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RESUMEN

La capacidad que tiene el sistema inmunoldgico de reconocer antigenos y promover
la produccién de inmunoglobulinas, puede ser aprovechada para la produccion de
anticuerpos facilitando el estudio molecular de proteinas funcionales en varios
estados fisiolégicos y patolégicos, convirtiéndolo en una herramienta biotecnolégica
muy poderosa, para poder identificar epitopos especificos. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo es producir anticuerpos policlonales dirigidos contra regiones del
transportador de aminoacidos dependiente de sodio 2 (SNAT2), dado que, los
anticuerpos comerciales contra esta proteina que se encuentran disponibles, no
reconocen epitopes con interés particular para nuestro laboratorio. SNAT2 es
miembro del sistema A de la familia de trasportadores SLC38 y es requerido en la
modulacién del trafico y disponibilidad de aminoacidos. Esta proteina esta asociada
a enfermedades cerebrales, renales, intestinales, hepaticos, entre otras. En el
presente trabajo, logramos crear una herramienta molecular a través de la
produccion de anticuerpos policlonales mediante el uso de péptidos sintéticos. Estos
tienen capacidad de reconocer con gran especificidad y afinidad a la region carboxilo
del transportador SNAT?2 tanto en tejidos como en cultivos celulares. Lo que permitira
avanzar en el conocimiento de su funcionamiento y expresion en célula.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Transportadores de membrana

Los transportadores de membrana son proteinas cuya funcion es facilitar el
trasladado de sustratos a favor o contra su gradiente de concentracion, permitiendo
el paso selectivo de moléculas especificas a través de su cambio conformacional
(Lodish y col., 2011). Se caracterizan por mediar un amplio espectro de procesos
biolégicos, incluyendo, pero no limitado a la conduccion de impulsos nerviosos,
transduccion de sefiales, absorcion de nutrientes, proliferacion celular, regulacion

inmune y génesis tumoral.

Los mecanismos de transporte se clasifican en tres tipos: transporte simple,
cotransporte e intercambiadores. El transporte simple traslada un solo tipo de
molécula por difusion facilitada, a favor del gradiente de concentracion. En contraste
los cotransportadores e intercambiadores movilizan el sustrato contra su gradiente
de concentracion y/o gradiente electroquimico. El cotransportador impulsa dos o mas
iones en la misma direccion, mientras que el intercambiador importa y exporta uno o
mas moléculas en direcciones opuestas (Dahl y col., 2004; Jiménez y Merchant,
2003). Se han clasificado cerca de 5600 transportadores de membrana en varios
organismos y estan agrupados en 7 familias, subdivididos en sus respectivas
subfamilias, basado en su funcion y filogenia (Saier, 2000). Los acarreadores de
soluto (SLC, por sus siglas en inglés, Solute Carrier) corresponde al grupo mas
abundante de proteinas transportadoras, la mayoria se encuentran localizados en la
membrana celular, en mitocondrias y organulos intracelulares (Fredricksson y col.,
2008).

1.2. Acarreadores de soluto (SLC)

Los transportadores SLC controlan el flujo de varios solutos, incluyendo metabolitos,
iones, toxinas y farmacos (Hediger y col., 2004; Fredriksson y col., 2008). Se han
clasificado en 52 subfamilias, de acuerdo a sus propiedades bioquimicas y
homologia de secuencias. Organizados en cuatro grupos (a, B, y, &) basado en el

tipo de sustrato transportado (Hagglund, 2013) y por el nimero de regiones
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transmembranales. El grupo a contiene seis familias, SLC2, 16, 17, 18, 22, 37; el
grupo B incluye tres familias de trasportadores de aminoacidos SLC 32, 36 y 38,
mientras que el grupo y incluye a SLC7 y 12y el grupo 6, SLC8 y 24 (Fredriksson y
col., 2008). Las familias SLC1,6,7,32 y 38 median la movilizacién de aminoacidos, su
importancia radica en la participacion que tienen en numerosos procesos biolégicos
tal como la sintesis de proteinas, sintesis de neurotransmisores o sefalizacién
celular (Baird y col., 2009; Colas y col., 2016).

1.2.1. SLC38

La superfamilia SLC38 lleva a cabo el transporte de aminoacidos neutros a través de
la membrana, se caracteriza principalmente por ser Na+ dependiente. Se destacan
por tener un mecanismo selectivo del transporte activo, dado que, para transportar
un aminoacido neutro requiere de iones como Na+ y de algunos otros como, H+, K+
y/o CI- (Taylor, 2014).

La familia de transportadores SLC38, también conocido como SNATSs (por sus siglas
en inglés: Sodium-coupled Neutral Aminoacid Transporters), estd compuesto por
once miembros (Hyde y col, 2001), clasificados de acuerdo a su mecanismo de
transporte en el sistema A, integrado por las proteinas SNAT1, 2, 4y 8, con funcion
de cotransporte de aminoacidos neutros y sodio. El sistema N constituido por SNAT3,
5y 7, con funcion de intercambiador Na+/H+. Los cinco miembros restantes de esta
familia, se les denomina transportadores huérfanos, debido a que no se ha descrito

aun su mecanismo de accién (Chaundhry y col., 2002; Mackenzie y Erickson, 2004).
1.2.1.1. SNAT2

El transportador de aminoacidos dependiente de sodio 2 (por sus siglas en inglés
Sodium-coupled Neutral Aminoacid Transporters 2, SNAT2) media un transporte
electrogénico de un Na+ y el cotrasporte de un aminoacido neutro (alanina,
asparagina, cisteina, glutamina, glicina, histidina, metionina, prolina, serina). Esta
compuesto de 504 aminoacidos teniendo una masa molecular de 56kDa (Schitth y

col., 2013). Estructuralmente esta compuesto de once hélices transmembranales con



su N-terminal intracelular y el C-terminal extracelular (Yao y col., 2000; Schiéth y col.,
2013).

Este transportador participa en la regulacion del crecimiento intrauterino (Chen'y col.,
2015), en la activacion de la via de sefalizacion mTOR, asi como en la regulacion
del crecimiento celular y proliferacion (Avruch y col., 2009). A nivel fisiolégico, tiene
importantes implicaciones en: La regulacién en la concentracion de acidos grasos
(Nardi y col., 2015), la modulacién de la sintesis de glucosa en la via de
gluconeogénesis en higado (Varoqui y Erickson, 2002) y esta involucrado en la
movilidad de glutamina dentro del ciclo glutamato/glutamina en cerebro, participando
en el reciclamiento y abastecimiento de neurotransmisores (Schidth y col., 2013).
Para facilitar su estudio funcional en varios estados patoldgicos y fisiologicos, se
requieren de herramientas moleculares. Un claro ejemplo de estas herramientas son
los anticuerpos, que se han usado como moléculas valiosas para la deteccion

especifica y reconocimiento de regiones de interes.
1.3. Anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas, son proteinas heterodiméricas, con capacidad
de reconocer una molécula extrafia (conocida como antigeno) (Rojas- Espinosa,
2006). Estructuralmente consta de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras,
compuestas por regiones variables (amino terminales) y constantes (carboxi
terminales). Las regiones variables participan en el reconocimiento del antigeno,
conocida como region Fab (del inglés antibody fraction) (Schroeder y Cavacini, 2010)
y las regiones constantes median las funciones efectoras de activacion del sistema
inmune, regiones Fc (del inglés constant fraction) (Williams y Barclay 1988). Los
anticuerpos estan clasificados en cinco clases 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, basado en
las diferencias estructurales polipeptidicas en la region constante de la cadena
pesada. Cada una tiene su funcién especifica. La IgM ayuda a la activacion de
complemento; IgG tiene como funcién de reconocer de forma inmediata a antigenos
patégenos o exdgenos promoviendo la fagocitosis por los macrofagos; IgE participa

en el reconocimiento de helmitos mediada por eosinoéfilos y mastocitos y las IgA que



son inmunoglobulinas que se transportan a través del epitelio hacia las superficies
de mucosas en defensa contra la invasion de patégenos inhalados e ingeridos
(Alberts y col., 2002; Woof y Kerr, 2004). Todas tienen como fin, reconocer regiones
del antigeno (también conocido como epitope) y mediar la activacion del sistema

inmune.
1.4.Sistema Inmune

El sistema inmunoldgico es un sistema de defensa del huésped que comprende
estructuras y procesos biolégicos que tiene como funcion proteger al organismo ante
una diversidad de patdégenos. Consta de dos lineas de defensa, clasificadas de
acuerdo a la especificidad de respuesta y el tiempo de la misma, estos son: Sistema
inmune innato y sistema inmune adaptativo. La activacion del sistema inmune innato
es la primera linea de defensa mediada por fagocitos, células presentadoras de
antigeno y linfocitos citosolicos, cuya funcion es combatir la infeccion y atacar a los
agentes patdgenos. Posteriormente, se activa la segunda linea de respuesta que es
la activacion del sistema inmune adaptativo, que tiene como fin reconocer con
especificidad epitopes por parte de los linfocitos T y B aumentando la magnitud y la
capacidad de defensa ante el agente patdogeno (Warrington, 2011). Estos procesos
de identificacion y activacion son mediados por receptores celulares, que difieren en
tipo y concentracion entre las estirpes celulares, con capacidad de distinguir la

diversidad de conformacion estructural de cada antigeno (Granados, 2018).

1.4.1. Activacion del sistema inmune adaptativo a través de receptores

celulares.

La activacion del sistema inmune adaptativo es llevada a cabo por los linfocitos T y
B a través de sus receptores membranales. Los receptores de los linfocitos B,
llamado BCR (por sus siglas en inglés: B Cell Receptor, BCR) tienen la capacidad de
reconocer antigenos proteicos cuando la proteina mantiene su conformacion
tridimensional nativa, promoviendo asi su activacion (Janeway y col., 2001). Asi
mismo, los linfocitos T se activan al reconocer fragmentos de antigenos que han sido

procesados por una célula presentadora de antigeno y presentado por complejos
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MHC (por sus siglas inglés, Major Histocompatibility Complex). El reconocimiento de
este complejo es dado a través de sus receptores de membrana TCR (por sus siglas
eninglés: T Cell Receptor, TCR) que consta de dos cadenas polipeptidicas (ay B), y
del anclaje con las moléculas accesorias (CD4 y CD8) a las regiones conservadas
del complejo MHC. Estas interacciones tienen como obijetivo informar al ndcleo
celular que se ha reconocido un antigeno. Como respuesta, el nicleo comienza a
transcribir de un conjunto de genes que permite al linfocito T activarse y diferenciarse
(Janeway y col., 2001; Abbas y col., 2012).

El complejo principal de histocompatibilidad MHC se localiza en el cromosoma 6,
contiene dos tipos de genes polimérficos: MHC clase | y Il, el primero se encuentran
expresadas de forma constitutiva en casi todas las células nucleadas, mientras que
el MHC clase Il se encuentran en células dendriticas, linfocitos B y macrofagos. Su
principal funcion es presentar fragmentos peptidicos a linfocitos T (Neefjes y col.,
2011).

1.4.2. Células presentadoras de antigeno

Las células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en inglés Antigen-
Presenting Cell), son las células dendriticas, macréfagos y linfocitos B. Tienen la
capacidad de reconocer antigenos, endocitar o fagocitar, procesarlas en fragmentos
peptidicos y presentarlas en su superficie con complejos MHC para que los linfocitos

T puedan reconocerlos a través de sus receptores TCR (Abbas y col., 2012).

