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RESUMEN

Las poliaminas: espermidina, espermina y el precursor de ambas la putrescina, son
aminas alifaticas que se encuentran ampliamente distribuidas en los seres vivos, aunque su
concentracion puede variar de una especie a otra. Las funciones que han sido atribuidas a
las poliaminas son variadas y en algunos casos controversiales. Sin embargo, es un hecho
que estas moléculas son indispensables para el control del ciclo celular, la diferenciacion y

en general para regular el metabolismo de la célula.

El control en la biosintesis de las poliaminas en mamiferos y hongos, se realiza por
dos enzimas la s—adenosilmetionina descarboxilasa (SAMD) y la ornitina descarboxilasa

(ODC), siendo la ODC, la que regula el paso inicial y limitante en su biosintesis.

Dada la importancia que se les ha atribuido a las poliaminas en las funciones
biologicas, en los ultimos arfios se han desarrollado diferentes metodologias para su estudio
Méndez*', Schipper”” ™, Coffino >'®. Aun falta un conocimiento exacto en la localizacion
celular y subcelular de la ODC y/o el sistema de poliaminas. De tal manera que constituye
una limitante para precisar la funcion biologica de estas moléculas en el estado fisioldgico y

en las condiciones con alteraciones funcionales.

El presente trabajo muestra una metodologia para la obtencién de anticuerpos
policlonales anti ODC, mediante la inmunizacion intra—esplénica por laparotomia, a conejos
y ratas. Se purifico la fraccion IgG del antisuero obtenido, con una columna de afinidad. La
reactividad de las fracciones obtenidas se comprobd por precipitacion en medio liquido,
contrainmunoelectroforesis, inmunodeteccion en cortes de tejidos y extractos de pancreas,
higado y rifidén de rata, utilizando inmunohistoguimica (IHQ) y Western Blot. Los resultados
muestran que la inmunizacion intra esplénica constituye una alternativa para esquemas de
inmunizacion de corta duracion y obtencion de anticuerpos policlonales. Sin embargo la

reactividad del anticuerpo por IHQ no fue demostrada.



INTRODUCCION

Sistema inmune

El sistema inmune de los mamiferos, realiza multiples funciones celulares y
humorales que permite a los individuos: eliminar agentes infecciosos (virus, bacterias,
parasitos y hongos), destruye células que han concluido sus funciones (apoptosis),
identifica y elimina a células malignas, ademas de que participa en la etiologia de las
enfermedades por hipersensibilidad, autoinmunidad y por inmunodeficiencia.

Este sistema esta constituido por érganos linfoides: primarios (timo y médula osea),
secundarios (bazo, ganglios y nédulos) y por leucocitos que son las células efectoras.
Dichas células se originan en la médula 6sea y maduran en los érganos linfoides
primarios. Son mononucleares: los linfocitos T (LT) y los linfocitos B (LB), las células
NK, los monocitos, macréfagos tisulares y células presentadoras de antigenos (APC) y

polimorfonucleares o granulocitos: neutréfilos, basofilos y eosinéfilos?®.

Respuesta Inmune

El mecanismo de respuesta inmune, es la capacidad de un organismo vivo para
responder mediante factores humorales y celulares contra un elemento extrafio. Es decir,
les permite identificar lo propio de lo no propio. Una sustancia extrafia de naturaleza
protéica, lipidica, hidrocarbonada e inclusive grandes complejos 0 mezclas constituidas por
organelos y hasta células completas, se consideran antigenos.
Respecto a los antigenos proteicos, estan constituidos por diferentes determinantes
antigénicos (secuencias de 5-15 residuos de aminoacidos), asumiendo que un determinante
antigénico puede ser secuencial si consideramos la estructura primaria o conformacional si
tomamos en cuenta la configuracion fridimensional, estos aspectos estan relacionados
directamente a la complejidad de la proteina. Conviene destacar que los determinantes
antigénicos pueden ser poco o altamente inmunogenos. Los términos de “buenos” o “malos”
se refieren a la capacidad particular de un organismo vivo de responder en contra de un
antigeno. Por ejemplo, la defensa frente a los microorganismos es consecuencia de las

reacciones precoces de inmunidad innata y por las respuestas elaboradas de la inmunidad



adoptiva. La inmunidad innata es el conjunto de mecanismos que incluyen barreras fisicas,
reacciones quimicas, procesos mecanicos, de competencia biolégica y fagocitosis que
tradicionalmente se habian considerado como inespecificos, pero que en la actualidad se
esta logrando demostrar lo contrario, ademas de participar en la activacion de la inmunidad

adoptiva, particularmente contra estructuras comunes de microorganismos’ 2%,

Con relacion a la respuesta inmunitaria adaptativa o adoptiva: clasicamente se
subdivide en celular y humoral, en realidad incluye a diferentes clonas de células, que
disponen de un codigo genético que le permite expresar receptores especificos y funciones
especializadas, estas células tienen la capacidad de hacer un reconocimiento especifico de
diferentes determinantes antigenicos, de estructuras celulares propias y extrafias. Son
capaces de realizar mecanismos de cooperacion celular para expresar genes que codifican
para numerosas moléculas efectoras conocidas como citocinas. Estas proteinas participan
retroalimentando diferentes poblaciones celulares, en procesos de inflamacion, restauracion
tisular, eliminacion de antigenos y todos aquellos procesos biolégicos que garantizan la
homeostasis. En la denominada inmunidad celular participan diferentes subpoblaciones de
LT y sus moléculas efectoras (citocinas) ademas de macréfagos y polimorfonucleares.
Respecto a la inmunidad humoral, consideramos a los LB como precursores de células
plasmaticas y las proteinas que estas células secretan conocidos como anticuerpos, con
diferentes propiedades bioldgicas vy fisico-quimicas, fundamentalmente contra

microorganismos extracelulares.

Para comprender el proceso biolégico de respuesta inmune adoptiva, conviene
comenzar por el mecanismo de reconocimiento y presentacion de los antigenos. En este
proceso participan los macréfagos tisulares, algunos LB y las células dendriticas, todas ellas
conocidas genéricamente como células presentadoras del antigeno (CPA). Inicialmente
estas células deben tener la capacidad de endocitar el antigeno, para que posteriormente
sea procesado en el citoplasma de las células, es decir, los antigenos deben ser
fragmentados mediante sistemas enzimaticos, habitualmente dentro de vesiculas

endosomicas y posteriormente transportados hasta el reticulo endoplasmico rugoso en



donde seran “acoplados” a las nacientes proteinas que tienen la capacidad de funcionar
como presentadoras de antigeno (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de presentacion de antigenos exégenos en MHC 11>,

Es importante destacar que la composicion del antigeno determina la seleccién de la
molécula que sera responsable de su presentacion, de tal manera qué los antigenos
proteicos son presentados dentro de un contexto genético restringido al complejo principal
de histocompatibilidad (MHC). Mientras que los compuestos por lipidos o carbohidratos, se
presentan dentro de una molécula no polimorfica llamada CD1 ( por sus siglas en inglés

cluster of differentiation 1), una vez realizado este acoplamiento, participan un grupo de



proteinas con funcion de “chaperonas” que acomparan hasta la membrana citoplasmatica a

la molecula presentadora y su antigeno. Este es el proceso bioldgico que realizan las CPA.

La siguiente fase requiere, el reconocimiento del antigeno por un linfocito T, en este
mecanismo participa el linfocito T y su receptor (TCR) constituido por dos juegos de
proteinas heterodiméricas conocidas como o-f y 7y-8, ademas de un complejo
pentamolecular llamado CD3. El primer heterodimero (af3) se haya en aproximadamente el
90% de los LT circulantes y el segundo se encuentra mas ampliamente distribuido sobre LT
tisulares. El reconocimiento del antigeno por el LT se realiza por la interaccién entre
secuencias del TCR sobre las moléculas del MHC o de CD1 dejando al descubierto
determinantes antigénicos reconocibles para LT (Figura 1). Se requiere también la
participaciébn de otras moléculas denominadas genéricamente coligandos, por ejemplo:
CD4, CD8, CD40, CD40L, CD80, CD86, CD28, ICAM. La armonica accion de estos
componentes permite la activacion del LT y la consecuente expresion de citocinas IL-2,
TNF, IFNa, B y v si nos referimos a la actividad de LTh1 6 IL4, 6, 10 y 13 si consideramos
LTh2. Recordemos que en el primero de los casos se propicia la actividad de la llamada
inmunidad celular y la humoral con la accién de h2. Se mencionan solo algunas de las
citocinas, porque son las directamente involucradas en la activacion del linfocitos B (LB)
para que puedan reconocer el antigeno utilizando su receptor (BCR) e iniciar el proceso de
transformacion hasta célula plasmatica, con la capacidad de comenzar la produccion de los

distintos tipos e isotipos de anticuerpos.

