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Arch Med Vet 47, 311-315 (2015)

ARTICULO ORIGINAL

Desarrollo y validacion de un inmunoensayo para la deteccién de la leptina caprina®

Development and validation of an immunoassay for the detection of caprine leptin
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SUMMARY

Leptin is a protein hormone synthesised and secreted by white adipocytes. This hormone is involved in various metabolic processes, energy balance,
fertility, inflammation and angiogenesis. In order to have a system for determining the concentration of leptin in goats, in this work we developed and
validated an immunodiagnostic system (ELISA) using goat leptin obtained in recombinant form in Escherichia coli. Polyclonal antibodies were prepared
in rabbits and a specific ELISA system was developed, then the binding capacity of the recombinant leptin specific to the receptor in the central nervous
system was demonstrated by immunohistochemistry. Prior to the development of immunometric system, reagents were evaluated in a commercial RIA
standardised system, and results indicated support for the evaluation system. The displacement curve of recombinant leptin showed no difference in
the slope or the correlation coefficient with reference leptin, although the IC50 dose was lower. Binding capacity of the recombinant protein to specific
receptors in the hypothalamus was identified. No significant differences in plasma concentrations of leptin obtained by ELISA and those obtained in
the study using the RIA formulated for ruminants were obtained. These observations suggest that the developed ELISA could be an effective method
for determining the concentration of goat serum leptin.

Key words: immunoassay, leptin, goat, ELISA.
RESUMEN

Laleptina es una hormona proteica sintetizada y secretada por los adipocitos blancos, que controla varios procesos metabdlicos, balance energético,
fertilidad, inflamacién y angiogénesis. Este estudio muestra el desarrollo y validacién de un sistema de inmunodiagndstico (ELISA) usando la leptina de
cabra recombinante generada en Escherichia coli, a partir de esta se generd su correspondiente anticuerpo policlonal en conejos. Previo al desarrollo del
sistema se demostré por inmunohistoquimica la capacidad de unién de la leptina recombinante especifica a su receptor en el sistema nervioso central.
Adicionalmente, el antigeno y el anticuerpo generados se evaluaron en un sistema normalizado de RIA comercial. Para validar el ELISA se compard
las concentraciones plasmdticas de leptina obtenidas con el ELISA en estudio y con un RIA para rumiantes. La curva de desplazamiento de la leptina
recombinante no mostré diferencia en su pendiente ni en el coeficiente de correlacion con la leptina de referencia, aunque la dosis IC, fue menor. Se
demostro la capacidad de union de la proteina recombinante a receptores especificos del hipotdlamo caprino. No hubo diferencias significativas en
las concentraciones plasmadticas de leptina obtenidas por el ELISA en estudio y aquellas obtenidas utilizando el RIA formulado para rumiantes. Los
resultados sugieren que el ELISA desarrollado podria ser un método eficaz para determinar la concentracién de leptina en suero de cabra.

Palabras clave: inmunoensayo, leptina, cabra, ELISA.

INTRODUCCION

Laleptina es una protefna de 167 amino4cidos sintetizada
y secretada en el adipocito blanco, que provee una sefial de
retroalimentacion entre el tejido adiposo y sus receptores
en el hipotalamo (Henry y col 2008). Se ha sugerido que
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la leptina en calostro y leche puede actuar en la fisiologia
del neonato antes y después de su absorcién digestiva.
Un estudio en cabras menciona que las concentraciones
de leptina en leche estdn relacionadas con el peso y la
condicion corporal de la madre y su cria. Sin embargo,
los posibles efectos de leptina en el crecimiento de los
cabritos se desconocen (Magistrelli y col 2008).