Las células dendriticas estdn ampliamente distribuidas en los tejidos linfaticos,
epitelios mucosos y en el parénquima de los érganos. Se caracterizan por ser
iniciadoras y moduladoras de la respuesta inmune a través de su basta expresion de
receptores en membrana. Tiene como funcién servir de enlace entre el sistema
inmune innato y el sistema inmune adaptativo, mediante la presentacidén de péptidos
a través de sus moléculas MHC clase Il para activar a linfocitos T en ganglios
linfaticos promoviendo la activacion del sistema inmune adaptativo (Bamchereau y
Steinman, 1998). Los macrofagos son fagocitos mononucleares presentes de forma

innata en los tejidos, surgen en médula 6sea y su diferenciacion se debe a las
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citocinas interferon gamma (IFN-y), TNF-a (por sus siglas en inglés: Tumor Necrosis
Factor alfa, TNF-a) y endotoxinas bacterianas. Una de sus funciones es reclutar
fagocitos polimorfonucleares al sitio de infeccidn a través de la sintesis y liberacién
de citocinas pro-inflamatorias como interleucina-1 (IL-1), interleucina- 6 (IL-6) e
interleucina-8 (IL-8), ademas de activar a los linfocitos CD4+ en la presentacion de
antigeno por receptores MHC clase 1l (Chaplin, 2009). Los linfocitos B tienen
capacidad de reconocer antigenos solubles a través de su receptor BCR, procesarlo
y eventualmente presentarlo en complejos MHC clase Il para que un linfocito T active
eficientemente al linfocito B a través de sus receptores TCR (Prieto y col., 2013).

1.4.3. Linfocitos

Los linfocitos son las principales células que participan en la respuesta inmunitaria
adaptativa y representan el 20-40% de los leucocitos circulantes y 99% de las células
en linfa. Los linfocitos pueden subdividirse en dos poblaciones principales con base
a sus diferencias funcionales y fenotipicas: linfocitos T (células T), teniendo como
funcién de reconocer antigenos de forma especifica y linfocitos B (células B) con

capacidad de producir anticuerpos.
1.4.3.1. Linfocitos T

Las células de la inmunidad celular surgen de médula 6sea y migran al timo para
madurar expresando receptores celulares (receptores de célula T, TCR),
convirtiétndose en linfocitos T funcionales; una vez terminado su proceso de
maduracion migran al torrente sanguineo, pueblan los tejidos linfaticos secundarios
y se reclutan en las zonas periféricas de exposicion al antigeno. Si alguna APC llega
a reconocer un antigeno, esté se aloja en los érganos linfaticos para inducir la
proliferacion de los linfocitos T, generando linfocitos especificos tales como los
linfocitos CD8+ (Linfocitos T citotoxicos) y los linfocitos CD4+ (linfocitos T
cooperadores) que pueden diferenciarse a TH1, TH2, TH17 y Treguladoras,
(Masopust y Schenkel., 2013). Los linfocitos T citotéxicos median la lisis de células
blanco que portan péptidos antigénicos que forman complejos con una molécula de

MHC clase I. Los linfocitos T cooperadores estan involucrados en la diferenciacién
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de los linfocitos B mediante el reconocimiento de complejos peptidicos MHC clase |l

a traveés de los receptores TCR del linfocito CD4+ (Bamchereau y col., 1998).
1.4.3.2. Linfocitos B

Los linfocitos B son las Unicas células capaces de producir anticuerpos y, por tanto,
mediar las respuestas inmunitarias. Se desarrollan en la médula ésea y migran a
través del torrente sanguineo para alojarse en los érganos linfaticos periféricos (bazo,
ganglios linfaticos y los tejidos mucosos linfaticos) para madurar, en donde sintetiza
y despliega el receptor de célula B (BCR), asi mismo, expresan anticuerpos unidas
a su membrana. Salen de nuevo a torrente sanguineo para alojarse en los 6érganos
linfaticos y situarse en los foliculos para encontrarse con el antigeno y reconocerlo a
través de su receptor BCR (Boyce y col., 2013). Una vez que reconoce al antigeno,
lo endocitan y procesan para generar péptidos que se unen a complejos MHC clase
Il. Posteriormente, estos complejos son presentados a los linfocitos CD4+ y son
reconocidos a través de sus receptores TCR. Esta interaccion induce a los linfocitos
CD4+ producir IL-4 y TNF-a provocando la proliferacion y diferenciacion de linfocitos
B a linfocitos B de memoria y células plasmaticas. Los linfocitos B de memoria tienen
la capacidad de sobrevivir en los linfoides secundarios, mediando respuestas
inmunoldgicas en la exposicion secundaria del mismo antigeno, reconociéndolos con
mayor afinidad a través de sus receptores BCR. Mientras que las células B
plasmaticas, al ser células diferenciadas terminalmente se alojan en el bazo y en la
médula 6sea, volviéndose la principal fuente de anticuerpos, siendo responsables de

la neutralizacién de antigenos ante una segunda infeccién (Bernasconi y col., 2002).
1.4.4. Anticuerpos monoclonales y policlonales

Los antigenos son altamente complejos, presentan numerosos epitopes que son
reconocidos por un gran namero de linfocitos B. Estos linfocitos B son activados y
diferenciados a células plasmaticas dando como resultado una respuesta de
anticuerpos policlonales. Se define como anticuerpos policlonales a la mezcla de
inmunoglobulinas que reconocen diferentes epitopes del antigeno y son derivados

de diferente linfocito B. Esto anticuerpos, son generados al inmunizar repetidas veces
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a un animal con antigeno, con el fin de activar su sistema inmune e inducir una
respuesta de inmunoglobulinas. Al tener un titulo alto de anticuerpos, se extrae
sangre del sujeto, y se purifican. Se obtiene una mezcla de anticuerpos que
reconocen diversos epitopes del antigeno inmunizante. Por el contrario, los
anticuerpos monoclonales son producidos por un unico clon de linfocitos B, siendo
altamente especificos para un epitopo. La produccién de estos anticuerpos se logra
mediante la fusion por medios fisicos y quimicos (polietilen-glicol y centrifugacién) de
células B del bazo de un animal inmunizado con una linea inmortal de mieloma no
secretora de anticuerpos, deficiente en la enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil
transferasa (HGPRT). Esta deficiencia que porta el mieloma, es util en el proceso de
seleccion de las hibridomas (linea celular obtenida de la fusion de linfocitos B-
mieloma) ya que aporta su capacidad de division limitada (inmortalidad). De tal forma
gue, la seleccion del hibrido, es derivado del bloqueo de la sintesis de DNA con
medio HAT y solamente podran sobrevivir aquellas que contengan la enzima HGPRT
aportadas por la célula B. Una vez efectuada la fusion y seleccion, son sometidas a
pruebas para determinar si producen el anticuerpo deseado. Si el resultado es
positivo, la colonia de células se siembra en placas manteniendo diluciones
continuas, de modo que solo haya una célula por pozo, hasta obtener anticuerpos
monoclonales con capacidad de reconocer un solo epitope del antigeno (Lipman y
col., 2005; Howard y Bethell, 2009; Owen y col., 2014; Abbas y col., 2018).

La ventaja que tienen los anticuerpos policlonales, es que se obtienen en un corto
periodo de tiempo (4-8 semanas), en comparacion con los anticuerpos monoclonales
(3 y 6 meses). Los policlonales reconocen multiples epitopes de un antigeno teniendo
como ventaja detectar proteinas en bajas concentraciones. Mientras que los
monoclonales son Utiles para evaluar cambios en la conformacion de la proteina,
estados de fosforilacion, etc., sin embargo, su monoespecificidad es limitada ante los
cambios en la estructura del epitope, afectando notablemente la funcion del
anticuerpo. Otra de las ventajas que poseen los anticuerpos policlonales, es que son
estables a los cambios de pH y a las concentraciones salinas, mientras que los

monoclonales son susceptibles a estos cambios (Lipman y col., 2005).



La capacidad que tienen los anticuerpos, son de gran utilidad en investigacion como
herramientas moleculares, ya sea para identificar, aislar y purificar proteinas
especificas, o para ser usadas en el diagnéstico o tratamiento terapéutico para
bloquear receptores o competir con ligandos. Es por ello, que la producciéon de
anticuerpos son una estrategia importante para cumplir con los objetivos del

investigador.
1.5. Produccién de anticuerpos policlonales

La produccién de anticuerpos tiene gran utilidad en aplicaciones bioldgicas, médicas,
asi como pruebas diagnosticas. Al elegir entre producir anticuerpos policlonales o
monoclonales se debe considerar la aplicacion deseada del anticuerpo, el tiempo y
dinero disponible (Leenaars y Hendriksen, 2005). Los anticuerpos reconocen
eficientemente al antigeno, dado que obtenemos una mezcla de anticuerpos dirigidos
al antigeno inmunizante producidos por diferentes clonas de linfocitos B, son faciles
de producir y menos costosos que los anticuerpos monoclonales (Lipman y col.,
2005).

Para la produccion de anticuerpos policlonales, son necesarios llevar pasos criticos
y continuos como son 1) eleccion del antigeno, 2) eleccidén de la especie animal a

inmunizar, 3) eleccion del adyuvante, 4) esquema de inmunizacion.
1.5.1. Seleccién del antigeno

Un antigeno se define como cualquier sustancia que es reconocida por un anticuerpo
0 receptor celular, no necesariamente genera una respuesta inmune. Para aquellas
gue generan una respuesta inmune se les denomina inmundgeno. Los inmundgenos
son generalmente de alto peso molecular, tal como proteinas y polisacaridos,
presentan un grado minimo de complejidad bioquimica y son reconocidos como
extrafios en el organismo (Abbas y col., 2018). La respuesta inmune puede también
ser generada por compuestos de bajo peso molecular, también conocido como
hapteno, solo si estan quimicamente acopladas a proteinas transportadoras como:

albumina de suero bovino, hemocianina de lapa californiana, ovoalbumina y las



matrices sintéticas como los ramificados de lisina. Estas proteinas le dan mayor
tamafio estructural al hapteno, permitiendo tener muchos epitopes para estimular a

los linfocitos T cooperadores (Burns, 2005).

Histéricamente se usaban proteinas completas, patégenos microbianos atenuados o
inactivados para la induccién de respuestas especificas de antigeno, con el fin de
producir anticuerpos. Por esta razon, la variedad de anticuerpos generados tenia la
capacidad de reconocer distintos epitopes presentes en el antigeno inmunizante. Por
otra parte, usar proteinas adicionales pueden inducir respuestas alergénicas, o el
tener varios epitopes de una proteina que son innecesarias, lo que enfatiza la
necesidad de eliminarlas. Por tal motivo se ha tenido el interés de usar secuencias
peptidicas como antigeno con capacidad de inducir la respuesta inmune positiva
mediada por células T y B, produciendo anticuerpos especificos. Estos péptidos son
diseflados a través de herramientas bioinformaticas, se sintetizan y purifican
artificialmente, para posteriormente ser acoplados a proteinas transportadoras para
aumentar su inmunogenicidad y después son conjugados con adyuvantes para

inmunizar animales (Harlow y Lane, 1988; Liy col., 2014).
1.5.1.1. Disefio del péptido para inducir una respuesta inmune.

Los péptidos son biomoléculas complejas que tienen propiedades quimicas y fisicas
Unicas que son resultado directo de su composicion aminoacidica. Algunos
elementos clave en el disefio de péptidos para inducir una respuesta inmune son
(Harlow y Lane, 1988; Almeida y col., 2018):

1) Identificacion de epitopes potenciales con capacidad inmunogénica para
activar el sistema inmune. Esto se realiza mediante una prediccion
bioinforméatica de epitopos de células B.

