo nimero de gotas de NaOH 1M para neutralizar el pH y se verifico
que este se encontrara entre pH 6 y 7. Cuando fue necesario, se ajusto hasta lograr la neutralidad.
6.- Se agregd el entrecruzador-péptido a la proteina acarreadora BCP en ausencia de sales. Se
dejo la reaccién proceder toda la noche a temperatura ambiente con agitacion constante y

moderada.

6.3.1 Esquema de inmunizacion

Tabla 1. Esquema de inmunizacién

_ ] Toma de muestra
_ Cantidad total de | Tiempo entre ]
Peptido | ] ) posterior a
inmundgeno (ug) dosis (Sem) o o
administracion (dias)
PWA 50 3 14
PWA 100 3 14
PWA 300 3 14
EQQ 50 3 14
EQQ 100 3 14
EQQ 300 3 14

(Harlow y Lane, 1998)

La primera administracion se realizé con adyuvante completo de Freund, y las posteriores con
adyuvante incompleto en proporcion de volumen conjugado-adyuvante 1:1 (via intra dérmica).
Obtencion de muestra (Harlow y Lane, 1998). Se tomaron las muestras sanguineas de la oreja
de conejo (10 mL). Después de la recoleccion las muestras se mantuvieron a 37 °C de 30 a 60
minutos para generar coagulo. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 3,000 rpm por 20

minutos a 4 °C. Se conservaron a -20 °C hasta su uso.

6.3.2 Técnica de doble inmunodifusion (Método de Ouchterlony)

Se prepard el gel de agarosa 1.2% en buffer PBS estéril disolviendo la agarosa en ebullicion.
Se dejo enfriar a 50-60 °C y vertid en cajas de Petri un volumen alrededor de 1-2 mm. Se
perforaron 5 pozos, uno central y cuatro periféricos con un didmetro aproximado de 3-5 mm,
con una distancia 4-5 mm entre cada uno de los pocillos. A cada pozo se le colocd 30 ul de

antisuero y 40 pl de antigeno correspondiente. Se dejaron las cajas en cdmara humeda por 24
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horas a temp/amb. Se realiz6 la recoleccion de muestras de sangre (5 ml) de los seis conejos
inmunizados y se obtuvieron los sueros. De cada conejo y primeramente, el suero pre-inmune
correspondiente a la etapa previa a la inyeccion del antigeno. Después, igualmente de cada
conejo se recogieron los tres sueros correspondientes a los diferentes esquemas de
inmunizacion: primero, segundo Y tercer refuerzo (Tabla 1). Se procedi6 asi a la prueba de
Ouchterlony tanto para sueros preinmunes como para los sueros correspondientes a los tres
refuerzos de cada dosis y de cada péptido. En total 24 sueros fueron colectados y probados.

Péptidos inmunogénicos: P44 y P58. Pozos centrales 40 pl de conjugado y 100 g de proteina
de extracto celular de corazdn con 30 pl de sueros inmunes. Sueros: preinmune y primero,

segundo Y tercer refuerzo. Probados contra extractos celulares de corazon.

6.3.3 Purificacion de inmunoglobulinas

6.3.3.1 Solucion saturada de sulfato de amonio SAS

El sulfato de amonio ((NH4)2SO4) saturado (SAS) de disolvié en agua destilada hasta tener
una concentracion final de 4.84 M calentandose la solucién hasta la disolucion completa de
SAS. El pH se ajusto6 a 7.45 con hidroxido de amonio y se refriger6 a 4 °C hasta su uso (Marjam
etal., 2015).

6.3.3.2 Precipitacion de inmunoglobulinas (Liddell, 2003)

Todo el procedimiento se realizé a una temperatura de 4°C. Inicialmente se adicionaron dos
partes de PBS por una de suero y posteriormente por goteo se agregé SAS hasta obtener una
concentracion final entre 37% y 40% (v/v). Esta mezcla se mantuvo toda la noche en reposo y
el precipitado se colect6 por centrifugacion a 1000xg/15 minutos. El precipitado fue lavado de
nueva cuenta con SAS y centrifugado otra vez a 1000xg/15 min. El volumen del precipitado se
ajustd con buffer salino de fosfatos (PBS) hasta completar el volumen original de la muestra y

se diluyo el centrifugado. Finalmente a 5000xg/15 min se removi6 el material insoluble.