Las primeras leptinas recombinantes en producirse
comercialmente fueron de origen humano (Altmann y col
1995) y murino (Campfield y col 1995). Para determinar
la concentracién de la leptina, generalmente se emplea la
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técnica de radioinmunoensayo (RIA). Aunque esta herra-
mienta analitica es altamente especifica, sensible y de bajo
costo por muestra, tiene como desventaja que requiere
equipo y personal altamente especializado, licencias para
el manejo y desecho de productos radiactivos (Ehrhardt y
col 2000). Actualmente la determinacion de las distintas
hormonas se realiza por métodos colorimétricos, siendo
la técnica de ELISA la mds cominmente utilizada (Chow
y col 2003). Ejemplo de ello es que se cuenta con un
estuche comercial de inmunodiagndstico multiespecie
(ELISA, XL-85K; Linco, St Louis MO, USA) para esta
proteina, asi como el estuche de inmunodiagnéstico
ELISA para determinar la leptina sérica en cabra (ELISA
kit for leptin [LEP], E9004Cp, Life science Inc.). Sin
embargo, el elevado costo de este producto hace que su
uso en México se limite a trabajos de investigacion, lo
que limita el estudio del papel que esta hormona juega
en el balance energético y sus repercusiones en situacio-
nes clinico-patoldgicas y en el andlisis de los aspectos
reproductivos de las cabras.

El objetivo del estudio consistié en desarrollar y
validar un sistema de inmunodiagndstico ELISA para
la determinacién de la concentracidn sérica de la leptina
caprina. Esto, produciendo una leptina caprina recombi-
nante, caracterizdndola inmunoldgicamente, y validando
su actividad biologica mediante la determinacién de su
capacidad de unio6n a los receptores presentes en el sistema
nervioso central. La validacién del sistema se determin6
con sueros caprinos previamente evaluados en el sistema
de RIA de rumiantes (Delavaud y col 2000).

MATERIAL Y METODOS

DISENO DE LA PROTEINA RECOMBINANTE
HIS TAG-GLEPTIN

La proteina recombinante His tag-gl.eptin se obtuvo
a partir de los oligonucleédtidos disefiados LEPTIN2F
5”-(GCATATGGTGCCCATCCGCAAGG)-3"y LEPTIN2R
57- (GGGATCCTAGCACCCAGGGCTGAGG) -3” de
acuerdo con la secuencia reportada de Capra hircus obese
gene (GenBank accession number: AM114397.2). Para la
clonacidn direccionada del vector de expresion procarionte
pET15b (Novagen, Darmstadt, Germany) se utilizaron las
enzimas de restricciéon Ndel y BamHI que actuaron sobre
LEPTIN2F y LEPTIN2R, respectivamente (secuencias
subrayadas). Se estimé un peso molecular de 18,4 kDa
utilizando WinPep 7 (Dynojet, Nevada, USA).

EXTRACCION DE RNA DE TEJIDO GRASO PERIRRENAL DE
CABRA

La extraccion de RNA se realiz6 en un gramo de tejido
graso mediante el procedimiento descrito por Chomczynski
y Sacchi (1987). La cuantificacién del RNA se determiné
por el método de absorbancia en la regién ultravioleta, con
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la relacion 260/280 con el empleo del nanodrop, y para
verificar la calidad del RNA total se realiz6 una electro-
foresis en gel de agarosa-formaldehido.

AMPLIFICACION POR RT-PCR DE LA SECUENCIA
CODIFICANTE

El cDNA se obtuvo a partir de 5 ug de RNA tratado
con DNAsa I (Invitrogen). La reaccién de sintesis se
realizé en un volumen de 20 pl que contenia 0,5 mM
de dANTP’s, 8 pmoles del primer LEPTIN2R y 100 U de
la transcriptasa reversa (SuperScript III, Invitrogen). La
reaccién se incubd por 1 h a 42 °C y después de inacti-
var la enzima a 70 °C por 15 min se procedié a realizar
la amplificacién por PCR. La reaccién se llevé a cabo
en un volumen de 25 ul que contenia 50 mM de cada
dNTP, 2 pmoles de cada oligonucleétido (LEPTIN2F
y LEPTIN2R), 2 ul de cDNA y 1.25 U de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen, Foster city, USA). La reaccién
se incubé durante 2 min a 94 °C y cada ciclo de amplifi-
cacion consistio de 40 s a 94 °C, alineamiento por 25 s a
66 °C, extension por 50 s a 72 °C; y una extension final
a 72 °C por 5 min. Una muestra de 4 pl se colocé en un
gel de agarosa al 1% para identificar la amplificacién. Se
observé una banda a la altura de £ 450 bp. El producto
esperado correspondié a 454 bp.