2) Longitud del péptido: Los péptidos ideales son de una longitud aproximada de
10-20 aminoacidos. Las secuencias cortas debajo de ese rango son dificiles
de reconocer aun estando acoplados a proteinas transportadoras. Una
secuencia larga incrementaria el nimero de posibles epitopos, sin embargo,

son mas dificiles de sintetizar.
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3) Solubilidad peptidica: Se recomienda disefiar péptidos solubles, debido a que
los anticuerpos generados por la secuencia peptidica con estas
caracteristicas, es mas probable que reconozcan a la proteina nativa, siendo
indicativo que la zona de reconocimiento se encuentra de forma expuesta.
Esto depende de la secuencia de aminoacidos, es por ello que con ayuda de
bases de datos como ProtScale nos permite conocer las caracteristicas
fisicoquimicas de nuestra secuencia peptidica.

El disefio del péptido es uno de los puntos clave para obtener anticuerpos especificos
y es necesario considerar que la secuencia peptidica sea especifica, refiriéndose a
gue este epitope pueda reconocerse entre la presencia de otros epitopes.

1.5.2. Caracteristicas de la especie animal a inmunizar.

Para producir anticuerpos policlonales, es relevante usar una especie animal, dado
la complejidad que comprende el sistema inmune y su dificultad de crear un sistema
artificial con ambientes especializados. Por esta razén, es necesario considerar
algunos aspectos importantes para la eleccion de una especie animal, tal como la
cantidad de anticuerpos a obtener, ya que depende directamente del tamafio del
animal. La facilidad para obtener el suero y la relacion filogenética entre el antigeno
y la especie animal (Leenaars y Hendriksen, 2005). Algunas de las especies mas
usados en el laboratorio son el conejo, raton, rata, hamster, cobayo, cordero, cabra
y pollo. Sobre todo, los conejos representan la mejor opcidn de rutina para la
produccion de anticuerpos policlonales, dado que se tienen protocolos establecidos
para la inmunizacion, manipulacion y obtencion de los anticuerpos (Harlow y Lane,
1988).

1.5.3. Adyuvante

Los adyuvantes son sustancias que aceleran, prolongan o potencian la respuesta
inmune. Estas sustancias inmunomoduladoras se clasifican con base a su naturaleza
guimica y actividad biologica especifica (Li y col., 2014). Hay varios tipos de

adyuvantes con diferentes modos de accion, estos incluyen sales minerales,
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emulsiones de aceite, complejos inmunoestimulantes, derivados microbianos,

adyuvantes de carbohidratos, etc., (Sivakumar y col., 2011).

En general los péptidos necesitan de un adyuvante para aumentar la activacion del
sistema inmune a través de la induccion de inflacion por el depdsito generado
permitiendo la liberacion lenta del antigeno y alargando el tiempo de exposicion. Este
puede actuar directa o indirectamente como un mediador en la funcién de las células
inmunolégicas y como un vehiculo para transportar el inmundgeno a los ganglios
linfaticos (Klimka y col., 2015). Uno de los adyuvantes mas usados en animales son
los completos de Freud por su capacidad de activar eficientemente el sistema inmune
(Freud y col., 1937), sin embargo, tiende a inducir lesiones serias como los
granulomas, reacciones de hipersensibilidad e inflamacion local, dado por su
composicion de aceite de parafina con micobacterias muertas. El adyuvante
incompleto de Freud compuesto de aceites minerales no produce efectos adversos
y tiene la ventaja de ser menos viscoso y mas estable en comparacion con el
completo de Freud (Aucouturier y Ganne, 2001), por ejemplo, el adyuvante
Montanide™ ISA 71 VG esta compuesto de aceites minerales con un tensioactivo no
idnico refinado a partir de un éster del manitol de azucar y acido oleico purificado de
origen vegetal. De acuerdo con la informacién del fabricante, tiene la capacidad
estimular el sistema inmune, asi como de elevar la respuesta de los linfocitos TH1 y
mejorar significativamente la produccion de anticuerpos policlonales tipo IgG, incluso

si el antigeno es de baja inmunogenicidad intrinseca (Jang y col., 2013).
1.5.4. Esquema de inmunizacion

El esquema de inmunizacién es determinado por tres criterios: 1) la especie animal
seleccionada, 2) tipo de adyuvante a usar y 3) las caracteristicas, cantidad y volumen
del antigeno. Las vias de administracion recomendadas para produccion de
anticuerpos policlonales en conejos con adyuvante de aceites minerales y péptidos
solubles son por via subcutdnea o intradérmica a una concentracion de 50-100 pg
(Harlow y Lane, 1988; Leenaars y Hendriksen, 2005). La cantidad de los anticuerpos

policlonales depende parcialmente del disefio del péptido antigénico, la cantidad
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inmunizada, y su pureza. La concentracion y especificidad de los anticuerpos
generados se veran reflejados en ensayos inmunoenziméticos. Una de las ventajas
de la produccién de anticuerpos policlonales, es la rapidez con la que pueden ser

producidos.
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2. HIPOTESIS

Los anticuerpos policlonales generados a partir de la inmunizacion de péptidos

sintéticos en conejos Nueva Zelanda reconocen regiones particulares del

transportador SNAT2.
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. OBJETIVOS

3.1.General
Obtener y purificar anticuerpos policlonales contra el transportador de
aminoacidos dependiente de sodio 2 (SNAT?2) a partir de péptidos sintéticos
3.2.Especificos
Disefar las secuencias peptidicas antigénicas dirigidas hacia el transportador
SNAT?2 a traves de un analisis bioinforméatico.
Generar anticuerpos policlonales a través de la inmunizacion del péptido sintético
en conejos Nueva Zelanda.
Evaluar el titulo de anticuerpos mediante un ELISA indirecto.
Determinar la especificidad de los anticuerpos generados mediante
Inmunodeteccion de fase solida.
Purificar anticuerpos policlonales anti-SNAT?2 por precipitacion de sales.
Determinar la especificidad de los anticuerpos por inmunofluorescencia en células
HEK293.

15



. METODOLOGIA
4.1. Materiales
4.1.1. Equipo
e Agitador orbital (IKA KS 130)
e Agitador vortex Genus 3 (IKA)
e Equipo electroforesis (BioRad)
e Equipo para electrotransferencia (BioRad)
e Fuente de poder (PowerPac Basic)
e Homogenador de tejido (Tissue-Tearor)
e Incubadora 37°C (Felisa)
e Lector de microplacas 450 nm iMark (Biorad)
e Membrana de nitrocelulosa
e Micropipeta multicanal 200 pl (transferpette)
e Microscopio invertido Axiovert25 (Leica)
e Pipetas 10-1000 pL (BioPette9
e Placas Elisa de 96 pocillos (Costar 3590)

e Revco Value Plus (Thermoscientific)

4.1.2. Reactivo

e Acido acético (J.T.Baker)

e Acrilamida (Sigma)

e Agua destilada (Milli-Q)

e AlbUumina de suero bovino (ASB)

e Amortiguador de carga (SDS, 2-mercaptoetanol, glicerol, azul de bromofenol,
Tris-HCI)

e Anticuerpo Anti-conejo acoplado a HRP (Jacksonimmunoresearch)

e Coctel de inhibidores de proteasas (Roche)

e Detergente Tween 20 (Sigma)

e DMEM alto en glucosa con glutamina (Biowest)
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Dodecil sulfato sddico (por sus siglas en inglés: Sodium Dodecyl Sulfate, SDS)
(Sigma)

Glicina (BioRad)

Marcador de peso molecular (Ladder Thermo Scientific)

Metanol (J.T.Baker)

NaCl (J.T. Baker)

OPD (por sus siglas en inglés: O-phenylenediamine dihydrochloride) (Sigma)
PBS (por sus siglas en inglés: Phosphate Buffered Saline, PBS) (1.05mM
KH2POg4, 155.1 mM NaCl, 2.9 mM NazHPO4 7H20, pH 7.4)

Persulfato de amonio (J.T. Baker)

Reactivo Bradford (Sigma)

Reactivos para quimioluminiscencia (Amersham)

Rojo ponceau

Sacarosa Affymetrix

Solucion 0.25% tripsina/ 0.053 mM EDTA (Sigma)

Solucion amortiguadora de carbonatos 0.1M, pH 9.6 (Na2CO3z y NaHCO3)
Solucion de antibidtico/ antimicotico 10, 000 ug/ml (Biowest)

Solucion de bloqueo (leche descremada al 5% en TBS-Tween)

Solucion de lavado (TBS- Tween)

Solucion de sustrato (orto-fenilendiamina en acido citrico, citrato de sodio y
peroxido de hidrogeno) (Sigma)

Suero Fetal Bovino (Biowest)

Sulfato de amonio

TBS (por sus siglas en inglés: Tris Buffered Saline- Tween, TBST)

TBS (por sus siglas en inglés: Tris Buffered Saline, TBS)

Tris (J.T.Baker)

4.1.3. Material biolégico
Conejos Nueva Zelanda
Linea celular HEK293 (ATCC® CRL-1573™)
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e Ratas Sprague Dawley
4.1.4. Consideraciones bioéticas

Para la produccién de anticuerpos policlonales se implementaron ocho conejos (2
conejos por cada péptido y dos conejos control) de la raza Nueva Zelanda, con peso
de 1.5Kg. Se alojaron dos conejos por jaula (superficie de piso de 0.46 m? de acuerdo
a la norma de produccion NOM-062-Z00-1999), con comedero de tolva y bebedero
automatico. Las jaulas se colocaron a 1.10 m del piso. Los animales fueron revisados
por un MVZ para evaluar su estado general tres veces por semana. Las instalaciones
de mantenimiento que se encuentra en la Facultad de Ciencias Naturales UAQ
campus Amazcala cumplen con las especificaciones de la norma oficial mexicana
NOM-062-ZO0-1999 para una granja de produccion, bajo techo, sin corrientes de
aire, ventilacion y manteniendo una temperatura de 18 y 22°C. El sacrificio se llevo a
cabo de acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-033-ZO0O-1995 y con la
aprobacion del Comité de Bioética de la FCN-UAQ (Anexo 1). Para la obtencion de
extractos proteicos totales de cerebro se usaron 3 ratas Sprague Dawley sacrificadas
con COgy, estas fueron mantenidas en el Bioterio del INB-Juriquilla, donadas y

eutanasiados por la misma institucion.

4.2 .Métodos

4.2.1. Analisis bioinformatico para el disefio de péptidos

Se realizé un andlisis de la secuencia aminoacidica de SNAT2 para disefiar los
péptidos inmunogénicos. A partir de las secuencias publicadas de SNAT2 de raton,
humano, gallo, rata, se alinean a través del programa Bio Edit para determinar las
secuencias conservadas entre especies. Asi mismo se identificaron las
caracteristicas fisicoquimicas de la proteina a través de la base de datos ProtScale,
las hélices transmembranales por TMHMM® vy la prediccion de secuencias
antigénicas de células B con ABCpred© y BCEpred©. Con base a la informacion
obtenida se seleccionaron las secuencias que cumplieron con las propiedades de ser
hidrofilica, antigénica y no transmembranal. Esta se envi6 a la casa comercial GL

Biochem, Shangai, China para su sintesis.
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4.2.2. Inmundgenos

El inmundgeno fue preparado a una concentracion de 100 ug/mL de péptido y a un
volumen 1:1 con adyuvante Montanide ISA71VG (SEPPIC) el cual fue homogenizado
en una zona estéril durante 10 min. Se visualizo el tamafio de la particula en el
microscopio DFC450C (Leica) a un objetivo de 100X

4.2.3. Inmunizacion

Se administr6 1mL (100 ug/mL) de inmundgeno via subcutanea a conejos Nueva
Zelanda con edad posnatal de 45 dias. Se limpié el muslo con alcohol,
posteriormente se le introdujo una aguja calibre 22 con el bisel hacia arriba en el
tejido subcutaneo del animal y una vez dentro se deposito el antigeno. Se realizaron
cuatro inmunizaciones con intervalos de 25 dias, se incluydé dos animales como
control sin inmundgeno, pero con adyuvante Montanide ISA71VG (SEPPIC) con PBS

1X estéril y dos conejos por péptido.
4.2.4. Toma de muestra de sangre pre inmunizada

Se realiz6 una toma de sangre antes de cada inmunizacion, mediante la técnica por
goteo. Se limpid la oreja del animal con alcohol, posteriormente se introdujo una
aguja calibre 22 con el bisel hacia arriba en la vena marginal recolectandose la toma

de sangre en un tubo sin anticoagulante.
4.2.5. Procesamiento de la muestra de sangre

Se dejé coagular la muestra de sangre y posteriormente se centrifugé a 3500 rpm
por 10 min, con el fin de separar el suero del paquete globular. Finalmente, el suero

se alicuot6 y almacenoé a -70°C para mantener la estabilidad de los anticuerpos.