El sobrenadante fue transferido a un recipiente limpio y las inmunoglobulinas nuevamente
precipitadas con SAS al 40% centrifugando a 1000xg/15 min y re-disuelto el precipitado en
PBS (0.5ml). Fue dializado contra un total de 5 litros de PBS toda la noche. Se centrifugé a
5000x%g/15 minutos y removido todo material insoluble. Las fracciones purificadas de

inmunoglobulinas se almacenaron a -72°C hasta su uso.
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6.3.5 Inmunofluorescencia

Se realizaron cortes de tres tejidos, corazén, pulmén y cerebro, en parafina esperando
encontrarse la expresion en el primero y solamente de manera minima en endotelio vascular de
los otros dos. Se realizo la desparafinacion de los tejidos y la recuperacion inmunogénica con
buffer de EDTA pH=9. Se bloquearon con solucion de leche baja en grasa al 5% durante 35
minutos. Se incubo con los anticuerpos anti-eNOS durante toda la noche, con una dilucién 1:50.
Seguido se realizé lavado y adicionandose anticuerpos secundarios anti-conejo acoplados al
fluorocromo FITC durante 2 horas. Posteriormente se adiciono el fluorocromo DAPI (4’°,6-

diamino-2-fenilindol) para marcar nucleos y se observaron en microscopio de fluorescencia.

6.3.6 Western blotting

50 ug de proteina de diferentes tejidos de raton (cerebro, pulmén, corazon, higado y rifién)
fueron sometidas a separacion por electroforesis en geles de poliacrilamida (8.0%) vy
condiciones desnaturalizantes con SDS y B-mercaptoetanol a 100 volts por 150 minutos.
Posteriormente las proteinas fueron electrotransferidas (BioRad) durante 2 horas a una
membrana de PVDF (polivinil difluoruro) durante 45 minutos a 350 mA utilizando una solucion
tamponada de electrotransferencia. La membrana se bloque6 durante una hora con solucion de
leche baja en grasa y sondeada con los anticuerpos antieNOS purificados previamente
(Kleinbongard et al., 2006).

6.3.7 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd con el kit de Biorad protein assay, siguiendo las
especificaciones del distribuidor.

6.3.8 Densitometria

La densidad de las bandas obtenidas por el western blotting se analizaron con el programa

Imagej.
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Variable

Definicion conceptual

Definicién operativa

Tipo de

variable

Escala de medicion

Analisis

Estadisticos

Enzima 6xido nitrico

sintetasa en eritrocitos.

Enzima que realiza la sintesis
de NO

Western blotting

Fluorescencia

Dependiente

Categorizada

133 kDa

Presencia o ausencia

N/A

Anticuerpos policlonales | Anticuerpos que actGan con Técnica de precipitacion con sulfato de Independiente Formacion de N/A
diferentes epitopos de un amonio. Cualitativa precipitado
mismo antigeno categorica

Concentracion de Cantidad de proteina presente | Técnica de Lowry para cuantificacién de | Interviniente mg/ml N/A

inmunoglobulinas

en una muestra en mg/ml

proteinas.

Cuantitativa

discreta

Variables de Estudio

Independientes:

Dependientes:

Anticuerpos policlonales

Reconocimiento de la isoforma endotelial de la 6xido nitrico sintetasa.
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6.5 Implicaciones Bioéticas
Basados en la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 y en los estandares internacionales
y sus especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio se

adecuo el trato digno y correcto de los animales para los ensayos experimentales.

6.6 Recoleccion de Datos
Cuantificacion de proteinas en mg/ml por el método DC (detergent compatible) de BioRad.
Se determinara la expresion presencia de la proteina la proteina de interés (eNOS) por Western
blotting posterior a electrotransferencia (presencia de bandas con peso molecular de 133 kDa)

por medio de inmunotincién con los anticuerpos anti-eNOS producidos por nosotros.

7 Resultados

7.1 Seleccién de péptido
Se obtuvo la figura 1 de hidrofilicidad/hidrofobicidad (IEDB Analysis Resource http://tools.
Immuneepitope.org) donde se representa en color amarillo aquellas secuencias cuya posicion es
externa (hidrofilica) con respecto a la estructura tridimensional global de NOS. Las areas verdes
corresponden a las secuencias internas (hidrofobicas), determinado todo esto de acuerdo con la

polaridad de los grupos laterales de los aa constituyentes.

T
i i[— Threshold

Score
(=

Position

Average: 0.253 Minimum: -1.853 Maximum: 3.330

Figura 1. Posicion de los péptidos de acuerdo a su probable hidrofilicidad / hidrofobicidad
en la secuencia primaria de la proteina NOS3 (endotelial). Puntos superiores mayores a
cero (color amarillo), corresponden a secuencias expuestas de la estructura 3D de la
proteina. Los picos verdes con valores menores a cero, corresponden a las secuencias
internas en la estructura 3D de la proteina. IEDB Analysis Resource
(http://tools.immuneepitope.org)
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Inicialmente se obtuvieron 58 posibles secuencias antigenicas, tabla 2, de las cuales aquellas que
contaron con una longitud de 10 amino&cidos o mayores se compararon contra secuencias de las
isoformas NOS1 y NOS2. De esta manera y a través de los bancos de datos (Gene cards) se
determind cuales correspondian exclusivamente a la isoforma endotelial (NOS3). Una vez
determinada la expresion exclusiva de los péptidos en eNOS, se procedié a determinar su
localizacion estereomérica. Es decir, se seleccionaron solo aquellas secuencias cuya localizacion
espacial estuviera hacia el exterior de la molécula. Esto con el objetivo de facilitar el
reconocimiento antigeno-anticuerpo sobre todo en cortes histoldgicos e in situ sobre la membrana
citoplasmatica de las células que la expresen. Para el andlisis tridimensional de la proteina se
utiliz6 el software SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/), gracias al cual se
seleccionaron las secuencias peptidicas que contaron con una secuencia primaria y una estructura
3D favorables para la elaboracidn de los anticuerpos. Estéricamente se encontraban expuestas.
El reconocimiento antigénico de la proteina in situ sin necesidad de desnaturalizacion, como el
que se utiliza en las técnicas de electroforesis SDS-PAGE para Western blotting, fue uno de los