CLONACION Y EXPRESION DE LA LEPTINA DE CABRA
RECOMBINANTE EN Escherichia coli

El producto de PCR de la secuencia codificante de la
leptina se clond en el vector pCRII (TOPO TA, Invitrogen,
Foster city, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una de las clonas que contenia el inserto se secuencio de
manera automdtica (Unidad de sintesis y secuenciacién
de DNA, Instituto de Biotecnologia-UNAM), de esta
misma clona se subclond en el plasmido pET15b (Novagen
Darmstadt, Germany) empleando los sitios de restriccién
Ndel-BamHI. Con la construccién obtenida se transformé
la cepa de E. coli Rosetta (DE3).

EXPRESION Y PURIFICACION DE LA LEPTINA DE CABRA

La sintesis de la proteina recombinante (pET15b-
gleptin) por la cepa Rosetta (DE3) se llevé a cabo
mediante la aplicacién de IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) a una concentracion final de 250
UM. La proteina recombinante se obtuvo previa disolucién
de los cuerpos de inclusién en amortiguador Tris-HCI
(10 mM), pH 8,0 que contenia 8 M de urea y 50 mM
de NaCl (12 h a 4 °C en agitacién constante). Una vez
solubilizada, la proteina se purificé en una cromatografia
de afinidad (HiTrap chelating, Amersham pharmacia)
con el empleo del equipo AKTA FPLC. Las fracciones
colectadas se monitorearon a 280 nm y los picos de
proteina identificados se dializaron con amortiguador



Tris-HCI (10mM), pH 8,0, que contenia 50 mM de NaCl
y cantidades decrecientes de urea (4; 2; 1, 0,5; 0,25y 0,0
M). Para cada una de las concentraciones decrecientes de
urea, la dialisis se realiz6 a 4 °C durante 8 h con cambios
cada 4 h. Para favorecer la renaturalizacion de la leptina
la didlisis sin urea se repitié dos veces. Al término, la
proteina se alicuoted y almacené a —20 °C hasta su uso
(Nilsson y col 1997).

SDS-PAGE E INMUNOTRANSFERENCIA

El peso molecular de la proteina recombinante puri-
ficada se analizé en geles de poliacrilamida de acuerdo
con el método descrito por Laemmli (1970). Se utiliz6
un gel al 12%, porcentaje cercano a lo descrito por Kling
(2009) para leptina de salmén. La proteina presente en
el gel se transfirié a una membrana de PVDF e incub6
con anti-gLeptina, 1:500 durante 24 h y luego la mem-
brana se incub6 por 2 h con un anticuerpo secundario
(anti-rabbit IgG acoplado a fosfatasa alcalina) 1:20.000.
La banda de proteina inmunorreactiva se reveld con 1
ml de azul de tetrazolium en dimetilformamida y 1 ml
de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato en DMF disuelto
en 100 ml PBS.

Para la capacidad de unién de la proteina recombinante
a receptores especificos localizados en el hipotdlamo se
emplearon cortes histologicos del hipotdlamo, estos se
incubaron con el anticuerpo antihistidina como control
negativo, mientras que la unién de la leptina recombinante
a los receptores se observo cuando se incub6 previamente
con la leptina recombinante y después con el anticuerpo
antihistidina.

PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES DE
LEPTINA RECOMBINANTE

El antisuero de la leptina recombinante de cabra se
generd en conejos hembras de la raza Nueva Zelanda de
acuerdo con lo descrito por Gertler (1998) con algunas
modificaciones. En breve, cada animal recibid en la
regioén dorsal por via subcutdnea un volumen de 100 pl,
que contenia 100 pg de proteina emulsificada con aceite
mineral y manoleato (adyuvante incompleto de Freund’s;
Sigma, St Louis, MO, USA). La aplicacion de la hormo-
na se realiz6 en cuatro ocasiones con intervalos de 15
dias entre ellas. Una quinta aplicacién se realizé por via
intradérmica con hormona solubilizada en PBS, pH 7.4.
Una vez concluido el esquema de inyeccion, los conejos
se sangraron 2 semanas después. Aunque con el esquema
de inmunizacién desarrollado se obtuvieron sueros con
titulos de anticuerpos bajos (1:200), se consideraron para
su purificacién en una cromatografia de afinidad (proteina
G-sepharosa, Pharmacia) y la IgG obtenida se marcé con
peroxidasa de rdbano (Porstmann y col 1985) (EZ-Link
Plus Activated peroxidase, Pierce Biotechnology) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante.

INMUNOENSAYO, LEPTINA, CABRA, ELISA
CURVA DE DESPLAZAMIENTO

Con el objeto de analizar la actividad inmunolégica de
la leptina caprina recombinante se compararon las curvas
de desplazamiento generadas por la leptina humana del
sistema comercial de radioinmunoensayo multiespecie
(Multispecies Leptin RIA Kit, Linco, Research Inc, St.
Charles, MO, USA) con aquella que produjo la leptina
recombinate de cabra de nuestro estudio. Para esto la leptina
recombinante de cabra se resuspendi6 en el amortiguador
del ensayo (PBS 0.05 M, pH 7.4 EDTA, 0.025 M, azida
de sodio 0,08%, triton X100, 0,05% y BSA 1%) a las
dosis de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 ng de proteina por
ml! y ambas muestras se sometieron a las condiciones
de andlisis descritas por el sistema. Con este estudio se
calcul6 la pendiente de cada curva, la dosis de inhibicién
de proteina inmunorreactiva al 50 % de la relacién B/Bo de
curva dosis-respuesta (IC50) y adicionalmente se calcul
la sensibilidad basada en la cantidad minima detectable
de proteina inmunorreactiva al 85% (Matteri y col 1986).

ELISA DE LEPTINA

Una vez que se caracteriz6 la leptina recombinante
caprina y se obtuvo su anticuerpo, se procedi6 al desarrollo
del sistema de inmunodiagnéstico. Para ello se desarroll6
el ELISA por competencia utilizando placas de microti-
tulacién de poliestireno de 96 pozos (Maxisorp, NUNC).
El sistema se inici6 recubriendo cada pozo de la placa con
anticuerpo primario (anti-Leptina, 1:2000) diluido en 100
ul de amortiguador de carbonatos (0,05M, pH 9,6) durante
12 h a4 °C. Al término, el exceso de anticuerpo se retird
con tres lavados de fosfatos (PBS 0.05M) que contenia
0,05% de Tween-20 (PBS-T). Subsecuentemente, en el
correspondiente pozo se colocé un volumen de 100 pl
de muestra de suero (1:5) o leptina caprina recombinante
(12,5 2 0,048 ng/ml) diluidos en PBS-T que contenian 1%
de BSA (PBS-TB). Una vez que se deposit6 la muestra, la
placa se incub6 en una cdmara himeda a 4 °C durante 16
h. Al término, cada pozo se lavo tres veces con PBS-T y
después recibié 100 ul de PBS-TB que contenia el anticuerpo
secundario anti-IgG de cabra conjugado con peroxidasa de
rabano (1,8 ug/ml) y se continué con la incubacién durante
90 min a temperatura ambiente en agitacién suave.