4.2.6. Ensayo inmunoenzimatico para la determinacién del titulo de

anticuerpos

Se diluy6 el péptido sintético con una solucién amortiguadora de carbonatos (0.1 M

de Na>COs y NaHCOg3, pH 9.6) para tener una concentracion de 10 pg/mL. Se
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sensibilizaron los pozos de poliestireno con un volumen de 100 uL (10 pg/mL) de la
solucion del antigeno. La placa de ELISA se dejo incubar a 4°C durante toda la
noche. Se elimind la solucion vertiendo el contenido de los pozos y se lavd con PBS-
Tween. Posteriormente se bloque6 la placa ELISA con solucién de bloqueo (PBS-
Tween con leche descremada al 5%) durante 1 hr a 37°C, se descarté la solucion,
se realizaron tres lavados con PBS-Tween, enseguida se adiciondé 100 yL de la
dilucién de los sueros en PBS-Tween y se dejé incubar durante 1 hr a 37°C. Se
descart6 la solucion y se realizaron lavados con PBS- Tween. Se adicion6 500 uL de
anticuerpo conjugado (anti-lgG de conejo-peroxidasa) a una dilucién 1:3000 en PBS-
Tween, y se dejé incubar durante 1 hr a 37%, se realizaron lavados con PBS-Tween
y enseguida se le adicion6 100 pL de solucion cromogeno/sustrato (OPD en solucion
acido citrico 0.1M, citrato de sodio 0.1M y peréxido de hidrégeno). Se dejé incubar
en oscuridad durante 30 min. Finalmente se leyé la absorbancia en un lector ELISA
a 450 nm.

4.2.7. Cultivo de células HEK293

La linea celular HEK293 se mantuvo en medio DMEM completo (DMEM alto en
glucosa con glutamina, 10% SFB y 1% antibiotico) a una confluencia de 70%. Los
pases de células se realizaron con 2 lavados de PBS (1.05 mM KH2POg4, 155.1 mM
NaCl, 2.9 mM NaxHPO4 7H20, pH 7.4). Enseguida se adicionaron 400 pL de tripsina
(0.25% Tripsina/0.053 mM EDTA), se dejo incubar durante 1 min a 37 °C,
posteriormente se neutralizé la reaccién con 1.6 mL de medio DMEM completo, se
centrifug6 durante 5 min a 4,000 rpm y se resuspendié en 1 mL de DMEM completo.
Se realiz6 conteo de células en la camara de Neubauer con azul de tripano y se
sembro la cantidad de células necesarias para cada experimento, incubando a 37 °C
y 5% de CO..

4.2.8. Inmunofluorescencia

Se comprobo la especificidad del anticuerpo primario purificado en células HEK293
mediante inmunofluorescencia. Se sembro 350,000 células por pozo, se incubé a 37

°C y 5% de CO: durante 24-30 hrs para tener una confluencia del 70%,
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posteriormente se trataron con sacarosa 200 mM durante 8hrs, para que expresen
el transportador en un ambiente osmotico. Transcurrido el tiempo de tratamiento se
efectuaron lavados con PBS y se fij6 con 500 yL de una solucion 95% etanol
absoluto/ 5% &cido acético glacial frio durante 10 minutos a -20 °C, se lavo
nuevamente con PBS y se permeabiliz6 con Triton 0.1% durante 5 minutos a

temperatura ambiente.

Se lavé con PBS y se incubd a 4 °C durante 16 hrs en camara himeda con el
anticuerpo primario purificado diluido 1:100 en BSA 1%. Al dia siguiente se realizaron
3 lavados con PBS, 2 con agua destilada (H20d) y 1 con agua bidestilada (H-Odd) y
se incubo 1 hr a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (anti- IgG de
conejo Alexa 488, Thermoscientific) diluida 1:250 en PBS. Se realizaron nuevamente
lavados y los cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos con 30 uL de solucion de

montaje, observandose en microscopio de fluorescencia con el filtro 13 (450-290).

4.2.9. Sobreexpresion de SNAT2 en cultivos celulares HEK293 con estrés

osmotico.

Se afiaden 600 pL de sacarosa 1 M estéril a células HEK293 con confluencia del
70%, teniendo una concentracion final de 200 mM de sacarosa. Se dejo incubar a 37
°Cy 5% de CO:2 durante 4 hrs.

4.2.10. Transfeccion por precipitado con fosfatos de calcio

Alcanzada una confluencia del 70% de la linea celular HEK293. Se preparo la
solucion A (H20 hasta completar 600 uL, 60 yL de 2M CaCl2, 8 ug de ADN
plasmidico pcDNA3HASNAT2, en ese orden) y esta solucion se afiadio a 600 pl de
amortiguador HBS simple (280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1.5 mM Na2HPO4, pH 7)
por goteo lento y en agitacion continua, dejando reposar a temperatura ambiente por

20 min.

Luego, se afiadieron 1.2 mL de la solucién en cada pozo, se dejé incubando toda la
noche a 37°C y 5% de CO2, al dia siguiente se realiz6 un cambio de medio y se

mantienen en cultivo 24 hrs mas.
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4.2.11. Obtencion de proteinas con solucion de RIPA

Las célulasHEK293 tratadas con sacarosa, se lavaron 2 veces con PBS, se
recuperaron por raspado con PBS. Se centrifugaron a 4,500 rpm 5 min a 4 °C, el
precipitado se resuspendié con 500 pL de solucion de RIPA con inhibidores de
proteasas 1X (20 mM Tris pH 7.4, 37 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.5% Acido deoxicolato,
10% glicerol 89%, 0.1% SDS, 1% Tritdn, Inhibidores de proteasas Roche).

Se mantuvo 5 min en hielo con vortex, se dejo reposar 15 min en hielo. El higado de
rata se peso y se le adicioné solucion RIPA con inhibidor de proteasas 1x (Roche),
se homogeniz6 mecanicamente y se incubd en hielo durante 45 min. Las muestras
se centrifugaron a 14,000 rpm 15 min. Finalmente, los sobrenadantes se transfirieron

a tubos nuevos.
4.2.12. Extraccion de proteinas con Tris-HCI

El tejido cerebral de rata se peso y se le adicion6 amortiguador Tris-HCI (Tris 50 mM
pH 9.0, 5 mL por cada gramo de tejido) con inhibidor de proteasas 1X (Roche). La
muestra se homogenizé con vortex durante 2 hrs a 4°C. Concluidos las 2 hrs se
centrifug6 a 10,000 rpm por 20 min a 4°C, finalmente se transfirid el sobrenadante a

un tubo nuevo.
4.2.13. Purificacion de proteinas de membrana

Las células transfectadas se lavaron 2 veces con PBS. Se recuperaron por raspado
con PBS y se centrifugaron a 4,000 rpm 5 min a 4°C, el precipitado se resuspendio
en 500 pL de solucidon amortiguadora de sacarosa (0.32 M sacarosa, 5 mM HEPES,
0.1 mM EDTA, pH 7.4) con coctel de inhibidores de proteasas, se homogenizaron

mecanicamente.

Posteriormente se centrifugaron a 5,000 rpm por 4 min a 4°C, se tomo el
sobrenadante, el cual se centrifugd a 14, 000 g por 15 min a 4°C y el precipitado se
resuspendié en solucion HBM (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl;, 1.2 mM
Na2HPO4, 5 mM NaHCOs3, 10 mM glucosa, 20 mM HEPES, pH 7.4
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4.2.14. Cuantificacion de proteinas

Una vez extraidas las proteinas de tejido o de cultivos celulares, se cuantificaron por
el método de Bradford. La curva estandar utilizada para la cuantificacion se realizo
de acuerdo a los parametros recomendados por la casa comercial (Sigma- Aldrich,
B6916). Se realizaron diluciones en serie con un rango de 0 a 1.4 mg/ml a partir de
una solucién stock de 14.61 mg/ml de BSA. En la Cuadro 1 se muestra el volumen
del estdndar y agua necesarios para la obtencion de las concentraciones especificas

de BSA para la curva estandar.

Cuadro 1. Curva estandar para cuantificaciéon proteica por método de Bradford.

Concentracion BSA Volumen del estandar H20
1.4 mg/mL 6.7 uL de 14.61 mg/ml | 63.3 pL

1 mg/mL 50 uL de 1.4 mg/mL 20 uL

0.5 mg/mL 35 uL de 1 mg/mL 35 uL

0.25 mg/mL 34 uL de 0.25 mg/mL 35 uL

Se realiz6 una dilucidén 1:10 de las muestras de tejido para su cuantificacion. Por
triplicado se afiadieron 10 uL de cada concentracion de BSA, de agua utilizada como
concentracion 0 mg/mL y de la dilucion de la muestra. Se adicion6 250 L de reactivo

de Bradford a cada pozo.

Posteriormente se cubrié y agité la placa en un agitador a velocidad media por 1 min
y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Finalmente se leyo la microplaca a
una absorbancia de 595nm. Las absorbancias de la curva estandar fueron graficadas
obteniendo una linea de tendencia central y una ecuacién de la recta. Las
concentraciones de las muestras problema se calcularon interpolando las

absorbancias en la ecuacion de la recta y multiplicando por su dilucién.
4.2.15. Inmunodeteccion en fase sélida

Se tomaron 25 pg de los extractos proteicos, se le afiadi6 amortiguador de carga
(40% glicerol, 240mM Tris-HCI pH 6.8, 8% SDS, 0.04% azul de bromofenol, 5%

betamercaptoetanol) y se desnaturalizaron a 95 °C 5 min, finalmente se dejaron
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reposar en hielo 1 min. Las muestras se cargaron en un gel concentrador de
poliacrilamida al 5% (30% mix de poliacrilamida, 1.0 M Tris pH 6.8, 10% SDS, 10%
persulfato de amonio, TEMED Sigma) y un gel separador al 10% (30% mix de
poliacrilamida, 1.5 M Tris pH 8.8, 10% SDS, 10% persulfato de amonio, TEMED
Sigma).

Se afadieron 3 pL de marcador de peso molecular Ladder Thermo Scientific
pretefiido por gel. Se corrié el gel por 3 hrs a 100 V con amortiguador de electrodo
(25 mM Tris, 250 mM glicina, 0.1% SDS). Posteriormente se realiz6 una transferencia
humeda con solucion de transferencia (25 mM Tris, 250 mM glicina, 20% metanol)
durante 1 hr a 100V. Una vez terminada la transferencia, se revelé con rojo ponceau.
La membrana se incubo con 5% leche descremada en TBS durante 2 hrs a
temperatura ambiente. Se adiciono el suero total diluido en TBS- 1% de leche
descremada (en el Cuadro 2 se muestra la dilucién usada por conejo) y la membrana

se dejo incubar con el anticuerpo toda la noche a 4°C.