criterios para la produccién de estos anticuerpos.

q) SP|P35228|NDSZ_HUMAN
sp| P22475 [ NOS1_HUMAN
sp| P22474 | NOS3_HUMAN

sp|P35228|NOS2_HUMAN @ -------- 1153
sp|P22475 |NOSL_HUMAN - —------ 1434
5p| P22474 | NOS3_HUMAN PESDTHSP 1283

h) cp|P35228|NOSZ_HIMAN  ooo- - SYWVSDKRLPPCSLSQALTYFLDITTPPTOLLLOKLAQVATEEP ERQRLEALCQ
=p| P28475 |NOS1_HUMAN TALGVISNWTDELRLPPCTIFQAF KYYLDITTPPTRPLOLQQFASLATSEL EKQRLLVLSK
sp| P20474 | NOS3_HUMAN SPGEPPPGIVRDPRLPPCTLRQALTFFLDITSPPSPQLLRLLSTLAEEPRHDUELEALSG  EoS
cp|P35228|NOS2_HUMAN -PSEYSKWKFTNSETF LEVLEEFPSLRYSAGFLLSOLPILKPRFYSISSSRDHTETEIHL 923
sp| P22475 | NOS1_HUMAN GLOEYEEWKWGEKNPTIVEVLEEFPSIQMPATLLLTOLSLLQPRYYSISSSPDMYPDEVHL 1195
cp| P20474 | NOS3_HUMAN DPRRYBEWKWFRCPTLLEVLEQFPSVALPAPLLLTOLPLLOPRYYSYSSAPSTHRGEIHL 955

& S & EEY TIET T 3 & w

Figura 2. Comparacion de secuencias aminoacidicas entre las isoformas NOS1, NOS2 y
NOS3. Los recuadros rojos indican la secuencia de los péptidos a) P58 y b) P44 presentes
exclusivamente en NOS3. Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Cada secuencia seleccionada conté con una longitud mayor de 10 amino&cidos, las dos mostraron
ser exclusivas de la isoforma endotelial de NOS (eNOS o NOS3), asi como se determiné que la
posicion espacial y orientacidn estereomérica eran las adecuadas. Predomind ademas en ambos
casos la hidrofilicidad de los aa constituyentes. Esto se verifico en la base de datos Protein BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Preliminarmente se seleccionaron 15 secuencias peptidicas diferentes (tabla 2). De estas se
analizo la estructura quimica de los aminoacidos constituyentes con el objetivo de que no
presentaran grupos laterales amino, sulfhidrilo o carboxilo que pudieran interferir con la reaccion
de conjugacion por crosslinking con la proteina acarreadora o que condujeran a entrecruzamiento
entre los aa presentes en la misma secuencia peptidica. Ademas de los criterios anteriores de
especificidad de expresion y posicion expuesta, se favorecié entonces optimizar la reaccion de
conjugacion de los péptidos con la proteina acarreadora. Todo ello finalmente con el objetivo de

promover el mayor reconocimiento antigeno-anticuerpo: eNOS — anti-eNOS de conejo.



No

26
29
32
40
41
42
44>
46
49
53
58*

Tabla 2. Seleccion preliminar de posibles péptidos eNOS inmunogénicos

inicio
No
6

28

84
109
473
594
627
785
817
831
881
940
998
1078
1190

Fin
No
16

71

96
124
492
608
641
809
829
853
901
952

1007
1087
1203

Secuencia peptidica

SVAQEPGPPCG
KQGPATPAPEPSRAPASLLPPAPEH
SPPSSPLTQPPEGPKFPRV
LSAQAQQDGPCTP
LQGRPSPGPPAPEQLL
FRYQPDPWKGSAAKGTGITR
SGPYNSSPRPEQHKS
RRKRKESSNTDSAGA
TGGQEGLQYQPGDHIGVCPPNRPGL
VEDPPAPTEPVAV
QLEKGSPGGPPPGWVRDPRLPPC
AEEPREQQELEALSQDPRRYE
YSVSSAPSTHPGE
SFRLPPDPSL
SREPDNPKTY
PWAFDPPGSDTNSP