Cuando proteinas extrafias se inyectan dentro de los vertebrados se induce la
biosintesis de anticuerpos que reaccionan especificamente con los determinantes
antigénicos. A pesar de que tales proteinas son frecuentemente referidas como antigenos,
es comun distinguir la induccion de anticuerpos y su reaccion de anticuerpos por el uso del
concepto de inmunodgeno, cuando se considera la induccion de una respuesta inmune®3,

Asi, el término de inmunogenicidad, describe la capacidad de una proteina a
estimular la produccién de anticuerpos, mientras antigenicidad expresa la capacidad de

interactuar con el anticuerpo. Todas las proteinas probablemente son inmunogénicas, pero



estas difieren marcadamente en su antigenicidad. De igual forma pueden inducir la sintesis
de respuesta inmune humoral y celular, pero la distribucion relativa de estas respuestas
varia considerablemente con cada proteina®. La funcion fisiologica preferente del sistema
inmune es la defensa frente a mecanismos de agresion. No obstante, las sustancias
extrafias de naturaleza no infecciosa e inclusive sustancias propias, también provocan
respuestas inmunitarias y en ciertas circunstancias esta respuesta es capaz de producir por

si misma, alteraciones tisulares’.
Anticuerpos

Los anticuerpos tambien llamados inmunoglubulinas (lg), son glicoproteinas solubles,
sintetizadas y secretadas de manera exclusiva por células plasmaticas. Las moléculas de
anticuerpos han sido encontradas, virtualmente, en todos los fluidos y cavidades corporales.
En mamiferos se han descrito cinco clases de Ig a saber M, G, A, D y E. Cada una de ellas
posee, ademas de un metabolismo y fisiologia caracteristicos, rasgos estructurales vy
funcionales particulares. Sin embargo, todas comparten una estructura basica comun
ejemplificada por la molécula IgG (Figura 2).

Basicamente, la molécula de anticuerpo consta de dos tipos de cadenas
polipeptidicas, denominadas: ligera y pesada. Se han identificado dos tipos de cadena
ligera, kappa (k) y lambda (1), y cinco clases de cadenas pesadas: mu (i), gamma (y), alfa
(o), delta (8) y epsilon (g). Cada monomero de lg, independientemente de la clase, consta
de dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. Las cadenas pesadas
establecen abundantes interacciones no covalentes y cierto numero de enlaces covalentes
(del tipo puente disulfuro) entre los propios aminoacidos (intracatenarios) y con las cadenas
ligeras o entre las pesadas en la region de la “bisagra” (intercatenarios). Filogenéticamente
la caracteristica estructural mas importante de los genes de |g es que se expresan como
"dominio". Este concepto se relaciona con un gen ancestral que codifica para una secuencia
polipeptidica de unos 100-110 residuos de aminoacidos y de manera muy conservada
evolutivamente. Se localizan dos residuos de cisteina hacia los extremos opuestos de la
secuencia que permite la formacion de un puente disulfuro intracatenario, de esta manera,

se estabiliza la estructura terciaria del dominio y consecuentemente de la molécula.
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Figura 2. Estructura comun de la IgG (Inmunoglobulina G)*.

La distribucion de aminoacidos hidrofilicos e hidrofébicos en la secuencia primaria del
dominio, trae como resultado la formacion de lo que, en bioquimica de proteinas, se conoce
con el nombre de hojas plegadas B (Figura 3). Estas hojas B se organizan en forma
antiparalela, se unen mediante segmentos relativamente cortos de secuencia llamados asas
o "loops", en los cuales es usual encontrar la conformacion tipo hélice a y se arreglan a nivel

tridimensional para formar un par de laminas.



Figura 3. RDC (Region Determinante de Complementariedad en sus siglas en inglés) *.

Estudios comparativos de la secuencia primaria de aminoacidos en un numero
importante de moléculas de anticuerpos, han permitido la identificaciéon de dos tipos de
dominio en las cadenas Ig: el dominio variable (V) y el dominio constante (C). Esta
denominacién obedece a la variabilidad encontrada en cada posicion de la secuencia
primaria. Tanto la cadena ligera como la pesada poseen un dominio variable designados V,
y Vi, respectivamente. La cadena ligera posee un unico dominio constante (C.), mientras la
cadena pesada posee tres o cuatro dominios constantes (Cul, Cu2, Cu3, Cid),
dependiendo de la clase de Ig (Figura 2).

El dominio de la molécula de Ig tiene implicaciones importantes para su
funcionalidad. Por ejemplo, los dominios V| y Vu se orientan en un modulo funcional
denominado Fab, en el cual se encuentra el sitio de reconocimiento del antigeno o paratopo
(Figura 2). Hacia el extremo contrario de la molécula se ubica el fragmento cristalizable o Fc
constituido unicamente por los dominios Cx2, Cx3 y Cé4.



Mediante la comparacion de secuencias de aminoacidos disponibles para
numerosos dominios V. y Vy, ha sido posible identificar tres sitios en cada dominio V,
denominados regiones hipervariables, por la elevada variabilidad en la secuencia primaria
de aminoacidos. Estas regiones contienen los residuos que conforman el paratopo, también
conocido con el nombre de region determinante de complementariedad (RDC). Las RDC

corresponden al sitio especifico de union al antigeno (Figura 4).
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Figura 4. El grado de variabilidad de cada posicion diferente, es graficamente representado por la

region V de la cadena IgH*. ET
[ ]

Los genes que codifican para las Ig estan organizados en tres complejos genéticos o
cluster. En uno de estos complejos genéticos se encuentran los elementos codificantes de
todas las cadenas pesadas (complejo H) y dos complejos para las cadenas ligeras, uno
para la cadena k (complejo k ) y otro para la cadena A (complejo & ). El complejo H se
encuentra localizado en la regién telomérica del brazo largo del cromosoma 14 g32 en el
humano y esta formado por 138 segmentos. Cerca del 40% de estos genes son NO
codificantes y el resto se expresan como genes de variabilidad, de diversidad, de unién y

para los dominios constantes Vy, Dn, Jn, y Ch (Figura ).
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Figura 6. Localizacion del loci funcional de las inmunoglobulinas en los cromosomas humanos™®.
En forma similar, los complejos k y % contienen aproximadamente 107 y 98

segmentos geneticos respectivamente, a semejanza del complejo H un porcentaje de estos

elementos no se expresan. También se arreglan como genes de variabilidad, de union y
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para los dominios constantes de cada una de las cadenas x y A y se les denomina: Vi, J. y
Ci, pero no poseen segmentos D y estan ubicados en los cromosomas 2 p12-p11 para la
cadena k y 22q11 para la cadena % refiriendose a humanos. (Figura 6).

Cada complejo posee un numero significativo de elementos V, D y J ademas de los
genes codificantes para los dominios constantes C que constituyen exones completos y
disponen de la informacién estructural para la sintesis de la region de la bisagra. El nimero
de estas regiones es variable en diferentes especies si comparamos humanos y ratones

como se muestra en la Tabla .

Tabla I**,
Numero de segmentos* (humano/raton)
Locus Vv D J C
IGH 95/110 23/12 9/4 11/8
IGK 90/100 0 5/4 111
IGL 60/2 0 7/4 7/4

*El nimero de los segmentos de genes en los loci de inmunoglobulina para humano y ratén.

Por otro lado, los dominios V son producidos a partir de la combinacion de los
elementos V, D y J. Durante la ontogenia del linfocito B estos complejos génicos sufren un
interesante proceso de reordenamiento, o rearreglo, cuyos detalles mecanisticos continuan
en estudio. Un sofisticado sistema de recombinacion somatica® actiia sobre los elementos
V, Dy J, permitiendo en cada linfocito B el rearreglo funcional de un segmento V. con un
segmento Ji, para asi generar un exon V, el cual codifica el dominio V| de la cadena ligera.
Algo similar ocurre con los segmentos Vi, Dy, y Jy del complejo H. Luego de que, en un
linfocito B particular, ocurre el rearreglo funcional de estos segmentos y se genera un exon

VL y uno Vy, el proceso se detiene de manera que cada linfocito B despliega una Unica

11



especificidad y es capaz de producir, luego de la estimulacion antigénica, unicamente
anticuerpos con esa especificidad. En humanos, se ha estimado que el proceso de rearreglo
génico de los segmentos V, D, y J, en el cual se ven ademas involucrados fenémenos de
adicion de nuevos nucleodtidos, inversion y uso simultaneo de varios segmentos D, tiene la
potencialidad de generar 104 dominios V. y 10° dominios V4 diferentes, pudiendo
combinarse aleatoriamente para generar hasta 10" moléculas de anticuerpo con
especificidades diferentes. Este gigantesco repertorio permite al sistema inmune humoral
disponer de la capacidad para reconocer y responder practicamente ante cualquier reto

antigénico’#**,

Anticuerpos policlonales y monoclonales

Los anticuerpos policlonales, son poblaciones complejas, formadas por distintas
clases de Ig en las que esta presente una variedad de especificidades, es decir cada
inmunoglobulina es capaz de reconocer el mismo o diferente determinante de un mismo
antigeno. Por el contrario, el término anticuerpo monoclonal (AbMo) se usa para referirse a
una poblacién de moléculas de anticuerpo, todas idénticas, las cuales consecuentemente,
poseen todas la misma especificidad. (De lo anterior se desprende que, en una prueba
analitica, es posible obtener un cruce antigénico, fendmeno mas frecuente cuando se
emplean anticuerpos policlonales).