Cuadro 2. Dilucién de suero anti-SNAT?2 usada para incubar las membranas de
WB. N1C1y N1C2, conejos inmunizados con el péptido aminoas-z2. Conejos N2C1 'y
N2C2 con el péptido aminoi1-24. Conejos CC1 y CC2 con el péptido carboxiloa7e-503:

Suero Dilucién usada
N1C1 1:250
N1C2 1:50
N2C1 1:50
N2C2 1:1000
CcC1 1:125
CC2 1:5000

Al dia siguiente se realizaron tres lavados con TBS- 2% leche descremada durante
1 hr. Se incubd por 2 hrs a temperatura ambiente con anticuerpo secundario (anti-
IgG de conejo-peroxidasa) a una dilucion 1:5000 en TBS leche 2%. Posteriormente
se realizaron dos lavados con TBS-2% leche descremada y uno con TBST-2% leche

descremada.

Por udltimo, se agrego el sustrato quimioluminiscente y se expuso en una placa

radiografica. Finalmente se revel6 la placa radiografica.
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4.2.16. Purificacion de anticuerpos por precipitacion de sales

Se centrifugd el suero total a 3000 x g por 30 min a 4°C y se transfirio el sobrenadante
a un tubo nuevo. Se diluy6 el suero a un volumen igual con PBS frio y se mezcl6 con
pipeteo constante a 4°C. Se agregd gota a gota sulfato de amonio saturado hasta
llegar a una saturacion del 40% de la solucion, se mantuvo en agitacion constante
por 2-4 hrs a 4°C. Se centrifugé a 10, 000 x g durante 30 min a 4°C. Se disolvio la
pastilla en 200 ul de PBS. Se dializ6 durante 3 hrs a 4°C en un 1 L de PBS y luego
durante la noche a 4°C en 1 L de PBS fresco.

4.3.DISENO EXPERIMENTAL

Animal Control
Adyuvante Montanide
ISA71VG (SEPPIC) y

PBS 1X estéril.

Denominados:C1y C2.

PepAminoas-32 [100 pg] con
adyuvante Montanide
ISA71VG (SEPPIC) y PBS
1X esteéril.
Denominados: N1C1, N1C2

PepAminoi1-24 [100 pg] con
adyuvante Montanide
ISA71VG (SEPPIC) y PBS
1X esteéril.
Denominados: N2C1, N2C2

PepCarbaze-s03 [100 pg]

con adyuvante Montanide

ISA71VG (SEPPIC) y
PBS1X estéril.

Denominados:CC1, CC2

Administrar inmunégeno via
subcutanea

Muestra de sangre e
inmunizacién cada 25 dias
por 4 ocasiones

ELISA indirecto

Inmudeteccién en fase solida

Purificacién

Inmunofluorescencia
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5. RESULTADOS
5.1. Analisis bioinformatico de zonas antigénicas localizadas en la secuencia del
transportador SNAT2

Se realiz6 el andlisis bioinformético de las secuencias publicadas del transportador
SNAT?2 de rata, con el fin de determinar sus propiedades hidrofilicas, antigénicas y
sus regiones transmembranales. Se describe secuencialmente el andlisis
bioinforméatico realizado sobre la secuencia SNAT2 de rata. Primero se determinaron
los epitopes de las células B. Dichas caracteristicas se analizaron a traves de los
servidores BCEpred© y ABCpred®©. En rojo se encuentran las secuencias predichas
por BCEpred®© y subrayado por ABCpred®© dentro de la secuencia de SNAT2 de rata.

Como puede observarse en la Figura 1, algunas secuencias empatan con los
resultados de ambos servidores. Para discernir cual es la mejor secuencia candidato,
es necesario determinaron las caracteristicas fisicoquimicas de las regiones

aminoacidicas y su organizacion espacial, como transmembranales.

1 11 21 31 41 51 60

| | | | | | |
MKKTEMGRFNISPDEDSSSYSSNGDENYSYPTKQAALKSHYVDVDPENQNFLLESNLGKK 60
KYETDFHPGTTSFGMSVENLSNAIVGSGILGLSYAMANTGIALFIILLTEFVSIFSLYSVH 120
LLLKTANEGGSLLYEQLGHKAYGLAGKLAASGSITMONIGAMSSYLFIVKYELPLVIKAL 180
MNIEDTNGLWYLNGDYLVLLVSFVLILPLSLLRNLGYLGYTSGLSLLCMIFFLIVVICKK 240
FOIPCPVEVALMANETVNGTFTQVALAALASNSTAADTCRPRYFIFNSQTVYAVPILTES 300
FVCHPAVLPIYEELKSRSRRRMMNVSKISFFAMFILMYLLAALFGYLTFYEHVESELLHTY 360
SAIVGTDILLLVVRLAVLVAVTLTVPVVIFPIRSSVTHLLCPTKEFSWFRHSVITVTILA 420
FINLLVIFVPTIRDIFGFIGASAAAMLIFILPSAFYIKLVKKEPMRSVQKIGALCFLLSG 480
VVVMIGSMGLIVLDWVHDASAGGH 504

Figura 1. Prediccion de epitopes reconocidos por células B. Se usaron los
servidores BCEpred®© (rojo) y ABCpred®© (subrayado) en una secuencia de
SNAT?2 de rata.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la secuencia SNAT2 de rata se realizaron
mediante el servidor ProtScale usando el analisis Kyte-Doolittle, para obtener la
prediccién de hidrofobicidad. Podemos observar en a Figura 2 un esquema en donde
se trazan las escalas de hidrofobicidad e hidrofilicidad de cada secuencia de

aminodcidos presente en la proteina SNAT2 de rata. Este esquema nos proporciona
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informacion sobre la estructura parcial de la proteina, para identificar regiones

expuestas a la superficie, asi como las regiones transmembranales. Las regiones

con valor positivo son hidr6fobas. Valores por arriba de 1.6 comparado entre los

valores representados y las estructuras conocidas determinadas por cristalografia,

indican que pertenecen a regiones transmembranales.

Score

 Hphob. 1 Kyte & Doolittle
[} Hidrofobico

I Hidrofilico |

100 200 300 400 500

Posicion

Figura 2. Esquema de hidropatia. Analisis de la secuencia de SNAT2 de rata
mediante el servidor ProtScale. Analisis Kyte-Doolittle. Modificado de:

https://web.expasy.org/protscale/

Con estas aproximaciones podemos discernir los dominios que cumplen con

caracteristicas de ser una secuencia antigénica y expuesta. En la Figura 3, se resalta

en amarillo las secuencias aminoacidicas de la proteina SNAT2 con valores mayores

a 1.6, andlisis realizado en la Figura 2.
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1 11 21 31 41 51 60

| | | | | I |
MKKTEMGRENISPDEDSSSYSSNGDENYSYPTKQAALKSHYVDVDPENQNFLLESNLGKK 60
KYETDFHPGTTSFGMSVENLSNAIVGSGILGLSYAMANTGIALFIILLTEVSIFSLYSVH 120
LLLKTANEGGSLLYEQLGHKAYGLAGKLAASGSITMONIGAMSSYLFIVKYELPLVIKAL 180
MNIEDTNGLWYLNGDYLVLLVSEVLILPLSLLRNLGYLGYTSGLSLLCMIFFLIVVICKK 240
FOQIPCPVEVALMANETVNGTFTQVALAALASNSTAADTCRPRYFIFNSQTVYAVPILTES 300
FVCHPAVLPIYEELKSRSRRRMMNVSKISFFAMFIMYLLAALFGYLTFYEHVESELLHTY 360
SAIVGTDILLLVVRLAVLVAVTLTVPVVIFPIRSSVTHLLCPTKEFSWFRHSVITVTILA 420
FINLLVIFVPTIRDIFGFIGASAAAMLIFILPSAFYIKLVKKEPMRSVQKIGALCFLLSG 480
VVVMIGSMGLIVLDWVHDASAGGH 504

Figura 3. Prediccion de regiones transmembranales. Analisis predictivo de regiones
transmembranales mediante la hidropatia de la secuencia aminoacidica de la
proteina SNAT2 de rata, realizado a través de ProtScale (amarillo), utilizando como
base el analisis previo de secuencias con capacidad de estimular la respuesta
antigénica de células B a través de los programas BCEpred®© (rojo) y ABCpred©
(subrayado).

Posteriormente se realizo el analisis de accesibilidad para determinar qué zonas
estan expuestas en la superficie y cuales no. En la Figura 4 se puede observar la

prediccién obtenida por BCEpred®© resaltado en gris.

1 11 21 31 41 51 60

| | | | | I |
MKKTEMGRENISPDEDSSSYSSNGDENYSYPTKOQAALKSHYVDVDPENONFLLESNLGKK 60
KYETDFHPGTTSFGMSVENLSNATIVGSGILGLSYAMANTGIALFITILLTFVSIFSLYSVH 120
LLLKTANEGGSLLYEQLGHKAYGLAGKLAASGSITMONIGAMSSYLFIVKYELPLVIKAL 180
MNIEDTNGLWYLNGDYLVLLVSEFVLILPLSLLRNLGYLGYTSGLSLLCMIFFLIVVICKK 240
FOIPCPVEVALMANETVNGTFTQVALAALASNSTAADTCRPRYFIFNSQTVYAVPILTES 300
FVCHPAVLPIYEELKSRSRRRMMNVSKISFFAMFLMYLLAALFGYLTFYEHVESELLHTY 360
SAIVGTDILLLVVRLAVLVAVTLTVPVVIFPIRSSVTHLLCPTKEFSWFRHSVITVTILA 420
FTNLLVIFVPTIRDIFGFIGASAAAMLIFILPSAFYIKLVKKEPMRSVOKIGALCFLLSG 480
VVVMIGSMGLIVLDWVHDASAGGH 504 o

Figura 4. Prediccion de regiones expuestas en superficie. Analisis realizado con
BCEpred © (gris), utilizando como base los analisis previos de secuencias
peptidicas a través de BCEpred®© (rojo) y ABCpred®© (subrayado) y el analisis de
las regiones transmembranales mediante la hidropatia (amarillo) de la secuencia
proteica SNAT2 de rata.
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Con base a los resultados obtenidos, se determinaron las hélices transmembranales
con ayuda del servidor TMHMM®. Este método es basado en la integracion de
caracteristicas tal como la hidrofobicidad, la carga neta de los aminoacidos
discriminando entre proteinas de membrana y proteinas solubles. A diferencia del
analisis Kyte-Doolittle basado en la hidropatia de la secuencia proteica. Las
predicciones obtenidas por este servidor estan sefialadas en doble linea en la
secuencia proteica de SNAT2 de rata observan en la Figura 5.

1 11 21 31 41 51 60
| | | | | | |
MKKTEMGRFNISPDEDSSSYSSNGDFNYSYPTKQAALKSHYVDVDPENQNFLLESNLGKK 60
KYETDFHPGTTSFGMS¥EN AMANT GT AR ERESEESYHE 120
%%%KTANEGGSLLYEQLGHKAYGLAGKLAASGSITMQNICAMSS*LFT”ILE AL 180
MNIEDTNG LN o vi=+=255 LLRN LG Y S-S5 E5CMEFF AEKK 240
FQIPCPVEVALMANETVNGTFTQVALAALASNSTAADTCRPRYFIFNSQT¥¥A¥¥%%¥¥% 300
ELCHPAYEREYE ELKSRSRRRMMNV S KESEEAMEEMYEEAALESYEIRYEHVESELLHTY 360
SATIVGTDI LEFFAREAYEAYEEEARAAEPIRSSVTHLLCPTKEFSWFRHSSYAEEFEEER 420
AR R DEEGEEGASAAAMEE R SAFY TIKLVKKEPMRSVOK I GAESEEESS 480
MESSMSEEAEDWVHDASAGGH 504
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Figura 5. Prediccion de helices transmebranales. Analisis realizado mediante
TMHMMGO (doble linea), utilizando como base los andlisis predictivos de las
regiones expuestas en superficie con BCEpred © (gris), los analisis de secuencias
peptidicas a través de BCEpred®© (rojo) y ABCpred®© (subrayado) y de las regiones
transmembranales mediante la hidropatia (amarillo) de la secuencia proteica
SNAT?2 de rata.