Longitud
(aa)
11

44

13
16
20
15
15
25
13
23
21
13
10
10
14

* Péptidos seleccionados: P44 y P58. Se subraya la secuencia de aminoacidos que se envié a
sintetizar mas un grupo cisteina en el extremo amino terminal.
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La primera secuencia seleccionada fue P44 (Tabla 2), siendo su cadena peptidica:

EQQELEALSQDPRR

acido glutdmico, glutamina, glutamina, &cido glutamico, leucina, &cido glutdmico, alanina,

leucina, serina, &cido glutdmico, &cido aspartico, prolina, arginina y arginina

Esta secuencia se encuentra entre los aa 886-899 (figura 2) contando con caracteristicas quimicas
adecuadas para realizar la conjugacion. De la misma forma se encuentra en una posicion externa
de acuerdo a la polaridad de los aa constituyentes (figura 1) y hacia el exterior respecto a la

forma tridimensional de la proteina (Figura 4).

Para el caso de la secuencia P58 (tabla 2), siendo su cadena peptidica:

PWAFDPPGSDTNSP

prolina, triptéfano, alanina, fenilalanina, acido aspértico, prolina, prolina, glicina, serina

acido aspaértico, treonina, asparagina, serina y prolina

Esta secuencia abarca las posiciones de aminoacidos 1190-1203. A excepcidn del extremo amino
terminal, no presentd en su estructura quimica ningun grupo lateral e-amino (lisinas) ni a-amino
que hubieran podido interferir en la reaccién de conjugacion con la proteina acarreadora BCP.
Para dicha secuencia no hay modelo tridimensional disponible. De igual manera ninguna de las
dos secuencias contd con cisteina por lo que este aa se adiciono en el extremo N-terminal de la
cadena (Carter, 1994) para facilitar la reaccion de sintesis con el entrecruzador quimico (ver mas

adelante).
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Figura 3. Posicion de las posibles secuencias inmunogénicas en la
estructura primaria de la proteina eNOS. Modificado de Alderton et al.,

2001.

Figura 4. Modelo tridimensional de P44 con secuencia EQQELEALSQDPRR (aa
886-889) La flecha en la parte inferior izquierda sefiala el acido glutdmico (aa
886), y la flecha en la parte superior derecha indica la arginina final de la
secuencia (aa 899). Modelo obtenido de SWISS MODEL.
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7.2 Técnica de doble inmunodifusion de Ouchterlony
Por la prueba de Ouchterlony (Hornbeck, 2017) no se observé el precipitado caracteristico
correspondiente a la formacién del complejo antigeno-anticuerpo. Esto debido muy
probablemente al pequefio tamafio de los péptidos. Al contrario, el conjugado péptido-BCP es
demasiado grande para poder lograr la difusion a través del gel y la formacion del precipitado.
Ademas de que muy probablemente la misma BCP gener¢ antigenicidad y por lo tanto la banda

de precipitado a observarse no necesariamente corresponderia al péptido de interés.

7.3 Técnica de Western Blotting
Las pruebas correspondientes a los sueros con la dosis mas baja de péptido (50 pQ)
correspondientes a P44, indicaron la presencia de manera tenue de la banda correspondiente a la

proteina eNOS con un peso molecular de 133 kDa (Figura 5).

Se puede observar, que la identificacion de proteinas con los segundos sueros inmunes obtenidos
correspondientes al péptido P44 (figuras 5y 7), se encuentran presentes bandas ligeramente por
arriba del marcador con peso molecular de 130kDa correspondiente al peso molecular reportado
para la isoforma eNOS. Esto es observado en las muestras de proteina de corazon, tejido en el
que se esperaba encontrar la expresion de la enzima. Esta no se observa en la dosis menor de
inmunizacion; tampoco es observable alguna otra banda entre un rango de 130-155 kDa que
pudiera indicar el reconocimiento de otras isoformas de la enzima. Por otro lado, al analizar la
figura 7 podemos observar que dentro del rango de estos pesos no aparecen bandas en la muestra
de cerebro indicando que el anticuerpo producido contra P44 no reconoce la isoforma neuronal
(nNOS). En el caso de la dosis alta y media puede observarse igual en cerebro, bandas con un
peso molecular menor que hasta el momento permanecen sin identificar. En el caso de la muestra
de higado, se detect6 de manera muy marcada, una banda la cual solo es evidente para la dosis
de 100 pg de inmundgeno (tabla 1).
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180 KDa

95 KDa

72 KDa

Figura 5. Western blot de eNOS de cerebro y corazon.