En 1975, en un trabajo que posteriormente les valié el premio Nobel, G. Kohler y C.
Milstein demostraron la posibilidad de producir AbMo mediante la fusién de linfocitos B con
células de mielomas, estas ultimas se caracterizan por ser células linfoides tumorales
inmortalizadas. Ellos demostraron que los hibridos resultantes de tal fusion heredan la
capacidad para crecer indefinidamente en cultivo y para producir anticuerpos, y que,
ademas, es posible aislar del producto heterogéneo de fusion aquellos hibridos secretores
del anticuerpo en el cual se esta interesado’*. Asi nacieron los AbMo, posteriormente
denominados de primera generacion, para distinguirlos de los anticuerpos producidos
mediante técnicas de biologia molecular y DNA recombinante, que han sido llamados de

segunda generacion.
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Poliaminas

Las poliaminas alifaticas putrescina, espermidina y espermina son constituyentes
normales de la celula, que juegan un papel importante en la regulacion de diversos
procesos tales como crecimiento, multiplicacion y diferenciacion celular®*#',

A pesar de que han recibido poca atencion en libros de bioquimica y fisiologia,
las poliaminas tienen una larga historia y existe amplia informacion**. La presencia de
poliaminas en materiales biolégicos se sefialé hace mas de 300 afios. En 1678 Antoni
van Leeuwenhoek describi6 cristales que se formaban en muestras de semen humano
que habian sido expuestos al frio. Esta claro ahora que esos cristales eran fosfato de
espermina. El fendmeno fue redescubierto varias veces en los siguientes 200 afos.
Finalmente en 1926, Otto Rosenheim determino la estructura quimica correcta de la
espermina, sintetizando después otra base identificada como fosfato de espermidina®’.

La estructura de las tres poliaminas mas comunes, en la naturaleza, putrescina,
espermidina y espermina junto con 1,3-diaminopropano y cadaverina (1,5-
diaminopentano), se muestran en la Figura 7.

Uno o mas de estos compuestos estan presentes en cada célula viva'®2%:30:49.18,
En general, los procariotes tienen mas altas concentraciones de putrescina que de
espermidina y carecen de espermina; por su parte los eucariotes tienen méas bajas
concentraciones de putrescina y tienen espermidina y espermina®'®,

Muchas células tienen la capacidad de sintetizar poliaminas en mayor o menor
grado e histéricamente se ha creido que la biosintesis de novo era el suministro
principal de poliaminas en las células. Sin embargo, se ha demostrado que pueden
interconvertirse unas con otras'’. La dieta es una rica fuente de poliaminas como lo es,
potencialmente la flora intestinal que produce y excreta una variedad de poliaminas. Las
poliaminas de la dieta son absorbidas, aunque estas moléculas también son formadas
in situ. Sin embargo, esas fuentes alternativas de poliaminas son importantes para el

organismo en su estado fisiologico normal y en estados patologicos.
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H2N-CH2-CH2-CH2NH2
Diaminopropano

(3)

H2N-CH2-CH2-CH2-CH2NH2

Putrescina

(4)

H2N-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2NH2
Cadaverina
(5)
il-l
H2N-CH2-CH2-CH2-N-CH2-CH2-CH2-CH2NH2
Espermidina

(3-4)

H

ik |

H2N-CH2-CH2-CH2-N-CH2-CH2-CH2-CH2-N-CH2-CH2-CH2NH2
Espermina

(3-4-3)

Figura 7. Estructura de putrescina, espermidina y espermina junto con diaminopropano y

cadaverina*'*.

La tabla Il muestra algunos de los metabolitos identificados en orina de rata y
humano.
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Tabla Il. ALGUNOS METABOLITOS DE POLIAMINAS IDENTIFICADOS EN ORINA DE
HUMANO Y RATAY,

Diaminopropano

N-Acetildiaminopropano

-alanina*

y-acido gama *

cadaverina

N-acetilcadaverina

8- acido aminovalerico

isoputreanina (N-(aminopropil)-4- acido amino butirico
putreanin (N-(4-aminobutil)3-acido amino propidnico

acido espérmidico (N-(2-carboxietil)-4- dcido amino butirico
acido espérmico-1 N-(3-aminopropil)-N(-(2-carboxietil)-1,4-diamonobutano)
acido espérmico-2 (N,N-bis(2-carboxietil)-1,4-diaminobutano)

* También pueden surgir por fuentes no poliaminicas™ .El origen de poliaminas de estos metaboliitos,

fueron confirmados por el uso de precursores con isétopos radiactivos.

Como policationes, las poliaminas naturales interactuan electroestaticamente con
cargas negativas de varias moléculas tales como, ADN, ARN, proteinas y fosfolipidos
estabilizando sus estructuras.

Por medio de modelos de difraccion de rayos X, se demostré que las poliaminas
estabilizan la estructura o hélice y Z del ADN. Estos policationes también participan en
el superenrrollamiento y condensacion del ADN?'.

La interaccion de las poliaminas con los acidos nucleicos se lleva a cabo por un
enlace idnico entre los grupos amino de las poliaminas y los grupos fosfato de los
acidos nucleicos (las poliaminas a pH fisioldgico se comportan como policationes),
dando como resultado la neutralizacion de cargas y la estabilidad de estructuras
secundarias del ADN. Siendo esta estabilizacion un factor importante en la
manipulacién de oligonucleotidos, enzimas y construcciones geneticas que pueden ser
utilizadas en terapia génica®.

Hay evidencia que demuestra que las poliaminas regulan la replicacion del ADN
y la transcripcion del ARNm*'*#2. Muchos de los efectos que se han mencionado sobre
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el ARNt dan una posible explicacion para la regulacion de la sintesis de proteinas por
medio de las poliaminas™.

La carga de las poliaminas difiere de cationes inorganicos tal como Ca™ o Mgy
Zn*?. Esto, debido a que las poliaminas son flexibles y tienen distribuida su carga a lo
largo de toda la molécula, facilitando la interaccién mediante los grupos amino, en
particular con la carga negativa del ADN®.

Por otra parte, esta carga juega un papel importante en la interaccion de
poliaminas con receptores especificos como el N-metil-D-aspartato (NMDA) y con
canales i6nicos como los de potasio (K").

El hallazgo de que las poliaminas estan involucradas en la actividad de canales
ionicos ha generado un renovado interés en la funcion celular, por todos los procesos
biologicos en los que estan implicados.

El enorme interés en la regulacion de los canales idnicos, involucra el
conocimiento biolégico puro en las areas de la biologia aplicada y la industria
farmacéutica.®”*°

Los canales de K" recientemente estudiados por cristalografia, han demostrado
que estas proteinas integrales de membrana mantienen la actividad en células
excitables y contractiles. La rectificacién interior de los canales de K' (como su nombre
lo sugiere, cationes de direccion interior), son importantes en la regulacion de
propiedades eléctricas de la célula, como lo demuestran los trabajos de Lopatin®, en Ia
que no solo las poliaminas causan una rectificacion interior por el bloqueo de los
canales de potasio dependiente de voltaje, sino también el vaciamiento intracelular de

poliaminas previene la rectificacion interior.

A este respecto se ha sugerido que la regulacion fisiologica de las células
excitables puede ocurrir a través de la modulacion del contenido de poliaminas y de
Ca*™®2% En |a tabla Ill se resumen las funciones bioldgicas reportadas en las que

participan las poliaminas.
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Tabla lll. EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS POLIAMINAS *',

Poliaminas como factores de crecimiento
-en microorganismos
-en células de mamifero
Estabilizacion de membranas celulares
Estabilizacion de particulas subcelulares
Asociacion con acidos nucleicos
-estabilizaciéon del ADN contra la desnaturalizacion del ADN.
-asociacion con tARN
-estabilizacion de la forma super-enrrollada
-empacamiento del ADN en bacteriéfagos
-estimulacion de la sintesis de ADN
-estimulacion de la sintesis de ARN
-modificacion de la actividad de ribonucleasas
-estabilizacién del RNA recién sintetizado
Efectos sobre la sintesis de proteinas

-fijacion de moléculas de tARN a ribosomas

-estimulacion de metilacion de tARN

-reemplazamiento de Mg”™" en la reaccién de aminacil tRNA sintetasa
-asociacion con ribosomas

-biogénesis de particulas ribosomales

-fidelidad de la traduccién

-iniciacion de la traduccion

-estimulacion de la nucleotidiltransferasa de tARN

Efectos sobre varias reacciones metabdlicas
-estimulacion de nucledtido cinasas

-modificacién de las actividades de proteinas cinasas
-incremento de la ADP-ribosilacion de proteinas nucleares
-activacion de fosforilasas

-estimulacion de lipdlisis

-activacion de colina cinasa

-incremento en la utilizacién de fructosa en espermatozoides (epididimo)
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-inhibicion de ATPasa
-modificacion de la actividad de acetil colin esterasa
-inhibicién de la agregacion de plaquetas

-estimulacion del metabolismo de estradiol en microsomas de higado

Con excepcion de la produccidon de lineas celulares mutantes en laboratorio,

todas las células tienen la habilidad de sintetizar putrescina y espermina®®°,
En mamiferos y hongos el paso inicial y de control regulador en la biosintesis de
poliaminas es ejercido por dos principales enzimas: la ODC y la SAMD. La ODC
cataliza la descarboxilacion de ornitina a putrescina. La subsecuente adicion de grupos
amino propilicos convierten la putrescina a espermidina y asi a espermina®. En esta via
la fuente del material de inicio (ornitina), no esta por completo clara.

En los animales la ornitina esta presente en el plasma sanguineo (siendo la
concentracion en humanos de 85 umol/l aproximadamente)**, de esta cantidad, alguna
proviene de la dieta diaria. La ornitina es también producto del ciclo de la urea y parece
probable que un poco de esta molécula se destine a la biosintesis de poliaminas. La
segunda enzima, la SAMD introduce S-adenosilmetionina en la via para ser usada en
su forma descarboxilada como un donador amino propilo.