Con base a los resultados obtenidos, se determind las posibles secuencias
candidato, que cumplen con las caracteristicas de ser hidrofilicas, antigénicas y que
se encuentre en una region no transmembranal. Estas variables le proporcionan un
potencial para generar respuesta sistema inmune. in vivo, sin embrago, una limitante
importante para el disefio de péptidos contra SNAT2, era que fuese una secuencia
conservada entre distintas especies. Por tal motivo, se realizd el analisis
bioinformatico de las secuencias proteicas de raton, gallo y humano para determinar
las regiones antigénicas. En la figura 6 se muestra en rojo las predicciones de las
secuencias peptidicas de BCEpred© y subrayado de ABCpred®©, resaltado en
amarillo las regiones transmembranales mediante hidropatia, en gris las regiones
expuestas en superficie con la prediccion de BCEpred®© y el andlisis predictivo de

hélices transmembranales por el servidor TMHMM® indicado en doble linea
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SNAT2 Mus Musculus

1 11 21 31 41 51
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Figura 6. Analisis bioinformatico de las secuencias proteicas de SNAT2 de raton,
gallo y humano. Se muestra la prediccion de las hélices transmembranales (doble
linea) mediante TMHMM®), regiones expuestas en superficie con BCEpred © (gris),

los analisis de secuencias peptidicas a través de BCEpred®© (rojo) y ABCpred©

(subrayado) y de las regiones transmembranales mediante la hidropatia (amarillo).
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Posteriormente, se determinaron las secuencias conservadas con ayuda del
programa Bio Edit que nos permite alinear las secuencias aminoacidicas de distintas
especies a través de la ponderacion en la comparacion de las secuencias,
determinando el grado de similitud que existen entre ellas. En la Figura 7 se muestra
la multiple alineacion de las secuencias aminoacidicas del trasportador SNAT2 de
gallo, raton, rata y humano. Se puede visualizar la conservacion que existe entre
especies por el marcaje de identidad y similitud en las secuencias, cada aminoacido
es representado por un color, y resaltado cuando existe esta similitud (Figura 7).

Homo sapiens §RE: J B
Mus musculus J k
Gallus galluMss: 1 FHEIy - A
Rattus norve v

Figura 7. Marcaje de identidad y similitud. Se alinearon las secuencias
aminoacidicas del transportador SNAT2 de gallo, raton, rata y humano a traves
del programa Bio Edit. La similitud entre secuencias es marcada con el color
correspondiente a cada aminoacido.

Cada servidor nos ayuda a realizar un analisis exhaustivo de la secuencia de SNAT2
con el objetivo de delimitar la secuencia que cumpla con los parametros tedricos
necesarios para activar la respuesta inmunitaria en los conejos. Es asi como
logramos obtener tres secuencias candidatas para el disefio de los péptidos

sintéticos

e PepAminosz: TEMGRFNISPDEDSSSYSSNGDFNYSYPT
e PepAminoii-24: ISPDEDSSSYSSNG
e PepCarbs79-503: SGVVVMIGSMGLIVLDWVHDASAGG

Se identificaron las secuencias peptidicas en el alineamiento de secuencias del
trasportador SNAT2 de gallo, ratdn, rata y humano para determinar la similitud que
existen entre ellas, realizado con el programa Bio Edit. En la regién N-terminal se
muestra dos secuencias peptidicas, PepAminos32 en un cuadrante naranja y el
PepAminoi124 en un cuadrante azul. En la region C-terminal se muestra en un

cuadrante verde el PepCarbasrg.503 (Figura 8).

31



Homo sapiens
Mus musculus
Gallus gallus 2
Rattus norvegicus M
PepAmino4~32
PepAminoll-24 SO0 IOCT
PepCarb473-503 IS il il

Figura 8. Identificacién de las secuencias peptidicas. Alineamiento de las
secuencias aminoacidicas del transportador SNAT2 de gallo, ratén, rata y humano,
sefialando la secuencia peptidica y su similitud entre especies.

En la Figura 9 se sefialan las secuencias peptidicas sobre el disefio esquematico
mas aceptado de la estructura de SNAT2, dado que hasta el momento no existe un

analisis cristalografico de su organizacion tridimensional.
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Figura 9. Identificacion de las secuencias peptidicas candidatas en la estructura de
SNAT2. Modificada de: Yao y col., 2000.

Estas secuencias se mandaron a sintetizar a la casa comercial GL Biochem,
Shanghdi, China.
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5.2.Homogeneidad de los inmundgenos.

Se hidrataron 1000 ug de péptido liofilizado en 1 ml de PBS estéril. Posteriormente
se realizd una suspensién homogénea del péptido soluble a una concentracion de
100 ug/mL con adyuvante Montanide ISA71VG (SEPPIC). Esta suspension tiene

como fin el mejorar la respuesta inmunogénica.

La suspension se homogenizé con un homogenizador tisular Tearor durante 10 min
en una zona estéril. Se visualizé el tamafio de la particula y la homogeneidad de la
emulsion en el microscopio DFC450C (Leica) a un objetivo de 100X y se tomo foto.

En la Figura 10 se observa las emulsiones realizadas por cada péptido.

CONTROL PepAminoy.s; PepAmino;;.q PepCarbyra.so

Figura 10. Microscopia en campo claro de los inmundgenos. Evaluacion de
su homogeneidad, visualizacion 100x.

Al analizar la homogeneidad de los inmundgenos se prosiguio a la inmunizacion de
los conejos como se establece en el esquema de la Figura 11, teniendo en cuenta
de que se usaron dos conejos por péptido y se mantuvieron dos como control,

inyectado Unicamente adyuvante con PBS.

Se nombré cada conejo dependiente del péptido inmunizado, teniendo al conejo
N1C1l y N1C2 para el péptido aminoas-z2, los conejos N2C1 Y N2C2 para el péptido

aminozi-24 y el péptido carboxilos7e-503: nombrandolos como CC1y CC2.
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c1/c2 N1C1/ N1C2 N2C1/ N2C2 C2C1/c2¢c2
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Animal Control PepAminoy ;. [100 pg] con PepAmino, . [100 pg] con [ PepCarbu;ggys [100 pg] con 1
Adyuvante Montanide adyuvante Montanide adyuvante Montanide adyuvante Montanide
ISATIVG (SEFPIC) y PBS ISAT1VG (SEFPIC) y PBS ISATIVG (SEPPIC) y PBS ISATIVG (SEPPIC) y
1X estéril. 1X estéril 1X estéril PBS1X estéril

Figura 11. Esquema de inmunizacion. Conejos control C1 y C2 inmunizados con
adyuvante y PBS, los conejos N1C1 y N1C2 con el péptido aminoas.z2, N2C1 y N2C2
con péptido aminoi1-24 y CC1 y CC2 con el péptido carboxiloszg-so3.

5.3. Evaluacion del titulo de anticuerpos mediante un ELISA indirecto

Antes de iniciar con el esquema de inmunizacion se tomo una muestra de suero pre-
inmune a cada conejo para usarlo como control, posteriormente y antes de cada
inmunizaciéon se tomaba una muestra de sangre para evaluar el titulo de anticuerpos.
Se analizo mediante ELISAS indirectos manteniendo diluciones continuas, con el fin
de determinar el titulo mas alto a través del punto de corte. Se analizo el punto de
corte con la media de la densidad optica (OD) mas 3 desviaciones estandar de la
muestra control. Esto ayuda a definir si el suero post-inmune presenta un titulo de
anticuerpos estadisticamente significativo en comparaciéon con el suero pre-inmune.
Las densidades oOpticas del suero pre-inmune y post-inmune del titulo mas alto fueron
graficadas a través del programa GraphPad. Cada variable muestra la barra de

desviacién estandar, el punto de corte es representado en una linea punteada.

En la Figura 12 se muestran los conejos CC1 y CC2 fueron inmunizados con el
péptido carboxiloszg-s03 cada 25 dias por cuatro ocasiones. En la Figura 13 los conejos
N1C1 Y N2C2 que fueron inmunizados con el péptido aminoas.s> cada 25 dias por
cinco ocasiones, asi mismo los conejos N2C1 y N2C2 inmunizados con el

PepAminoi1-24 (Figura 13). Las muestras de suero obtenidas en cada inmunizacion
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fueron analizadas con ELISAS indirectos, determinando asi su titulo mas alto. En la

Figura 12, 13 y 14, se muestra una grafica por inmunizacion y por conejo. Podemos

observar en cada una de ellas las densidades Opticas obtenidas del titulo méas alto

del suero pre, post-inmune y el punto de corte. Los valores representados se

muestran en la tabla que se encuentra debajo de cada gréfico. Se considera

estadisticamente significativo si el punto de corte se encuentra por debajo de las

barras de desviacion estandar del suero post-inmune.
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Figura 12. Titulo de anticuerpos mas alto de cada inmunizacion obtenido por ELISA
indirecta de los sueros CC1 y CC2. Son graficadas las densidades Opticas del titulo
mas alto del suero post y pre-inmune por cada inmunizacion y conejo (datos
representados en cuadro). En cada gréfica se encuentra el punto de corte en linea
punteada y la desviacion estandar de las dos variables.

35



N1C1 N1c1 N1C1
0.20 0.104 0.151
0.08+ T —
— 0.154 T R — =
g £ 0.06- E 0.104
2 0.10] g b 2 Y= —=—=k=—1
= 1 o 0.04 —— p
o o G 0.05
0.054 0.024
0.00 . . 0.00 : T 0.00 T T
<€ & <€ o < <
Primera inmunizacion Segunda inmunizacion Tercera inmunizacion
Suero 0.D (450nm)[SD Suero 0.D (450nm)|SD Suero 0.D (450nm)[SD
Postinmune 01475]00078 Postinmune 0.0775/0.0064 Postinmune 0.0995| 0.023
Pre inmune 0.0825|0.0021 Pre inmune 0.0465|0.0049 Pre inmune 0.072] 0.003
Punto de corte 0.0888 Punto de corte 0.0613 Punto de corte 0.0805
N1C1 N1C1
0.15: 0.15-
E 0.0 —
é E 0.104
g - H
: R
G 0.05 S 0.0s]
0.00 T T 0.00
< < <® &
Cuarta inmunizacién o R
Siiero 0.D (450nm)|SD Quinta inmunizacién
Postinmune 0.0960[ 0.0014 Suero 0D B“E“g"?"[‘]' 550028
Pre inmune 0.0680( 0.0028 ostinmune - .
Punto de corte 00765 Pre inmune 0.0680| 0.0035
- Punto de corte 0.0781
N1C2 N1c2 N1C2
0.3 0.06- 0.15
—
§ 0.21 E 0.0a4 E 0.10] ——
g § 3 —=
3 04] — 9 902 S .05
0.0 T T 0.00 0.00 T T
© Qgc} < q@ < QQ,}
Primera inmunizacion Segunda inmunizacion Tercera inmunizacion
Suero 0.D (450nm) | SD Suero 0.D [450nm) | SD Suero 0.D (450nm)[SD
Postinmune 0.2380|0.0007 Posti 0.0543(0.00158 Postinmune 0.0900/0.0113
Pre inmune 0.1020/0.0127 Pre inmune 0.0465(0.0007 Pre inmune 0.0675/0.0007
Punto de corte 0.1402 Punto de corte 0.0486 Punto de corte 0.0696
NiC2 N1C2
0.154
0.20
= 0157 E 0.10]
E J & = -
2 o1l ——= =
g 2 o0.05]
0.054
0.00 T T 0.00 T T
Q@ Qo‘} Q@ &
Cuarta inmunizacién Quinta inmunizacién
Suero O.D (450nm)[SD Suero O.D (450nm)|SD
Postinmune 0.1520/0.0240 Postinmune 0.1173|0.0031
Pre inmune 0.0890|0.0057 Preinmune 0.0870|0.0014
Punto de corte 0.1060 Punto de corte 0.0912