Inmunorreactividad primaria: tres sueros de conejo (20 pg proteina por carril), segundo refuerzo
con P44. Anticuerpo secundario de cabra-anticonejo ligado a peroxidasa, dilucion 1:10000
1 marcadores de peso molecular,

2 cerebro, dosis de inmunizacion 300 pg,

3 corazon dosis de inmunizacion 300 pg,

4 cerebro, dosis de inmunizacion 100 pg,

5 corazoén, dosis de inmunizacion 100 pg,

6 cerebro, dosis de inmunizacion 50 pg,

7 corazon, dosis de inmunizacion 50 pg,

8 control negativo proteina de tejido de corazon.
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180 kDa

130 kDa

95 kDa

72 kDa

Figura 6. Western blot de cerebro y corazon (20 pg de proteina por carril). Inmunorreactividad
primaria: tres sueros de conejo correspondientes al segundo refuerzo con péptido P58. Anticuerpo
secundario de cabra-anticonejo ligado a peroxidasa, dilucion 1:10000.

1 marcadores de peso molecular,

2 cerebro, dosis de inmunizacion 300 ug,

3 corazon dosis de inmunizacion 300 pg,

4 cerebro, dosis de inmunizacion 100 pg,

5 corazon, dosis de inmunizacion 100 pg,

6 cerebro, dosis de inmunizacion 50 pg,

7 corazon, dosis de inmunizacion 50 pg,

8 control negativo proteina de tejido de corazon.
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8§ 9 10 11 12 13

Figura 7. Western blot cerebro, corazon, pulmon, higado y rifion (20 pg de proteina por carril).
Inmunorreactividad primaria: tres sueros de conejo correspondientes al tercer refuerzo con péptido
P44. Anticuerpo secundario de cabra-anticonejo ligado a peroxidasa, dilucion 1:10000.

1 marcadores de peso molecular,

2 cerebro, dosis de inmunizacion 50 pg,

3 corazon dosis de inmunizacion 50 pg,

4 cerebro, dosis de inmunizacion 100 pg,
5 corazon, dosis de inmunizacion 100 pg,
6 pulmon, dosis de inmunizacion 100 pg,
7 higado, dosis de inmunizaciéon 100 pg,

8 rifion, dosis de inmunizacion 100

9 cerebro, dosis de inmunizacion 300 ug,
10 corazon, dosis de inmunizacion 300 pg,
11 pulmon, dosis de inmunizacion 300 pg,
12 higado, dosis de inmunizacion 300 pg,
13 rifion, dosis de inmunizacion 300
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En el caso de los sueros inmunes, correspondientes al péptido P58 no se observo ninguna
inmunorreactividad en el rango de movilidad electroforética esperada, mayor a 130 kDa. Por
ende, ninguna isoforma pudo ser detectada (Figura 6). Al no encontrarse reactividad con los
antisueros correspondientes a P58 se continud trabajando Gnicamente con P44. Importantemente
el control negativo, i.e., tira de PVDF la que solo se incubé con el anticuerpo secundario cabra
anti-conejo, no presentd reactividad inespecifica alguna lo que es un elemento de alta
confiabilidad de la especificidad del anticuerpo de conejo anti-P44 de eNOS. Por lo tanto la

presencia de bandas se debe exclusivamente a la reactividad de los antisueros obtenidos.

7.4 Purificacion de anticuerpos
De acuerdo a los resultados anteriores se trabajo exclusivamente con los sueros correspondientes
a P44 ya que fue con dichos antisueros con los que de manera preliminar se identifico por Western
blotting la banda correspondiente al peso molecular de eNOS. Se determind cuantitativamente la
cantidad de proteina (mg) obtenida por ml de suero de conejo correspondiente a cada anticuerpo
purificado. Se cuantifico la cantidad de proteina por ml de suero de conejo obtenida por cada
anticuerpo purificado. Para observar cbmo se comportaba la cantidad de proteina presente en los

sueros, producida por los conejos a través del tiempo.

7.5 Determinacion de la cantidad de inmunoglobulina precipitada
En la figura 8 se muestra el Western blot correspondiente al anticuerpo purificado, P44, de la
dosis mas alta de inmunizacién (300 pg); asi como el grafico de la densidad que presentan las
bandas correspondientes a la proteina eNOS. Se observa que el reconocimiento de la proteina
decrece a partir del titulo 1:4000 del anticuerpo aunque sigue habiendo un buen reconocimiento
a una dilucién de 1:8000. Por otro lado, en la figura 9 se presenta la evaluacion del anticuerpo,
aunque esta vez utilizando un titulo fijo (1:4000) del mismo contra concentraciones crecientes
de proteina de corazén por cada carril: 1, 3, 12.5, 25, 40 y 80 g de proteina, respectivamente de
izquierda a derecha. En ambos casos los valores de densitometria de los Western blots estan

dados en los nimeros arbitrarios que el programa presenta (Imagej).
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A) B)

TITULO DE
2500 ANTICUERPO

20.00
180 kDa

15.00

130 kDa 10.00

5.00

0.00
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Figura 8.

A) Western blot de corazon y cerebro (20 ug de proteina por carril). Utilizando como anticuerpo
primario, anticuerpo de conejo purificado (P44), en diferentes titulos. Anticuerpo secundario cabra-
anticonejo dilucion 1:10000.