La via de las poliaminas y sus variantes en mamiferos, hongos, bacterias, y
plantas, se describe en la Figura 8.

Como observamos en la Figura 8A, en los mamiferos existe una serie de reacciones las
cuales por acetilacion y oxidacion convierten espermina (Spm) a espermidina (Spd) y
Spd a putrescina (Put).

La via acetil-poliaminica permite a las células ajustar el exceso de Spd y Spm
(ambas prominentes en mamiferos). En contraste, los hongos tienen una via acetil-
poliamina casi no detectable (Figura 8B ). En mamiferos la arginasa participa en la
biosintesis de poliaminas elaborando ornitina a partir de arginina proveniente de la

dieta. De aqui que el control en la formacion de ornitina es muy importante en células
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animales, ya que la ornitina solo puede ser formada por la accion de arginasa sobre la
arginina exdgena derivada principalmente de la comida.

Las bacterias difieren significativamente de los hongos y mamiferos en el metabolismo
de poliaminas (Figura 8C) y se parece al de las plantas en algunos aspectos. En
bacterias y plantas (Figura 8C,D) las dos vias conducen a la formacion de putrescina.
Una es la reaccién de ODC vy la otra envuelve la descarboxilacion de ARG por la ADC.
En bacterias la agmatina (producto de la reaccion de ADC), es convertida directamente
a putrescina por la AGO, con la eliminacion de urea (Figura 8C). En plantas la agmatina
es primero convertida a NCPasa por AlH (Figura 8D).

A) MAMIFEROS

3-44P

N f \
AcSPD AcSPM
Arginasa AcCoA
Y
opc
ORN PUT SPD SPM
—— 3 dcSAM MTA MTA
A SAMDC ¥

Figura 8A. En los mamiferos existe una serie de reacciones las cuales por acetilacion y oxidacién
convierten espermina (Spm) a espermidina (Spd) y Spd a putrescina (Put).
La via acetil-poliaminica permite a las células ajustar el exceso de Spd y Spm (ambas prominentes en

mamiferos).
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B) HONGOS
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Figura 8B. En contraste con la via de los mamiferos, los hongos tienen una via acetil-poliamina casi no
detectable.
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Figura 8C. En bacterias la agmatina (producto de la reaccion de ADC), es convertida directamente a

putrescina por la AGO, con la eliminacion de urea.
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D) PLANTAS

ADC
ARG P AGMATINA
AH L
Arginasa NCP
NCPase l
k 4 oDc

SAM »  cSAM MTA MTA
SAMDC

Figura 8D. Representacion esquematica de la ruta biosintética de las poliaminas y sus variantes

en mamiferos (A), hongos (B), Bacerias (C) y plantas. En A y B las lineas cortadas representan la
biosintesis endoégena de ornitina y arginina. En A la ornitina utilizada para la biosintesis de poliaminas
viene de la dieta.
Abreviaturas: ARG, arginina; 3-AAP, 3-acetamidopropanal; AcCoA, acetylcoenzima A; AcSPD, acetil
espermidina; AcSPM, acetil espermina; ADC, arginina descarboxilasa; AGO, agmatina urchidrolasa; AlH,
agmatina iminohidrolasa; dcSAM, S-adenosilmetionina descarboxilada; FBI, inhibicion retroalimentada (de
arginina a la biosintess de ornitina); MTA, metil-tioadenosina; NCPasa, N-carbomilputrescina
aminohidrolasa; ORN, ornitina; SAMDC, S-adenosilmetionina descarboxilasa.

Ornitina descarboxilasa

La ODC ha recibido mas atencion que ninguna otra enzima de la biosintesis de
poliaminas. Esto, debido a que ha sido considerada como la enzima clave en la ruta
biosintética de las poliaminas por encima de la SAMD?*41:44:39:45

La ODC es una enzima dependiente de fosfato de piridoxal. La forma activa en
mamiferos es un homodimero consistente en dos subunidades monomeéricas de 51-53

KDa cada una®'"%,
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La ODC puede existir en formas multiples, pero aun no esta claro si esas
distintas formas son isoenzimas, proteinas quimicamente modificadas o proteinas
mutadas de ODC*, como se ha podido ver en los trabajos de Reddy®®, Atmar®,
Obenrader *°, Coffino'®,

La actividad de la ODC es modulada por tres mecanismos: 1° regulacién
transcripcional de la ODC, 2° modificacion postraduccional de la ODC y 3° un control
negativo de la estabilidad de la ODC por retroalimentacion, regulado por los productos

de la biosintesis de poliaminas®*®’

. Tambien, la actividad enzimatica de la ODC es
firmemente controlada y muestra una induccion bifasica durante la fase tardia de G, y
en Gy/M’.

La secuencia de clones recombinantes gendmicos del gen de la ODC contenidas
en levadura, Tripanosoma sp., raton, rata y humano han sido descritos®. La secuencia
gendmica de la levadura y tripanosoma carece de intrones, mientras 11 de ellos se
encuentran en los mamiferos. La posicion de los 12 exones de los genes de mamiferos
fueron inferidos, comparando las secuencias nucleotidicas del cDNA y DNA gendmico
de la ODC.

Por otra parte, la secuencia completa de amino acidos de la ODC de raton, rata y
humano han sido deducidas de la secuencia de nucledtidos de los DNAs y cDNAs
genémicos contenidos en la regidon completa de los mRNAs de ODC. Las proteinas
codificadas contienen 461 residuos de amino acidos y poseen una masa molecular
aproximada de 51 kDa que representa la subunidad del homodimero de la enzima
nativa®>.

La produccion de ODC es extremadamente rapida con una vida media promedio
menor de 1 hora y en algunos casos solo unos minutos (dependiendo de la especie).
Esta produccion de la ODC es también influenciada por las poliaminas. La exposicion
de células a altas concentraciones de poliaminas provoca un incremento en la
degradacién de la ODC (en células normales, la actividad de la ODC es muy baja y se
ha estimado que puede haber sélo de 100-200 moléculas de la enzima en una celula

quiescente“.
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Esta regulacion mediada por poliaminas, es dependiente de la sintesis de una
proteina con una rapida produccién de una enzima llamada antienzima®®'°. Esta, es
inducida por la exposicion de un exceso de poliaminas, resultando en la unién e
inhibicion de la ODC con una alta afinidad. En la figura 9 podemos observar en (a) la

orientacion de los dimeros y en (b) una vista perpendicular de éstos.

Figura 9. Monomero de la ODC de ratén. Un gran parche electropositivo, localizado a la orilla del
bordo del tonel, en el que se incluyen residuos de 117-140 aminoacidos y los cuales han sido implicados

en la interaccién de la antienzima®".

La clonacion molecular de la antienzima a permitido mostrar la funcion de esta
proteina en la degradacion de la ODC. Asi mismo Coffino'®, sugiere que los
vertebrados tienen al menos 3 isoformas de la antienzima independientemente
conservadas. Mientras que AZ1 y AZ2 tienen una amplia distribucion en los tejidos, AZ3
es especifica en testiculo y se restringe a un estado tardio en la produccion de
esperma. También diversos estudios han dilucidado los mecanismos por los cuales las
poliaminas inducen la produccion de la antienzima y han mostrado cuales dominios de
la molécula de la ODC son importantes para una rapida produccion de la proteina asi

como la union a la antienzima. Asi, esta claro que la parte carboxilo-terminal es
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importante para la corta vida media de la ODC. La antienzima se une a la parte amino
terminal de la ODC y asi, esta union parece inducir un cambio conformacional que

expone la parte carboxilo terminal para el proceso degradativo®'®,

Inhibidores

La actividad de la ODC y sus productos, las poliaminas; han mostrado ser
esenciales para los procesos de diferenciacion celular. Resulta ser facil y rapidamente
inducible®”. Por ejemplo, en alteraciones neoplasicas la concentracién de poliaminas se

incrementa considerablemente®?3%3°

y los niveles de expresion de la ODC se elevan
principalmente por factores de crecimiento, activandose constitutivamente cuando las
células son transformadas por carcindgenos, virus y oncogenes®. Por este hecho la
inhibicidn de poliaminas se ha propuesto como una herramienta terapéutica®*"**,

La inhibicion de la ODC por o-difluorometilornitina (DFMO), compromete el
crecimiento y transformacion de la célula e induce la detencidn del ciclo de la célula en
G+>°%. Asi mismo, se ha reportado que la reducciéon crénica en los niveles de
poliaminas conduce a la apoptosis, especialmente seguido de una exposicion a estrés
oxidativo®®. Paradojicamente, la sobrexpresion de la ODC puede también disparar el
programa apoptéticoE’O. En general, estos hallazgos apoyan firmemente el concepto de
que la propia homeostasis de las reservas de poliaminas es un determinante critico

para el destino de la célula.
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OBJETIVOS

General

¢ Obtencion de anticuerpos policlonales anti-ODC en ratas Wistar y conejos Nueva

Zelanda por inmunizacion intra esplénica.

Particulares

o Verificacion en la obtencidn y reactividad de anticuerpos anti-ODC en suero total

inmune de ratas y conejos.
e Purificacion de la fraccion IgG de suero inmune de conejo.

e Verificacion en la obtencion de la fraccion IgG anti-ODC de suero inmune de

conejo.