Figura 13. Titulo de anticuerpos mas alto de cada inmunizacion obtenido por ELISA
indirecta de los sueros N1C1 y N1C2. Son graficadas las densidades 6pticas del
titulo mas alto del suero post y pre-inmune por cada inmunizacién y conejo (datos
representados en cuadro). En cada grafica se encuentra el punto de corte en linea
punteada y la desviacion estandar de las dos variables.
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Figura 14. Titulo de anticuerpos mas alto de cada inmunizacion obtenido por ELISA
indirecta de los sueros N2C1 y N2C2. Son graficadas las densidades opticas del
titulo mas alto del suero post y pre-inmune por cada inmunizacién y conejo (datos
representados en cuadro). En cada grafica se encuentra el punto de corte en linea

punteada y la desviacion estandar de las dos variables.
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Con el fin de visualizar si habia un incremento o no en la concentracion de
anticuerpos en cada inmunizacion de cada conejo, se realizé un analisis basada en
la dilucién obtenida por el titulo de anticuerpos mas alto contra el nimero de
inmunizaciones realizadas por conejo, por inmunizacion. En la Figura 15 se muestra
dicho andlisis mediante un gréafico. Las lineas naranja y verde representan a los
conejos N1C1 Y N2C2 inmunizados con el péptido aminos.s2, negra y rosa a los
conejos CC1 y CC2 inmunizados con el péptido carboxiloszg-503 y azul y rojo a los
conejos N2C1 y N2C2 inmunizados con el PepAminoi1-2a.

200000 -
150000 -
100000 -
N1C1
50000 -
c N1C2
S o000l CC1
= 2000 cc2
N2C1
1500 N2C2
1000-
500-
u I [ [ [ [ |
0 1 2 3 4 5 6

Inmunizaciones

Figura 15. Analisis de las inmunizaciones basado en la dilucion del titulo mas alto
contra el nUmero de inmunizaciones realizadas por conejo. Las lineas naranja y
verde representan a los conejos N1C1 y N1C2 inmunizados con el péptido
aminos-32, negra y rosa a los conejos CC1 y CC2 inmunizados con el péptido
carboxilos79.503 Y azul y rojo a los conejos N2C1 y N2C2 inmunizados con el
PepAminoii-24.
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Para determinar la especificidad de los anticuerpos obtenidos, se prosiguiéo a

realizare una inmunodeteccion en fase sdlida con extractos proteicos totales de

corteza cerebral de rata posnatal 60 dias (p-60).

5.4.Extraccién de proteinas con Tris-HCI.

El trasportador SNAT2 se encuentra expresado abundantemente en varios tejidos

como higado, musculo, intestino, corazoén, cerebro, etc. Por tal motivo, se seleccion6

corteza cerebral de tres ratas, cada una se us6 como una réplica. Se extrajeron las

proteinas mecanicamente con solucion amortiguadora Tris-HCI. Estas muestras

fueron cuantificadas por el método de Bradford. La Figura 16 muestra la curva de

cuantificacion realizada.

Curva de Bradford

0.91
0.8
1}
E
£ 0.7
<
2 0.64 2
z" r==0.9904
<L 05 Y=0 3389x+0 4965
0.4 T T 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.3 1.0
B SA (mg/ml)
Concetracion |Absorbancia| Dilucion
Muestra mg/mil ingresada | realizada
p6i-1 7666951739 0.756333333 110
pi6i-2 b 876856497 | 0 695666667 110
p6l-3 69958131200 | 0.73.3666667 110

Figura 16. Curva estandar de Bradford. Cuantificacion de extractos proteicos de
corteza cerebral de rata usados para la inmunodeteccion en fase sélida.
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Posteriormente, se realiz6 la inmunodeteccién en fase sélida con una concentracion
de 25 pg/ml y 12.5 pg/ml de extracto proteico total de corteza cerebral de rata. Las
membranas obtenidas en la transferencia se revelaron con tincion de rojo Ponceau

y estas se usaron como control de carga.

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos obtenidos, se incubaron las
membranas con suero total a una dilucion previamente estandarizado, 1:250 para
N1C1, 1:50 para N1C2 y N2C1, 1:1000 para N2C2, 1:125 para CC1 y 1:5000 para
CcC2.

En la Figura 17 se muestra los resultados obtenidos en la inmunodeteccién en fase
solida de cada uno de los sueros, en conjunto con su control de carga. Cada imagen
se especifica la dilucidn y la concentracion proteica usada, asi mismo se identifica el

peso de las bandas obtenidas y del marcador de peso molecular.

Se puede observar que CC2, N1C1, N2C2 muestran una banda a 55 kDa, detectando
al transportador SNAT2 ya que su peso es de 56 kDa. Por otro lado, CC1 muestra
una banda de 100 kDa, N1C2 a 35 kDa, N2C1 menor a 55kDa y N2C2 muestra una
banda a 25 kDa. En el Cuadro tres, se sintetizan los resultados obtenidos en la

inmunodeteccion en fase sélida.

Cuadro 3. Resultados obtenidos de la inmunodeteccion en fase sélida, dilucion,

concentracion proteica usada y bandas obtenidas.

Suero Dilucion Concentracion Bandas
usada proteica obtenidas

CC1 1:125 25 ug 100 KDa
CC2 1:5000 12.5 pg 55 kDa
N1C1 1:250 25 ug 55 kDa
N1C2 1:50 25 ug 35 kDa
N2C1 1:50 25 ug Menor a 55 kDa
N2C2 1:1000 25 ug 55y 25 kDa
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Figura 17. Evaluacion de especificidad hacia el transportador SNAT2 con suero
total. Se evalué el suero de cada conejo con extractos proteicos totales de corteza
cerebral de rata. Se tiene como control la membrana tefiida con rojo Ponceau.
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Con base a los resultados obtenidos, se decidio utilizar el suero total de CC2 _para
los siguientes experimentos, debido a que se obtuvo una banda especifica a 55 kDa

a una baja concentracion proteica y a una dilucion alta.

5.5. Especificidad de reconocimiento del transportador SNATZ2, de los anticuerpos

del suero CC2 en un modelo celular.

La forma de determinar la especificidad de los anticuerpos producidos por el conejo
CC2 para detectar al trasportador SNAT2 mediante un modelo celular in vivo, a través
de la sobreexpresion del transportador en células HEK293. Para ello se usaron dos
estrategias: 1) choque osmético sin transfeccion, 2) mediante choque osmotico y
transfeccion con ADN plasmidico SNAT2 pcDNA3HASNAT2 Se realiz6 la extraccion
de proteinas de membrana, se cuantifico y se carg6 una concentracion proteica de
50 pg/ml tanto de los extractos celulares y como control de expresién corteza cerebral
de rata, en un gel de poliacrilamida. La membrana obtenida se incub6 a una diluciéon
1:500 de CC2. En la Figura 18 se muestran bandas Unicas en a un peso de ~60 kDa

de los tres extractos proteicos.

Corteza HEK 293
cerebral ¥ = Transfectado con SNAT?2
de Rata - +  Choque osmético con sacarosa 200mM

100 kDa
80 kDa Rojo
45 kDa Ponceau
30 kDa

Figura 18. Analisis de expresion de SNAT2 en tejido y cultivo celular.
Inmunodeteccidn en fase sélida con extracto proteico total de corteza cerebral de
rata y sobre expresion de SNAT2 en células HEK293 por enriquecimiento de
membrana.
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5.6. Purificacion de anticuerpos por precipitacion de sales.

Al determinar que el suero del conejo CC2 muestra una gran especificidad en
detectar SNAT2 en extractos proteicos de tejido y celular, se prosiguié con la
purificacion de anticuerpos por precipitacion de sales. Posteriormente se evalud su
especificidad a través de una inmunodeteccion en fase sélida con extractos proteicos
de higado de rata, extraidas con solucion RIPA. Como se observa en la Figura 19, el
suero purificado sigue mostrando una banda Unica a un peso de 55kDa con la misma

concentracion proteica a una dilucién 1:5000.

Higado de Rata | ¢ ug

p68-1 p68-2 p68-3

—

100 kDa
70 kDa
55 kDa
Rojo
Ponceau
35 kDa
25 kDa

CcC2
Dilucion= 1:5000

Figura 19. Analisis de la especificidad de reconocimiento por suero anti- SNAT2
purificado CC2 en extracto proteico total de higado de rata.

5.7.Inmunofluorescencia en células HEK293.

Tras confirmar que el suero purificado de CC2 presenta bandas Unicas con los
diferentes métodos de extraccion de proteinas de tejido y de células. Se prosiguio a
realizar una inmunofluorescencia con células HEK293 con sobre expresion del
transportador con choque osmético (incubacién con sacarosa 200mM durante 8 hrs
a 37 °C y 5% de CO2), con el fin de determinar si, los anticuerpos purificados pueden

detectar la expresion del transportador. Se evalud la especificidad de anticuerpo
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primario sin secundario (1°/-), secundario sin primario (-/2°) y ambos anticuerpos
(1°/2°) para las células tratadas con choque osmético y sin choque osmatico, estas
fueron reveladas por inmunofluorescencia. En la Figura 20 se puede observar la
expresion del transportador distribuida homogéneamente en toda la membrana
celular con y sin choque osmatico, asi mismo se denota que no existe inespecificidad

del anticuerpo primario y secundario.

1°/2°
Sacarosa
200mM

Figura 20. Inmunofluorescencia de suero SNAT2 en células HEK293 tratadas con y
sin sacarosa 200mM. (Verde: SNATZ2, CID: Microscopia de contraste por
interferencia diferencial).
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Dado los resultados obtenidos de la inmunofluorescencia, los datos fueron
confirmados a través de una inmunodeteccion en fase sdlida con extractos proteicos
celulares con y sin choque osmético a una concentracion de 5.5 pg y una dilucién
1:5000 del suero CC2 purificado. Como puede observarse en la Figura 21, se
muestran bandas Unicas en los extractos celulares con y sin choque osmotico. Esto
confirma que el suero CC2 detecta con afinidad y sensibilidad al transportador
SNAT2.

HEK 293 5.5ug
Chogue osmético con
+ — + — + -
sacarosa 200mM
-
130 kDa
100 kDa Roi
70kDa | an
55 kDa Ponceau
35 kDa [: |
cCc2

Dilucion= 1:5000

Figura 21. Inmunodeteccion en fase solida de células HEK293 con y sin tratamiento
con sacarosa 200mM.
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6. DISCUSION

A partir de los afios 70s, los anticuerpos se han usado como una herramienta para
facilitar el estudio molecular de proteinas funcionales en varios estados fisioldgicos
y patolégicos mediante distintas técnicas de inmunomarcaje. Desde entonces, se han
desarrollado procedimientos para mejorar la produccion de los mismos, como el
aumento de la especificidad definiéndola artificialmente (Mohan y col., 2014). Un
ejemplo es, generar anticuerpos capaces de reconocer zonas particulares de la
proteina de interés a partir del disefio de péptidos sintéticos. Por tal motivo, y dado
que nuestro laboratorio estd enfocado en comprender la funcién y regulacion del
transportador SNAT2, surgi6 la necesidad de generar una nueva herramienta que

nos ayude a estudiar la presencia, localizacion y desregulacion en distintos tejidos.