1) 1:250

2) 1:1000

3) 1:2000

4) 1:4000

5) 1:8000

6) 1:10000

7) control negativo

B) Densitometria de las bandas del Western blot. Unidades arbitrarias.
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20.0
10.0
0.5
0.0 —
12.5 20 40 80
ug de proteina
Figura 9.

A) Titulacién del anticuerpo anti-eNOS (péptido P44; dilucion 1:4000), Ig purificada
conejo anti-peptido P44 eNOS. Diferentes cantidades de proteina (ug) de corazén de raton.

1) marcadores de peso molecular
2)1.0 ug

3)3.0 nug

4)12.5 ng

5)25.0 ug

6) 40.0 ng

7) 80.0 nug

B) Densitometria de las bandas del Western blot. Unidades arbitrarias.
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A)

Intensidad media de fluorescencia

[
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Eritrocitos Muscule Pulman Cerebro
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Figura 10. Inmunofluorescencia con el anticuerpo contra P44 marcado con anticuerpo secundario
y fluorocromo FITC (verde), y DAPI (azul) para marcar ntcleos. A) corazon, B) pulmoén y C)
cerebro. D) intensidad media de fluorescencia. El grosor de los cortes fue de 5 um. La dilucion
para los anticuerpos, primario y secundario, fue de 1:50.
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Figura 11. Inmunohistoquimica. En el lado izquierdo (CP), se presentan las pruebas utilizando
como anticuerpo primario, nuestrosc anticuerpos correspondientes a P44, siendo A) ventriculo de
corazon, B) cerebro y C) pulmén. Del lado derecho (CN), se presenta el control negativo de los
mismos tejidos utilizando tinicamente anticuerpo secundario.
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7.6 Inmunofluorescencia

Los anticuerpos también fueron probados por inmunocitoquimica con la técnica de
inmunofluorescencia. Esto se hizo con el objetivo de determinar la especificidad del anticuerpo
en cuanto a la expresion de eNOS en tejidos en los que se ha reportado su expresion y por el
contrario, la no reactividad en tejidos donde no se espera que la proteina se exprese. Se evaluaron
tres tejidos diferentes donde es posible encontrar las 3 diferentes isoformas de la NOS, corazén
para eNOS, pulmdn para iNOS y cerebro para nNOS y en estos dos Ultimos se espera la expresion
de eNOS Unicamente en las paredes del endotelio vascular. Como se puede observar en la figura
10, pudo identificar la presencia de la eNOS en cortes de tejido de corazén, del mismo modo no
presentd reactividad cruzada para las demas isoformas. Por otro lado, se logrd detectar la
isoforma endotelial presente en eritrocitos. Se realizd el analisis de la intensidad media de
fluorescencia, comparando control negativo (solo Ab secundario) con las muestras tratadas con
nuestros anticuerpos (P44), para realizar la diferencia entre una sefial positiva y la sefial dada por
autofluorescencia del propio tejido.

7.7 Inmunohistoquimica

Se probaron los mismos tejidos que en la técnica de inmunofluorescencia (ver arriba), en donde
es posible ver resultados semejantes a los obtenidos con inmunofluorescencia, para el tejido de
corazén es posible detectar la presencia de la isoforma eNOS, y no se observa reactividad cruzada
en tejido de pulmon (figura 11). En el caso de cerebro es posible ver una ligera coloracion café,
caracteristica de la respuesta positiva a la técnica, dicha reactividad puede ser dada por dos
diferentes motivos 1) reactividad cruzada con la otra isoforma constitutiva nNOS, o 2) la reaccion
positiva es dada por la presencia de vascularidad en el tejido. Para los tres casos el control

negativo no presenta reactividad inespecifica por parte del anticuerpo secundario.

8. Discusion
8.1 Peptidos
Se establecid que la utilizacion de softwares libres son una herramienta adecuada para el disefio
de secuencias peptidicas inmunogénicas. Siendo herramientas sencillas de usar, de libre acceso
al publico y que no generan ningin costo. Asimismo, para nuestro caso, determinamos las
condiciones para poder producir nuestros propios anticuerpos dirigidos hacia la eNOS. Los

cuales no presentaron reactividad cruzada con las otras isoformas de la proteina (nNOS e iNOS).
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De acuerdo con Coers et al., 1998, los anticuerpos producidos por Transduction Laboratories
(Lexington, KY), arrojaron mejores resultados al ser utilizados en la identificacion de la enzima
oxido nitrico sintetasa, en comparacion con otras marcas comerciales al identificar la banda con
peso molecular de 140 KD. Reportan que la secuencia que reconocen se encuentra entre los aacs
1030-1203 al haber utilizado un antigeno de 20 kD hacia el extremo COOH-terminal en una
dilucion de 1:50. Es en dicha seccion de la secuencia que encontramos P58. Sin embargo, de
acuerdo a nuestros resultados los anticuerpos producidos contra P44 presentaron mejores
resultados en comparacion con P58. En nuestro caso los anticuerpos producidos contra este

antigeno no identificaron la proteina con peso molecular de nuestro interes.