¢ Inmunolocalizacién de ODC en pancreas, higado y rifidn de rata.
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JUSTIFICACION

Si tomamos en consideracion las funciones bioldgicas en donde participan las
poliaminas que estan enunciadas en la Tabla Ill, podemos suponer que estos policationes
son importantes en numerosas enfermedades que afectan a los seres vivos. En los
humanos por ejemplo, en las enfermedades infecciosas, cronico degenerativas,
autoinmunes y légicamente en las neoplasicas. El estudio realizado de estas poliaminas in
situ es complejo. Sin embargo, la identificacion de la enzima que realiza la descarboxilacion
de la putrescina resulta una alternativa viable que puede permitir citolocalizar la enzima y

por lo tanto registrar aumento o disminucién en su expresion en diferentes enfermedades.

De aqui que, por medio de la obtencién de anticuerpos policlonales anti ODC, se
pretende contribuir al estudio de la ODC vy el sistema de las poliaminas, que permita
citolocalizar la ODC para la comprension de la funcién biologica y sus posibles alteraciones.
Por otra parte, la estrategia de inmunizacion directa del antigeno dentro del bazo
(inmunizacion intra esplénica), resulta un meétodo eficaz para la produccioén de anticuerpos
poli y monoclonales’’ #7485,

Entre las ventajas tedricas que representa este tipo de inmunizacion sobre las
convencionales se incluye, 1) la obtencion de anticuerpos especificos en un tiempo
relativamente corto'’#*47%% 2) requiriendo para ello cantidades muy pequefas del
antigeno.
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MATERIAL Y METODOS

Modelos experimentales. Cuatro ratas macho Wistar con un peso promedio de 300 g y 3 meses
de edad, cuatro ratas machos Wistar neonatas (3 dias), con peso promedio de 12 g. Dos
conejos macho Nueva Zelanda con un peso promedio de 2.5 kg y 3 meses de edad. Obtenidos
de los bioterios de la FES |ztacala y del C.M.N. S. XXI.

Antigeno. La enzima ODC ( Sigma No. 0-1502 ) fue el antigeno utilizado para la
obtencion de anticuerpos anti ODC.

La preparacion del inmundgeno se realizo en buffer fosfato- salino ( PBS por sus
siglas en inglés) pH 7.4. De tal manera que la ODC se solubiliz6 en PBS para obtener
una concentracion final de 2 mg / ml. De esta concentracién la cantidad inoculada en la
inmunizacion fue de 400 pl / kg .

En la tabla IV se muestra el esquema de trabajo seguido para la inmunizacion intra

esplénicae:‘.

Inmunizacién intra esplénica. Para el proceso de inmunizacion intra esplénica, los
animales fueron anestesiados por medio de una inyeccién intramuscular de clorhidrato
de ketamina a razén de 2mg/kg. El animal se colocdé en una tabla de propileno, se
limpido con jabén quirdrgico y se trasquild el pelo en donde se llevd al cabo una
laparotomia subcostal izquierda. Después de abrir la cavidad abdominal el bazo se
exteriorizé y cuidadosamente se inocul6 el antigeno (Figura 10 seccion resultados).

Posteriormente el bazo fue colocado en la cavidad abdominal, se verificé que no
hubiera sangrado y se procedié a cerrar el peritoneo y la capa de musculo en un solo
plano con catgut simple 00. La piel se cerro con puntos simples utilizando hilo nylon 00
(dermalon).

El sangrado de los animales en los dias marcados como cero y nueve se realizé
por medio de punzocat (Equipos Médicos Vizcarra lot. 3114 ), en arteria periférica de la
oreja en conejos y por puncion cardiaca en ratas.

El sangrado al blanco se llevd al cabo por puncion de la arteria aorta con el sistema

vacutainner (Becton Dickinson ) en ambos modelos experimentales.
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Tabla IV. ESQUEMA DE INMUNIZACION INTRA ESPLENICA
PARA AMBOS MODELOS EXPERIMENTALES.

DIA DOSIS.

0 SANGRADO
(CONTROL INICIAL).
1 1% INOCULACION (400ul/Kg)
9 iSANGRADO ( 1% Titulo de
Anticuerpos)

10 | 2° INOCULACION (400p/Kg).
13 I SANGRADO AL BLANCO.

Se realizé la titulacion del antisuero contra ODC, tomando como control negativo
el suero obtenido el dia 0. Para este proposito utilizamos dos metodologias:

precipitacion en capilar y contrainmunoelectroforesis.

Precipitacion en capilar. La prueba de precipitacion en medio liquido en capilar (ver
apéndice B), se llevé al cabo haciendo diluciones seriadas del anticuerpo con solucion
salina estéril ( 0.85% pH 7.4 ) y utilizando el antigeno a una concentracion de 2 mg / ml.

Lienados los capilares con el antigeno y antisuero se incubé a 4 °C por 24 horas. Los
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resultados se muestran en las Tablas V, VI para el suero total «-ODC y la Tabla VII

para la IgG a-ODC (seccion resultados).

Contrainmunoelectroforesis. La contrainmunoelectroforesis (ver apendice B), se llevo al
cabo en una preparacion de agarosa al 1 % en regulador de Tris 37 mM — Glicina 0.1M,
pH 8.8, haciendo diluciones seriadas del anticuerpo con solucién salina estéril ( 0.85%
pH 7.4 ) y utilizando el antigeno a una concentracion de 2 mg / ml . Todos los pozos
fueron llenados con 5 ul de muestra cada uno. Los pozos mas cercanos al anodo (+)
fueron llenados con antisuero. Los resultados para el antisuero se muestran en la

Figura 11y en la Figura 12 para la IgG «-ODC (seccidn resultados).

Purificacién IgG. La purificacion de la fraccion IgG del antisuero anti ODC obtenido de
conejo, se realizd mediante una columna de afinidad (Bio-Rad Econo Pac 10DG MAPS I
PROTEIN A KIT cat. 7322020). La columna se equilibré con buffer de union (MAPS I
PROTEIN A KIT ), se hizo pasar el suero de conejo anti ODC por la columna a
temperatura ambiente. Posteriormente se eluyé con buffer de elusion (MAPS 1l PROTEIN A
KIT), colectando fracciones de 1 ml. Finalmente se equilibra la columna con PBS para
reutilizarla. Se almaceno la inmunoglobulina en alicuotas de 1 ml para su congelacion.
La comprobacion de la presencia del anticuerpo anti ODC de las fracciones de la
elusion se comprobaron por contrainmunoelectroforesis (Figura 12 seccion resultados) y
precipitacion en capilar (Tabla Vil seccion de resultados). La determinacion de la
concentracion de proteinas se llevo al cabo por el método de Bradford®®, los resultados

se muestran en la Figura 13 (seccion resultados).

Concentracion fraccién IgG Los picos obtenidos en la medicién de concentracion de
proteinas se colocaron en tubos centricon (Sartourius viva-spin 2 ) y se centrifugaron a
2000 g, para su concentracion. Se hicieron alicuotas del concentrado y se almacenaron
a-70°C.

Inmunohistoquimica. Comprobada la reactividad del antisuero total y de la fraccion

IgG purificada o-ODC de conejo, se realizé la inmunodeteccion de la ODC por IHQ en
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tejidos de ratas (pancreas, rifion e higado), de 3 meses y neonatas. Asi mismo, por
Western Blot en extractos de pancreas, higado y rifién de ratas neonatas. Para la IHQ
se utilizaron dos estrategias: en tejidos congelados con nitrégeno liquido y en tejidos
filados con paraformaldehido e incluidos en parafina®®.

Se extrajeron los 6rganos de ratas neonatas macho de 3 dias y de dos meses de
edad. El 50 % de las muestras obtenidas se destinaron para inclusion en parafina y el
otro 50 % fue colocado sobre un soporte de plastico con unas gotas de una resina
sintética para inclusion de tejidos “tissue-teck (SIGMA), inmediatamente después en un
criotubo para su congelacion en nitrégeno liquido.

Las muestras destinadas para inclusion en parafina se fijaron con
paraformaldehido al 4 % en PBS, se deshidrataron en alcoholes para finalmente
incluirse en parafina (SIGMA).

Mediante el uso de un microtomo se hicieron cortes de 5um de cada bloque y se
colocaron en portaobjetos previamente desengrasados vy tratados con

3-aminopropiltrietoxysilano al 0.1 %.

Las pruebas de IHQ se realizaron:

I°; es decir, con los tejidos incluidos en parafina. Se

1) De la forma habitua
desparafinaron, hidrataron, permeabilizaron, bloguearon. Posteriormente se
incubo con el 1% anticuerpo (Ab), el 2° Ab, sistema de amplificaciéon SAV/POX y

el cromégeno diaminobenzidina (DAB).

2) Se probaron a diferentes concentraciones del 1°" Ab al igual que el 2° Ab y se

adiciona un amplificador del cromégeno (DAB enhancer).
3) Utilizando técnicas de recuperacion del antigeno® con:

a) citrato de sodio
b) EDTA

30



4) Para la IHQ con tejidos congeladosse emplearon dos métodos de fijacion:
a) Con paraformaldehldo inmediatamente después del corte y realizando la
IHQ igual que en el numero 1. Y realizando el mismo procedimiento pero
fijando con acetona para continuar la IHQ como en el numero 1
b) Hecho el corte se agrego el 1* Ab después se fijé (con paraformaldehido),

y se continué con la IHQ como en el numero 1

Para llevar al cabo la IHQ las muestras se incubaron a 37 © C para quitar el
exceso de agua por 24 horas y a 60° C por 24 horas para ser desparafinadas
finalmente.