Histéricamente, varios grupos de investigadores enfocados en el estudio de este
transportador, han optado por producir anticuerpos disefiando péptidos de la region
gue quieren estudiar. En particular en el 2000, Yao y colaboradores produjeron un
anticuerpo que reconocia la region N-terminal (aminoacidos 1-65) con el fin de
determinar si esta region del trasportador se encontraba de forma intracelular o
extracelular, concluyendo que se retiene en el citoplasma. En el 2001, Hyde y
colaboradores reportaron el desarrollo de anticuerpos a partir de dos diferentes
epitopes de SNAT?2 de rata, localizados en la regién intracelular N-terminal y el bucle
extracelular entre los dominios transmembranales 7 y 9. Con el fin de determinar la
expresion del transportador en respuesta a la deprivacién de aminoacidos en células
de mioblasto de ratén (L6) mediante inmunodeteccion en fase sélida. Estos datos

fueron confirmados por Hundal en el 2009.

Para nuestro grupo de investigacién, era prioritario contar con un anticuerpo que
reconociera la region C-terminal, que se ha descrito exhibe sensibilidad al pH y otro
en la regién N-terminal como modulador proteosomal (Baird y col., 2006; Nardi y col.,
2015). Para lo cual se disefiaron péptidos sintéticos a través de andlisis
bioinforméaticos con servidores como TMHMM®, BCEpred®©, ProtScale, ABCpred®©.

Con este abordaje, se pudieron identificar tres secuencias aminoacidicas con
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potencial antigénico que cumplen con los parametros idéneos de hidrofobicidad y
capacidad antigénica, asi como no localizarse en una region transmembranal. A
estos péptidos se les denominod: 1) PepAminoas.s2, 2) PepAminoii-24 y 3) PepCarbazo.

503.

Una vez que se identificaron, seleccionaron y sintetizaron las secuencias antigénicas,
fueron conjugados con adyuvante para eficientizar la activaciéon del sistema inmune.
Para ello se utiliz6 Montanide ISA71VG, dado que, por su composicién, prolonga el
tiempo de exposicién del antigeno en forma de depdsito en el lugar de la
administracion, permitiendo atraer a las células inmunitarias; esto sin causarle dafio
alguno al animal. Tal como lo describe Klimba y colaboradores en el 2015, a través
de sus ensayos, demostrando que el adyuvante Montanide ISA71VG induce bajas
concentraciones de IL-1B (es una citoquina que expresan los macrofagos y
monocitos, ante un dafio tisular o inflamacién) en comparacion con el adyuvante
completo de Freud. Sin embargo, Montanide ISA71VG, induce altos titulos de

inmunoglobulinas IgG1 e IgG2 en comparacion con el adyuvante ISA206.

Una vez inmunizados los conejos Nueva Zelanda, se determinaron los titulos de
anticuerpos que observamos en la Figura 12, 13 y 14. Los conejos N1C1, N1C2,
N2C1y N2C2 no tuvieron respuestas inmunoldgicas. Posiblemente por el disefio y/o
por las propiedades fisico-quimicas del péptido que no tiene capacidad de activar
eficientemente el sistema inmune. Tal como describe Zinkernagel en 1977, las
propiedades del péptido activan una respuesta adaptativa y posteriormente memoria
inmunoldgica, permitiendo que, ante una segunda inmunizacién, se dé en mayor
cantidad la generacion de anticuerpos. Los bajos titulos de anticuerpos, también
dependen de las caracteristicas intrinsecas del animal y su sistema inmune, asi como

Su constitucion genética, tal como describe Skawarczynski y Toth en el 2016.

En contraste, los conejos CC1 y CC2, muestran altos titulos de anticuerpos. Sin
embargo, difieren a pesar de ser inmunizados con el mismo péptido, lo cual es
ciertamente normal, debido que se tratan de dos individuos donde su respuesta

depende de una interaccion completa entre su sistema inmunitario y el agente
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inmunizante. Esta diferencia puede ser generada por estrés e inclusive, su variedad
genética, pudiendo ser responsables de la variabilidad en el titulo de anticuerpos
(Leenaars y col., 1999).

Una vez determinada la sensibilidad de los anticuerpos de cada suero, se prosiguio
a evaluar la especificidad en la deteccion del transportador SNAT2 a través de
inmunodeteccion en fase solida con extractos proteicos de corteza cerebral de rata;
en donde se ha reportado la expresion de este transportador con gran abundancia
(Rodriguez y col., 2010). Se lograron detectar bandas de 55 kDa con el suero CC2,
N1C1y N2C2, asi mismo, una banda de 35 kDa con el suero N1C2. La variacion en
el peso molecular del transportador puede explicarse como la existencia de distintos
grados de maduracion de SNAT2, tal como Hyde y colaboradores plantearon en el
2001. Ya que, al aislar tres fracciones enriquecidas de membranas plasmatica,
endosomal e interna, detectaron bandas de 60 kDa en membrana plasmatica, la cual
asociaron a la forma madura y funcional del transportador, y otras cercanas a 48 kDa
en membranas internas, asociadas a la forma inmadura del transportador.
Posteriormente, Nardi y colaboradores en 2015 demostraron que estas diferencias
en el peso del transportador estaban asociadas a su estado de glicosilacion, al
eliminar la forma madura de SNAT2 con un tratamiento con PNGasa F, una amidasa
gue permite eliminar la glicosilacion en proteinas. Estos estudios fueron abordados
nuevamente en 2017 por Krokowsky y colaboradores, quienes realizaron ensayos
con: 1) Tunicaminicina, un inhibidor de la glicosilacién, en el cual observaron un
aumento en la forma no glicosilada de SNAT2 con peso cercano a los 38 kDa, y 2)
con Brefeldina A, un inhibidor de la formacion de vesiculas COPI, en el cual
detectaron un aumento de la forma inmadura y N-glicosilada del transportador en
reticulo endoplasmatico. De esta forma, demostraron la existencia de distintos
niveles de maduracién de SNATZ2, los cuales presentan: 1) una forma de bajo peso
molecular inmadura sin presencia de glicosilaciones, 2) una forma inmadura la cual
presenta N-glicosilaciones adquiridas en el reticulo endoplasméatico y 3) una forma
madura totalmente glicosilada la cual ha terminado su trafico a través del aparato de

Golgi.
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El suero CC1 detecta una banda de 100 kDa, posiblemente puede ser una proteina
gue no esta relacionada con SNAT2. Sin embargo, se realiz6 un BLAST (por sus
siglas en inglés, Basic Local Alignment Search Tool) de la secuencia peptidica con
el que fue inmunizado el conejo, para establecer una posible relacion entre el peso
de la banda con alguna proteina asociada a este péptido. Al analizar los resultados,
observamos que la region carboxilo de SNAT2 sobre la que fue disefiado el péptido,
comparte 100% de homologia con la proteina tirosina cinasa 23, la proteina cinasa
relacionada a la adherencia focal y el receptor lipoproteico estimulado por lipolisis.
Coincidentemente todas expresadas en cerebro, extractos con el cual fueron
probados. Pero, no hay coincidencia con el peso molecular que presentan estas
proteinas, ya que las dos primeras pesan 27 kDay el receptor lipoproteico de 63 kDa,
por lo cual descartamos una inespecificidad de reconocimiento de los anticuerpos
generados por el conejo CC1. Por otra parte, el suero N2C2 muestra una banda de
25 kDa probablemente asociado a un producto de degradacion del transportador. Sin

embargo, se tendrian que realizar una secuenciacion para asegurarnos.

El suero CC2 muestra gran especificidad y afinidad en la deteccidn del transportador
SNAT2 por inmunodeteccion en fase solida, con capacidad de detectar a esta
proteina en extractos totales con una concentraciéon de 12.5 ug, mientras que los

otros sueros tenian su limite de deteccion arriba de 25 ug.

Dada las caracteristicas del suero CC2, se decidid analizar su especificidad para
detectar SNAT2 a través de un estudio bajo condiciones controladas in vitro, con el
fin de inducir la sobre expresién artificial y controlada del transportador en la linea
celular HEK293 utilizando dos estrategias: 1) mediante transfeccion transitoria con
fosfato célcico usando DNA plasmidico pcDNA3HASNAT?2, 2) se indujo un ambiente
de estrés osmatico en las células para estimular la sintesis de novo del transportador,
descrito por Kashiwagi en el 2009. Como control se utilizé el extracto proteico de
corteza cerebral de rata. Como observamos en la Figura 18, el suero reconoce a
SNAT2 en las dos estrategias de sobre expresion artificial, coincidiendo sus pesos

con el control.
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Posteriormente, se decidid purificar el suero del conejo CC1, con el objetivo de
remover proteinas que pudieran ocasionar uniones inespecificas en otros ensayos.
Para ello se realizé la purificacion con sales de sulfato de amonio propuesto por
Harlow y Lane en 1988. Esta estrategia permite precipitar inmunoglobulinas,
proteinas solubles y proteinas de alto peso molecular, separandolas de moléculas

insolubles como lipidos y lipoproteinas.

Para confirmar que la purificacion se realiz6 de forma correcta, y que no hubo
alteraciones en la estabilidad de los anticuerpos asociados a cambios de pH, se
realizé una inmunodeteccion en fase solida. En la Figura 19, se observa que los
anticuerpos purificados anti SNAT2 mantienen su estabilidad y especificidad sobre

extractos proteicos en higado de rata.

Una vez que los anticuerpos se purificaron y fue evaluada su capacidad de reconocer
al transportador, se decidi6 analizar su utilidad en un ensayo in situ por
inmunofluorescencia en células HEK293, sobre expresando al transportador
mediante choque osmético. Dado que, de las tres formas descritas para regular la
sobreexpresion de SNAT2 en cultivos celulares: deprivacion de aminoacidos, estrés
osmotico y respuesta a insulina (McDowell y col., 1998; Franchi-Gazzolay col., 1999;
Franchi-Gazzola y col., 2004), la estrategia de choque osmético es la que presenta
niveles expresion significativamente mayores respecto a las otras dos (Kashiwagi y
col., 2007). En la Figura 20a y b, observamos que no hay fluorescencia inespecifica
generada por el anticuerpo primario o secundario. En la Figura 20c la expresion del
transportador en condiciones basales esta distribuida de forma homogénea en
contraste con la Figura 20d, en la que observamos claramente un aumento de la
concentracion y una distribucién en la membrana citoplasmatica en respuesta al
tratamiento. Concordando con la localizacion descrita por Hatakana y colaboradores
en el 2006, a través de analisis enfocados en evaluar la movilidad y sintesis del
transportador en respuesta a insulina con células de fibroblasto de raton 3T3-L1.
Finalmente, los resultados de la inmunofluorescencia fueron corroborados a través

de una inmunodeteccion en fase sélida, como se muestra en la Figura 21.
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Con los resultados obtenidos, podemos afirmar que los anticuerpos generados por
el conejo CC2 muestra gran especificidad y afinidad en la deteccion del trasportador
SNAT?2 tanto en tejidos como en cultivos celulares, independiente del método para
extraccion de proteinas. Presentando versatilidad en distintas técnicas de
inmunodeteccion, ya que ha sido demostrado que puede usarse en inmunodeteccion
en fase sélida e inmunofluorescencia. Por lo tanto, se ha producido una herramienta
molecular para contribuir en el estudio de identificacion y expresion de la regulacion
del transportador SNAT2.
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7. CONCLUSION

La secuencia peptidica PepCarbasro.503 localizada en la region C-terminal es
antigénica y presenta alta inmunogenicidad, siendo capaz de activar eficientemente

el sistema inmune, promoviendo la produccion de anticuerpos.

El conejo CC2 inmunizado con el péptido PepCarbazg.503 generd altos titulos de
anticuerpos, con capacidad para reconocer especificamente al transportador SNAT2

tanto in vitro como in situ.
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