Multiples factores pueden afectar el resultado. Por ejemplo, la presencia de una secuencia que
pueda ser reconocida como un epitopo altamente conservado y que no genere inmunogenicidad
(Hancock y O’Relly, 2005). Otras dos posibilidades son la conformacion tridimensional del
péptido sintetizado la cual no necesariamente corresponde a la conformacion presente en la
proteina nativa o desnaturalizada (SDS-PAGE y Western blotting). Igualmente, el grado de
exposicion y la orientacion en la proteina nativa pueden variar con respecto a la que presenta la
proteina acarreadora. En nuestro caso, BCP (Harris y Markl, 1999). Estos factores, ademas de la
propia respuesta inmunoldgica de los animales experimentales pueden modificar la capacidad de
respuesta en la produccion de buenos anticuerpos experimentales que reconozcan tanto los
epitopos deseados como aquellos de la proteina de interés. Se tuvo sumo cuidado en cuanto a los
criterios de seleccion de los péptidos: exclusividad de expresion (Clustal omega), que fueran
hidrofilicos (Thomas et al., 1981) y expuestos al exterior de la molécula en su conformacion

nativa de acuerdo con los datos de modelado estructural (SWISS-MODEL).

Entonces, una de las razones por las que no se genere una buena conjugacion con el hapteno
puede resultar de diferencias estructurales entre la proteina acarreadora y eNOS, incluso
generadas estas en las reacciones de entrecruzamiento. Se ha reportado que una relacion adecuada
hapteno-proteina es importante para producir anticuerpos con mejor titulo de accion y mayor
especificidad, una mayor sustitucion desencadena una mayor respuesta IgM que IgG
disminuyendo la afinidad (Singh et al., 2004 y Rajesh et al., 2013).

La presencia de 5 aminoacidos basicos en secuencia los vuelve buenos antigenos (Poland et al.,
1990). Teniendo en cuenta que las secuencias seleccionadas se encuentran altamente conservadas

en eNOS de mamiferos (Protein BLAST) nuestros anticuerpos tendrian la capacidad de
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identificar la enzima en diversas especies, incluyendo muestras de tejido humano. Esto esta por
comprobarse experimentalmente y es el tema de un trabajo independiente. Por otra parte, al ser
policlonales los anticuerpos purificados de los sueros, esto da cuenta de una mezcla de Igs con
la capacidad de reconocer multiples epitopos, sobre todo aquellos de BCP. Por lo tanto la fraccion
de anticuerpos de nuestro interés muy posiblemente sea un porcentaje menor. Para remover los
anticuerpos no deseados podria utilizarse la misma BCP como adsorbente e inmunoprecipitar asi

la Ig ajena para quedarnos con los elementos especificamente producidos contra P44 de eNOS.

8.2 Deteccion de la isoforma eNOS

Cada organismo vivo puede generar una respuesta inmunitaria diferente, lo que puede existir una
gran variedad de respuestas que puede ser producida hacia un inmundgeno, lo que genera la
necesidad de producir diferentes esquemas de inmunizacion y utilizar antigenos alternativos.
Reducir la concentraciéon de inmundgeno administrada a conejos y colocados estos a intervalos
mayores entre inmunizaciones, puede aumentar la sensibilidad de los anticuerpos producidos
(Cooper et al., 2004). Sin embargo, los sueros correspondientes a la segunda inmunizacion del
péptido P44 (figura 2), donde se observa una mejor respuesta para la identificar una banda de
proteina en un peso molecular mayor a 130 kDa, se da en el suero que corresponde a la dosis méas
alta (300ug). Hay que notar el hecho de que con las dos dosis mas bajas también se logra
vislumbrar esta banda, aunque con menor intensidad. En cuanto a P58, la respuesta es la misma
para las tres dosis, siendo identificada una banda solo muy ligeramente con un peso entre 100-
150 kDa para la muestra de corazon. Se demuestra en el caso de la dosis mas baja de P58 se

identifica una banda de mejor manera para las muestras de cerebro corazén e incluso pulmon.