Se hidrataron los tejidos en alcoholes hasta llegar a PBS, se realiz6 recuperacion
del antigeno utilizando 2 metodologias: a) buffer de EDTA pH 9, b)acido citrico. En
ambos casos utilizando autoclave por 5 minutos a 10 atmédsferas, se ambientaron en
PBS durante 10 minutos y se procedio a colocarlos en una cdmara humeda para
permeabilizar con Triton 100x 0.25 % en PBS por 60 minutos, posteriormente se
lavaron con PBS 3 veces 10 minutos cada vez en agitacion suave.

El bloqueo de peroxidasas endogenas a los tejidos se realizé con Hy02 al 5 % en
PBS y 0.1 % de azida de sodio por 30 minutos en camara himeda, se lavaron y
realiza blogueo inespecifico con BSA al 10 % durante 30 minutos, después bloqueo de
biotina con clara de huevo al 20 % , Triton X-100 al 0.10% en PBS 1x por 30 minutos y
un bloqueo con suero total de rata por 30 minutos todos ellos en camara humeda.

Finalmente se incubd el primer anticuerpo (IgG anti ODC y antisuero total anti
ODC) por 24 horas a 4 °C. (Todas las IHQ realizadas contaron con un control negativo
e isotipo.) Las diluciones de la |IgG «-ODC y suero total a-ODC, fueron hechas con
Tritén x 100 al 0.1 % en PBS y éstas se trabajaron de 1:500 hasta 1:20 . Después de
la incubacion se lavd con Tween 20 0.1 % en PBS 3 veces en agitacion suave por 10
minutos en cada lavado. Se incubd con el segundo anticuerpo o- conejo ( goat-anti-
rabbit IgG -B cat SC-2040 lot 1 C161 biotinilado), en una camara humeda vy
posteriormente se lavoé con PBS 3 veces por 10 minutos cada vez, y se coloco a los
tejidos estreptavidina peroxidasa (SAV/POX; DAKO DO- 365) y se incubé en camara

~
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humeda por 30 minutos, se lavo y reveld con DAB. Finalmente se agregd un
intensificador ( DAB Enhancer ), para aumentar la resolucion del cromégeno.

Se hizo contratincion con dos colorantes diferentes: hematoxilina y verde de
malaquita al 5 %. En la contratincion solo se tifid a uno de los dos tejidos que se
hallaban en los portaobjetos virando el color con H;O, destilada y desionizada. Se
deshidratd con alcoholes al 60%, 80%, 90%, absoluto, xilol 1 y xilol 2, por 10 minutos en
el caso de hematoxilinacada caso y finalmente se montd con resina sintética para su
observacion al microscopio. Las laminillas contratefiidas con verde de malaquita solo
fueron montadas en medio acuoso.

Las muestras almacenadas en nitrégeno fueron colocadas en el soporte del
criotomo sobre “Tissueteck” e hicieron cortes de 5 um a una temperatura constante de -
20 °C.

Los cortes se colocaron sobre portaobjetos que previamente se desengrasaron y
trataron con silano al 0.1%, los cuales hasta su procesamiento, se mantuvieron en un
congelador de -20 °C o sobre hielo seco para su transporte.

Las muestras inicialmente se mantuvieron a temperatura ambiente 10 minutos
para eliminar el exceso de humedad del congelador, después se procedio a fijar con
paraformaldehido 4 % durante 5 minutos y se lavé con PBS, posteriormente se seco a
37 °C 10 minutos y se mantuvieron en PBS 15 minutos antes de proceder a
permeabilizar y continuar con el protocolo de IHQ descrito para las muestras

embebidas en parafina.

Western blot. Se realizaron extractos totales (ver apéndice B), de pancreas, higado y rifidn
de una rata macho neonata siguiendo la metodologia previamente descrita y modificada por
Dignam'®.

Los organos son extraidos, disgregados y colocados en RIPA frio 3ml/g (ver
apéndice B). Se homogenizaron las muestras por sonicacion (Sonifier Branson 450VWR
Scientific), durante 2 ciclos de 15 seg de duracion para pancreas y 30 seg para higado y
rifidn respectivamente.
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Posteriormente se adicionaron 10 ul de fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), por cada mi
de RIPA. Se incubd 30 minutos en hielo y se centrifugd a 10,000 g a 4 °C 10 minutos. El
sobrenadante se centrifugo nuevamente y posteriormente se cuantifico y dividio en alicuotas
almacenandolas a — 70 °C. La cuantificaciéon de proteinas (ver apéndice B), se realizd

mediante el uso de un kit (Bio-Rad DC Protein Assay).

Una vez obtenidas las muestras, éstas fueron corridas por electroforesis utilizando un
gel separador de acrilamida al 10% y un gel concentrador (ver apéndice A). Las muestras
se prepararon a una concentracion final de 5.3ug / 1ul, a éstas se les adiciond 1 pl buffer
de muestra por cada pl de extracto. Se hirvieron las muestras por 3 minutos para

desnaturalizar, se cargaron los carriles (ver apéndice B). El corrimiento se llevo al cabo a

22.5 mA con buffer de corrimiento.

El gel posteriormente se equilibré con buffer de transferencia, lo mismo que el
cassette de transferencia y la transferencia se realizé a 95 volts, durante 1 hora 4 ° C con

agitacion constante utilizando una barra magneética.

La membrana (conteniendo la impresion del corrimiento de las proteinas) se coloco
en una charola con PBS y leche descremada en polvo al 5 % Sveltees por una hora para
bloquear sitios de union inespecifica, (la eficiencia de la transferencia se verifico al tefir el
gel con azul de Coomassie).

Después de bloquear la membrana, se lavé con PBS-Tween 20 al 0.2% y se
procedié a incubar con el anticuerpo primario (IgG anti ODC y antisuero total anti ODC) a
una dilucion de 1:500 en PBS-Tween 20 al 0.2% a 4 °C por 24 horas. Posteriormente la
membrana se lavo con PBS-Tween 20 al 0.2% por 10 minutos en agitacion suave 3 veces.
Después incub6 con el anticuerpo secundario (anti-rabbit peroxidado) 1:15000 en PBS-

Tween20 al 0.2% 1 hora a temperatura ambiente.

Después de la incubacion se lavo 3 veces con PBS —Tween al 0.2% por 10 minutos
cada vez y por ultimo con PBS y se procedio a revelar con el kit de ECL (cat. RPN 2209 de
Amersham Pharmacia Biotech04 1).
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RESULTADOS

La inmunizacién intra esplénica ha sido propuesta por varios autores como una

alternativoa para la obtencion de anticuerpos policlonales y monoclonales.'"25:4%84

El esquema de inmunizacion intra esplénica resultd ser satisfactoria en ambos
modelos experimentales, solo observamos una leve fibrosis en el tejido adyacente a las
incisiones. No se presentaron sangrados trans-operatorios ni infecciones posteriores en
ambas intervenciones practicadas a cada modelo experimental.

En la figura 10 se muestra el proceso quirtrgico de la inoculacion del antigeno
directamente al bazo.

Figura 10. Proceso de inmunizacion intra esplénica.
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Los resultados de la prueba de reactividad de los antisueros obtenidos en ratas y
conejos por precipitacion en capilar y contrainmunoelectroforesis, se maostraron con

bastante similitud como se muestra en las tablas V y VI .

CAPILAR  DILUCION DEL ANTIGENO REACTIVIDAD*

1 Tl +
2 1:2 +
3 1:4 +
4 1.8 +
5 1:16 +
6 1132 +
T 1:64 -

Tabla V. Reactividad en capilares de antisuero anti ODC de conejos ,obtenido al sangrar al blanco.

CAPILAR  DILUCION DEL ANTIGENO REACTIVIDAD*

1 1:1 +
2 12 +
3 1:4 +
4 1:8 +
5 1:16 +
6 1:32 T
7 1:64 +
8 1:128 .

Tabla VI. Reactividad en capilares de antisuero anti ODC de ratas, obtenido al sangrar al blanco.

*En los capilares que presentaron precipitado la reactividad fue tomada como (+) positiva, (-) nula.
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Las pruebas de precipitacidon se realizaron por 'triplicado y con testigos de

antigeno y anticuerpo, con la finalidad de evidenciar algun tipo de lectura falsa positiva.

Las pruebas de reactividad por medio de contrainmunoelectroforesis dieron datos

similares a los de precipitacion. En la Figura 11 se muestra los datos obtenidos para el

antisuero de conejo.

B

116

et
a5

Figura 11. Contrainmunoelectroforesis de antisuero anti ODC de conejos al sangrar al blanco.

La purificacién de la fraccion IgG del antisuero de conejo realizada por una
columna de intercambio idnico (MAPS Il PROTEIN A KIT), se muestra en la figura 12 con el
perfil de elusién obtenido.

La cuantificacion de proteinas de la fraccion IgG obtenida de la elusion en la
columna se realizd a una longitud de 280 nm con 3 repeticiones y con un valor 0.005 en
la desviacion estandar. La cuantificacién se hizo mediante el método de Bradford (ver
apéndice B), los datos muestran que la mayor concentracion de proteinas obtenido se
encuentra en la fracciones 9-15 (Figura 12), por lo que estas fracciones después de ser

homogenizadas se colocaron en un centricdn (Sartourius viva-spin 2 ) para obtener un
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concentrado final homogéneo, que dio una lectura en la cuantificacion de proteinas

totales de 4.5 ug/pl.

PERFIL DE ELUSION

Bsewt |

595 ABS

1 3 . L L] T L i "W "

] i 15 " i " ] x

NUMERO DE FRACCIONES

Figura 12. La cuantificacion de proteina se llevd a cabo por el método de Bradford a 585nm.

Para evidenciar la reactividad de la fraccion IgG «-ODC se hicieron ensayos de

precipitacion en capilar y contrainmunoelectroforesis (Tabla VIl y Figura 13)

CAPILAR  DILUCION DEL ANTIGENO REACTIVIDAD*

1 1:1 +
2 142 +
3 1:4 +
4 1:8 +
5 1:16 -
6 1:32 -

Tabla VIl. Reactividad en capilares de IgG «-ODC de conejos.
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Figura 13. Contrainmunoelectroforesis de IgG «-ODC de conejos.

Para la inmunocitolocalizacion de la ODC se realizaron ensayos de IHQ, con el
suero inmune total de conejo asi como con las fracciones obtenidas de la IgG
purificada y no se observd ninguna marca visible en los tejidos trabajados, inclusive
empleando la técnica de recuperacion de antigeno, en tejidos de ratas de 3 meses,

como en tejidos de ratas neonatas ( 3 dias) Figuras 14-16.
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BLANCO ISOTIPO

Figura 14. IHQ de higado 40X. Sin marca evidente.

éu By
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IZTACALA

ISOTIPO BLANCO EXPERIMENTAL

Figura 15. IHQ de rifion. 40x. Sin marca.
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BLANCO ISOTIPO

Figura 16. IHQ de pancreas. 40X. Sin marca.

Para la realizacion del Western Blot, se requirieron extractos de pancreas, rifion e
higado de una rata macho de 3 dias. La figura 17 muestra la cuantificacién de proteinas

de estos extractos. En la figura 18 se muestra la reactividad observada por Western Blot

con el antisuero total y la IgG «-ODC.

30
20
10 . ,
0 — proteina
Pancreas Rifon Higado
EXTRACTOS

Figura 17. La cuantificacion de proteinas se hizo con el kit Bio-Rad DC protein assay 655 nm. Con 0.014

de desviacion estandar.

40



La lectura en la cuantificacion de proteinas de los extractos, sugiere una
correlacion acorde al tamano y peso de cada uno de los 6rganos, como se muestra en
la figura 17.

En los resultados de los ensayos de Western Blot, se llevo al cabo la incubacion
del 1° Ab a una dilucion 1:500. Los ensayos contaron con control de 1gG y antisuero
total (resultados no mostrados).

Apart

Figura 18. Los resultados del Western Blot muestran una alta reactividad, con las proteinas marcadas con
pesos moleculares de 53 y 93 kDa aproximadamente.
Los carriles del 1-5 fueron incubados con IgG «-ODC, y los correspondientes del 6-10 se incubaron con
suero total a-ODC.
Carriles 1y 6 marcadores de peso molecular

2-7 ODC

3-8 pancreas

4-9 rifndn

5-10 higado

41



DISCUSION

Debido a que los procedimientos clasicos de inmunizacion no son siempre
eficientes y con el fin de evitar inconvenientes, se han venido desarrollando e
implementando diferentes metodologias para la obtencién de anticuerpos policlonales y
monoclonales. En lo que respecta a los monoclonales, existen dos alternativas:

1.- Inmunizacidn in vitro; en la cual el antigeno es presentado directamente a células en
cultivo.

2.- La inmunizacion intra esplénica, una técnica en la cual el antigeno es depositado en
el bazo’. Esta ultima también se ha empleado para |a obtencion de anticuerpos no solo

monoclonales sino también policlonales*>?%%,

Este tipo de inmunizacion requiere
menos trabajo de laboratorio y el riesgo de contaminacion frecuente en los cultivos in
vitro, se reduce’’.

Con este fundamento, el propdsito de este estudio fue aplicar esta metodologia
alterna de inmunizacion, para la obtencion de anticuerpos policlonales y comprobar por
diferentes métodos, la presencia de anticuerpos contra el antigeno inoculado.

La produccion de anticuerpos policlonales contra la ODC aislada de diferentes
fuentes ha sido descrita por diversos autores®. Ellos han recurrido a esquemas de
inmunizacién convencionales y los ensayos de especificidad de los antisueros
obtenidos, se reportan como funcionales. Sin embargo, debe hacerse notar que debido
a la homogeneidad de la ODC utilizada como antigeno para la inmunizacion, los
resultados de estos ensayos no siempre estan garantizados®’.

En el presente trabajo, procuramos inducir una optima respuesta inmune contra
ODC, para este proposito utilizamos dos modelos animales de experimentacion: rata
Wistar y conejos Nueva Zelanda. Ambos modelos mostraron inmunocompetencia contra
ODC vy la respuesta resulté ser muy similar (Tablas V y VI ).

Conviene destacar que una de las caracteristicas particulares de la ODC, es que
se trata de una proteina con una gran homologia en los sistemas vivos (plantas,

bacterias, hongos y animales de diferentes especies).
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Por lo que podemos suponer que a pesar de esta alta homogeneidad ( 90% ), la
inmunizacién intra esplénica resultd ser efectiva para la obtencion de anticuerpos anti
ODC. Como se demuestra en las pruebas de reactividad de antigeno-anticuerpo
(Tablas 5y 6 y Figura 11 de la seccion de resultados).

En la inmunizacion intra esplénica el antigeno es directamente aplicado al érgano
linfoide periférico de mayor tamafo y obviamente se pone en contacto directo con las
células efectoras de la respuesta inmune LB, LT, macréfagos y las CPA, donde se
inicia la respuesta inmune. El buen resultado obtenido en este tipo de inmunizacion es
consecuencia en gran parte, a la inoculacion del antigeno, asi como, a la naturaleza y
numero de las CPA del hospedero que realizan sus funciones junto con las células T,
estas condiciones son determinantes en la inmunogenicidad del antigeno'®. Asi como
también es importante el microambiente esplénico, porque apoya la preparacion de las
células T y hace muy eficientes a las CPA y macrofagos.

Demostramos reactividad del anticuerpo obtenido en ambos modelos

experimentales, mediante diferentes estrategias:

a) Precipitacion en capilar. Esta reaccion fue evidentemente positiva por la
precipitacion de los complejos inmunes en el tubo capilar, inclusive en diluciones
1:32 y 1:64 con los antisueros de conejo y rata respectivamente. Asi mismo, se
demostrd la reactividad Ag-Ab de la fraccion IgG «-ODC (Tabla VIl y Figura 13
seccion de resultados). Como puede observarse en la Tabla VII el antisuero total
tiene un titulo mas elevado, precisamente por la mayor cantidad de proteinas
existentes en el suero a diferencia de solo la IgG en la fraccion purificada.

b) Otro ensayo con el que verificamos la reaccion Ag-Ab fue por
contaimunoelectroforesis. Reaccion en la que se demostré la presencia de
anticuerpos «-ODC de suero total de conejo, asi como de la fraccion IgG a-ODC
(Figuras 11 y 13 respectivamente. Seccién de resultados). Observandose en el
ensayo con la fraccibn IgG una precipitacion evidente en todas las

concentraciones de Ab’s probados.
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Finalmente utilizamos el Western-blot por ser el método méas sensible para
comprobar la reactividad del suero total y de la fraccion IgG en contra de la ODC. Con
esta herramienta, observamos tanto para extractos de tejidos como con el antigeno
usado para inmunizar, la presencia de bandas de un peso molecular de 53 kDa y 93
kDa compatibles con los anticuerpos reportados (Tobias y Kahana®?), en el que la ODC
existe en equilibrio entre dimeros activos y monomeros inactivos, con un peso de 93 y
53 kDa respectivamente. Los resultados de estos ensayos sugieren una correlacion con
la literatura reportada®'*°. En esta linea, la literatura reporta a la forma activa de la ODC
en mamiferos como un homodimero consistente en dos subunidades monoméricas de
51-563 Kda cada una. Por lo que la inmunodeteccién de la ODC en extractos de
pancreas, rifidn e higado de rata neonata por anticuerpos policlonales a-ODC de conejo
es concluyente; tanto para la fraccion IgG como para el antisuero total.

Tanto mas atn, Reddy®®, en su trabajo mostré diferentes formas idnicas de la
ODC vy sugiere que son debidas a fosforilacion. De tal manera que la forma fosforilada y
no fosforilada de la ODC pueden formar heterodimeros, con dos consecuencias; 1) la
forma fosforilada es mas resistente a la protedlisis in situ que la forma no fosforilada y 2)
la forma fosforilada y purificada de la ODC tiene una mayor capacidad catalitica que la
forma no fosforilada. Pero debe tomarse en cuenta, como Reddy lo sugiere que la
fosforilacion intracelular de la ODC no puede ser generalizada en todo tipo de células.
Asi como, las posibilidades de variaciones biolégicas de la enzima dadas sus funciones
bioldgicas: proliferacion, diferenciacion, apoptosis. Incluso el inicio de la expresion de la
ODC, podria complicar su localizacién, como se ha encontrado en células en estado
quiescente, en donde se hayan cantidades mas altas de poliaminas.