Los linfocitos con receptores de mayor afinidad se uniran a una mayor cantidad de antigeno lo
que producira mayor afinidad. De esta manera la disminucién de antigeno en circulacién aumenta
la afinidad. Igualmente, mayores tiempos entre cada administracion mejoran la afinidad de
anticuerpos. Asi como existen clonas de linfocitos B dominantes en circulacion, también se
presenta la existencia de clonas que pueden generar reactividad cruzada. Este perfil de reactividad
cruzada de un antisuero puede cambiar con el tiempo y con el sujeto donante del suero. Se ha
informado que en un periodo de 6 semanas se presenta mayor reactividad cruzada, disminuyendo
ésta posterior a 6 meses (Cooper et al., 2004). Muy probablemente por estas razones se observan

diferentes patrones de bandas en cada uno de los Western blots.
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La vida media de los anticuerpos en el suero de los animales es importante para lograr obtener
una mayor cantidad de estos. Peppard y Orlands (1980), demostraron que las inmunoglubulinas
tipo IgG1 e 1gG2 son las que presentan mayor vida media. Es 1gG2 la que presenta una vida
media mas larga. Los conejos por sus caracteristicas inmunoldgicas producen principalmente
IgG1. En esta especie el aclaramiento sistémico de dicha inmunoglobulina es mayor por lo que
los anticuerpos obtenidos de conejo son menos y con la posibilidad de reaccion cruzada mayor.

8. Conclusiones
El péptido P44 resulté el méas indicado en la produccion de anticuerpos que identificaran la
proteina con peso molecular de 133 KDa, correspondiente a la isoforma endotelial de la enzima
oxido nitrico sintetasa. Asimismo, fue la dosis mayor de inmunogéno, 300 pg, la mas adecuada
en la elaboracién de anticuerpos vs. eNOS. EI titulo maximo y 6ptimo de los anticuerpos
purificados para su utilizacion en Western blotting fue de 1:4000 con la posibilidad de utilizar
también 1:8000. Esta ultima dilucion asimismo permitiria la reduccién en el reconocimiento de
bandas espurias. Para su uso se pudo reconocer una proteina en el mismo rango de movilidad
electroforética la que presenta la enzima de interés en extractos proteicos de tejido de corazon.
La cantidad minima fue reconocida en un total de 12.5 ug de proteina de dicho extracto. Dichos
anticuerpos han sido Utiles para trabajar con la técnica de Western blotting. En cuanto a
inmunocitoquimica por reaccion con peroxidasa, el uso de los anticuerpos sintetizados, son
Optimos para su uso. Por inmunofluorescencia los resultados hasta ahora son prometedores y
estamos trabajando en la reduccion de la fluorescencia de fondo para resaltar la sefial positiva del

fondo.
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10. Anexos
Soluciones utilizadas

Buffer de Corrida 1X

25 mM Tris

190 mM glycina

0.1% SDS

Disolver 14.3 g de glicina, 3.035 g de trizma base, 1 g de SDS en agua desionizada y aforar a
1000 mL sin ajustar pH. Para preparar la solucién de corrida 1x (SDS 0.1% en Tris-Glicina pH
8.3); diluir 1:5 la solucién 5x, ajustando el pH de la solucién 1x a un pH 8.3 y aforar.

Acrilamida 30%/bis acrilamida 0.8%

La acrilamida monomérica es neurotoxica, se debe usar guantes y mascarilla para su
manipulacion. En un volumen de 100 mL de agua desionizada mezclar 30 g de acrilamida, 0.8 g
de N, N"-metilen-bis-acrilamida. Para conservar la solucion se debe colocar en frasco de vidrio
color ambar. La mezcla permanece estable por 30 dias, ya que la acrilamida se hidroliza a acido
acrilico y amoniaco.

Solucién Tris-HCI/SDS pH 6.8
Se mezcla 6.05 g de trizma/base en 40 mL de agua desionizada ajustar pH a 6.8 con HCI 1 N,
adicionar 0.4 g de SDS. Aforar a 100 mL con agua desionizada.

Solucion Trizma-base pH 8.8
Mezclar 18.2 g de Trizma-base en 40 mL de agua desionizada ajustar pH a 8.8 con HCI 1 Ny
adicionar 0.4g de SDS. Aforar a 100 mL.

Conservar a una temperatura no mayor a 4°C las soluciones.

Buffer salino tris (TBS)

50 mM Tris -Cl pH:7.5

150 mM NaCL

Pesar 6.05 g de Tris y 8.76 g de NaCl, disolver en 800 mL de H20O destilada. Ajustar pH a 7.5
con HCl y aforar a un litro.

*TBS-T preparar TBS y adicionar tween 20 al 0.1%

TBS 10/10 (Ab)

10 mM Tris -Cl pH:7.5

10 mM NaCL

Pesar 1.21 g de Tris y 0.584 g de NacCl, disolver en 800 mL de H20 destilada. Ajustar pH a 7.5
con HCl y aforar a un litro.



Buffer transferencia 1X
48 mM Tris

39 mM glicina

20% metanol

0.04% SDS

Tris 5.81g, glicina 2.93 g

Buffer de lisis NP

150 mM NaCl

1.0% NP-40 (o triton X-100 0.1%)
50 mM Tris-HCI; pH: 8.0
Inhibidor de proteasas

Solucion de recuperacién antigénica (EDTA)
EDTA 0.5 mMolar
Aforar a un litro de PBS
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