Nuestros resultados son similares a los publicados por Reddy, nosotros
mostramos una alta reactividad del anticuerpo a-ODC de suero total y de la fraccion 1gG
«-ODC con moléculas de pesos moleculares de 93 y 53kDa (Figura 18).

Cabe mencionar que en los Western Blot, se observo una mayor afinidad de la fraccion IgG
a-ODC en los tres extractos de tejido (pancreas, rifidon e higado), no asi el presentado con el
suero total a-ODC. Esto es debido principalmente, a la mayor afinidad presentada por la

fraccion IgG en comparacion con el antisuero total.
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Ya comentamos que la inmunodeteccion de la ODC por IHQ en diferentes
tejidos fueron negativos, lo cual nos obligb a ensayar multiples estrategias:
permeabilizacién, tiempos y temperaturas de incubacion tanto para el primero como
para el segundo anticuerpo, diferentes fijadores y medios de preservacion del tejido e
implementar técnicas de recuperacion del antigeno®. Todas estas alternativas
ensayadas con el suero total y con la fraccion IgG del suero. Lamentablemente no
permitieron evidenciar la reaccion del anticuerpo con la ODC. Sin embargo, tenemos la
certeza de que el proceso de inmunizacion generd un adecuado titulo de anticuerpos y
que estos se hayan presentes tanto en el suero total de ambos modelos
experimentales, asi como en la fraccion IgG del conejo.

Por ultimo, solo cabe recordar que la importancia atribuida a la ODC y/o el
sistema de poliaminas a permitido el desarrollo de diferentes metodologias para su
estudio. Resulta ser el presente trabajo, un ejemplo mas para tratar de aclarar sus
funciones biolégicas. Alun quedan muchas interrogantes al respecto de estas moléculas
como Coffino* lo ha expresado; y que textualmente citamos: "polyamines are doing
some important things, but we do not know what they are”.
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CONCLUSIONES

b

"

La inmunizacion intra esplénica a pesar de tener dificultades técnicas en
pequefas especies, resulta un procedimiento que garantiza elevada
eficiencia en la produccién de anticuerpos policlonales con cantidades

minimas de antigeno y tiempo breve de inmunizacion.

El antigeno ODC, de bajo peso molecular y alta homologia que podria ser
considerado tedricamente como poco inmunogénico, resulta ser eficiente

cuando se aplica por via intra esplénica omitiendo el uso de adyuvantes.

Utilizando diferentes métodos para medir la reaccion antigeno anticuerpo, se
comprobo con seguridad haber logrado inducir la produccién de anticuerpos
especificos contra el antigeno inoculado, sin embargo, no garantiza que

puedan ser evidentes in situ por técnicas de inmunohistoquimica.
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APENDICE A

SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA -FOSFATOS 10X (PBS)

80 g de NaCl (Sigma)

2 g de KCI (Sigma)

14 .4 g de Na,HPO, (Sigma)

2.4 g de KH,PO,. (Sigma)

Se agrega H,O destilada, se ajusta el pH a 7.4 y se afora a 1000 mL. Se filtra y se
guarda a temperatura ambiente.

PARAFORMALDEHIDO 4 % (10 ML)
Paraformaldehido (Sigma )
0.4 gr de paraformaldehido

6 mL de PBS 1X, se lleva a 60 °C para homogenizar con barra magnética
Se aforaa 10 mL con PBS 1X .

REGULADOR TRIS-GLICINA
Tris- 37 mM
Glicina 0.1 M

Ambos reactivos se aforan en H20, se ajusta el pH con NaOH 2N y se almacena a 4° C.

DAB (10 ml)
6 ugr de DAB).
10 mL de Tris HCI pH 7.4
10 pl de HL0;,

(Preparar 30 minutos antes de ser utilizado).

SOLUCION RGB 4X (100ml)
18.17 g de Tris-base
4ml de SDS al 10%
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Ajustar pH 8.8 con 12 N de HCI

adicionar H,O hasta los 100 mi, almacenar a temperatura ambiente.

SOLUCION SGB 4X
6.06 g de Tris -base
4 ml de SDS al 10%
Ajustar pH 6.8 12 N HCI

H20 hasta 100 ml, almacenar a temperatura ambiente.

BUFFER DE MUESTRA 2X (10 ml)

2 ml de glicerol

2ml de SDS 10%

0.25 mg de azul de bromofenol

2.5 ml de SGB 4X

aforar a 9.5 ml y agregar el B-mercaptoetanol antes de usar

0.5 ml de p-mercaptoetanol.

BUFFER DE CORRIIMIENTO 10X (1000 ml)
30 g de Tris -Base

144 g de glicina

100 mi de SDS 10%.

GEL SEPARADOR 10 %

H,O 3.1 ml
30 % acrilamida 24 ml
RGB 4X 1.9 ml
APS 10% 112 pl
TEMED 5 ul.
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GEL CONCENTRADOR

H.0O 1ml
30% acrilamida 0.3 ml
SGB 4X 444 yl
APS 10% 28 ul
TEMED 5 ul.

BUFFER DE TRANSFERENCIA
18.2 g de tris-base
86.2 g de glicina

disolver en 4 | de H,0, adicionar 1200 ml de metanol y aforar a 6 litros.

RIPA

PBS 1x

NP40O 1%

Desoxicolato .5%

SDS 1%

Aforar a 25ml con PBS 1x.
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APENDICE B

PRECIPITACION EN CAPILARES

Los capilares son divididos en tres partes iguales con un marcador

Se absorbid con un tubo capilar la solucién de antigeno correspondiente hasta la
primera marca del tubo, la parte externa del tubo se limpié con papel absorbente

Se giro el capilar 180° y se hizo descender el liquido hasta el otro extremo

Se absorbidé de forma similar el antisuero especifico hasta llegar a la segunda marca
Se repitio el mismo procedimiento para llenar los siguiente tubos capilares hasta una
dilucion de 1: 1024

Se mezclé por inversion repetida y dejo que el liquido quede centrado en el tubo

Se introdujo en una gradilla e incubd a 4 ° C por 24 horas.

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Cuando el agar gelificd se hicieron oradaciones cercanas al anodo (+), en las que se
coloco 5 ul del antisuero, llenando el resto de las oradaciones de manera similar.
Llenados todos los pozos coloco la placa en la camara de electroforesis ( Bio- Rad Mini-
Sub Cell cat. 170-4307 ), con regulador tris-glicina pH 8.8 se colocd en una fuente de
poder (Bio-Rad 200/ 2.0 Power Supply) y corrid a 30mA por 15 minutos
Posteriormente se hicieron las oradaciones cercanas al catodo (-) y llenaron los pozos
con el antigeno (ODC), el cual se utilizé a una concentracion de 2 mg / ml en solucién
salina y se volvid a colocar la placa en la camara de electroforesis y corrié por una hora
a 30 mA.

Una de las muestras de antigeno estuvo coloreada con azul de bromofenol para que

sirviera como indicador de corrimiento.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR BRADFORD

Blanco 1 2 3 4 Muestras
Buffer PBS 1X 100 98 96 92 88 90
Bradford 900 900 900 900 900 900
Albumina (BSA)* - 2 4 8 12
Sol. Problema - - e . . 10

*BSA concentracion 1 pg /

**Todos los valores en

PREPARACION DE EXTRACTOS

Extraido el tejido lavar con PBS 1X hasta eliminar restos de sangre
Pesar el tejido

Cortarlo en pequefios fragmentos con una navaja limpia

Colocarlo en un tubo con 3 ml/gr RIPA frio.

Homogenizar con sonicador cuidando que se mantenga frio.
Adicionar 10 ul de PMSF (stock 10 mg / ml ) por cada ml de RIPA
Incubar 30 minutos en hielo

Transferir a tubos de microfuga y centrifugar a 10, 000 g 10 minutos a4 °C
Recuperar el sobrenadante y centrifugar de nuevo

Recuperar el sobrenadante restante y mezclarlo con el anterior

Si es necesario recentrifugar

Cuantificar proteinas y almacenar en alicuotas

Congelar y almacenar a —70 °C (se coloca en hielo seco unos minutos antes de llevar

al rev-coa-70°C)
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CUANTIFICACION PROTEINAS ( KIT DC- PROTEIN ASSAY -Bio-Rad)

CURVA DE ALBUMINA EN RIPA

BSA (mg / ml) RIPA Se trabajé con una dilucion de la muestra 1:10
0 25 en RIPA.
1 20 En cada pozo de la placa se colocd 5 ! de la muestra
5 20 y se le adicioné 25 pl de la solucio A (kit DC) + 200 pl
10 15 de la solucion B y dejé incubando por 20 minutos para
15 10 posteriormente hacerla lectura a 655 nm.
20 5
25 0

PROTOCOLO WESTERN BLOT

MARCADOR | "ODC| PANCREAS| RINON |HIGADO | MARCADOR | *ODC | PANCREAY RINON | HIGADO

DE PESO DE PESO

MOLECULA MOLECULA

) 2 1 15 15 15 2 1 15 15 15
LB 10 15 15 15 15 10 15 15 15 15

*concentracion 1mg/ ml
“*Todos los valores mostrados en pl

concentracion de extractos 5.3 ug / ul
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