Al término, cada pozo se lavo tres veces con PBS-T'y
se inicid el revelado colocando 100 pl de una solucién de
PBS-T con 1% de peréxido de hidrégeno y dihidrocloro
tetrametilbenzidina (Sigma) y una incubacién de 20 min a
temperatura ambiente en obscuridad. La reaccién concluy6
afiadiendo en cada pozo 50 pl H,SO,. La absorbancia fue
determinada a 450 nm utilizando un lector de microplacas
(Modulus™TI, BioSystem, Inc) (Hardie y col 1996).

La curva estdndar se gener6 a partir de los datos de las
lecturas de absorbancia de cada referencia estandar con su
concentracién correspondiente (ng/ml). La concentracion de
leptina de cada muestra de suero fue determinada usando la
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absorbancia correspondiente y extrapolada a los valores de
la curva estdndar y multiplicada por el factor de dilucién.

VALIDACION DEL SISTEMA

Para validar el sistema de ELISA se compar6 la concen-
tracién plasmadtica de leptina determinada en este estudio
con aquellos valores obtenidos con el sistema de RIA homo-
16go de doble anticuerpo en fase liquida para leptina ovina
que también es eficiente para la determinacién de leptina
plasmadtica en bovinos y caprinos (Devalaud y col 2000).
Este sistema de rumiantes utilizé como trazador y estandar
de referencia a la leptina ovina recombinante, a partir de
ella se gener6 su propio anticuerpo. Para esto se disefié un
estudio que permitié obtener la variacién en la concentracién
plasmatica de leptina esperable debido al crecimiento de
las cabras. Se emplearon 18 cabritos castrados de la cruza
Boer X Alpino francés, se sometieron a un sistema de pas-
toreo rotacional en praderas de alfalfa, Lolium perenne y
Dactylis glomerata. Las muestras sanguineas se tomaron
de la vena yugular durante la mafana previa al pastoreo y
el suero se obtuvo después de la centrifugacién a 1.500 g
de cada muestra. Las muestras se colectaron a partir del dia
30 hasta los 180 dias de edad, con un intervalo de muestreo
cada 15 dias. El andlisis comparativo entre el sistema de
RIA validado y el sistema de ELISA desarrollado en este
estudio se determiné mediante andlisis de varianza con un
disefio completamente al azar con mediciones repetidas
en el tiempo y un andlisis de regresion lineal empleando el

PROC REG del paquete estadistico SAS versién 9.4 para
Windows (SAS Inst. Inc, Cary NC, USA). Esto dltimo,
para obtener la relacion existente entre las concentraciones
plasmadticas de leptina obtenidas mediante nuestra leptina
y del RIA anteriormente sefialado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis de la secuencia del ADNc de la leptina ca-
prina obtenida en este estudio mostré una homologia del
100% respecto de la secuencia del gen de leptina de cabra
publicada en el gene bank. El producto de amplificacién
de RT-PCR para el gen de leptina caprina que se utiliz6
para la clonacién y expresion de la proteina recombinante
present el nimero de pares esperado (Kawachi y col
2007). El patrén electroforético de la leptina recombinante
caprina en el gel de SDS-PAGE mostré una proteina de peso
molecular de 16 kDa y cuya banda fue reconocida por el
antisuero policlonal de conejo y por el antisuero dirigido
en contra del tallo de histidina. Este resultado coincidi6
con lo reportado para la leptina de salménidos en donde
la secuencia del gen de leptina de salmén del Atlantico
(Atlantic salmon) dio origen a una proteina recombinante
de 16 kDa utilizada para la cuantificacién de leptina en
suero de salmon (Kling y col 2009). Se verific6 la capacidad
de unién de la proteina recombinante a receptores espe-
cificos localizados en cortes histolégicos de hipotdlamo.
Este resultado establece que la leptina recombinante tiene
actividad bioldgica al reconocer a su receptor.

A
100 - B
Tabla 1. Parametros de las curvas dosis-respuesta entre sistemas.
Pardmetros Kit multiespecie Leptina caprina
g m -1.656 -1.136
M
< 50 IC50 9.003 6.80
R2 0.9789 0.9542
@ multiespecie
M Leptina caprina
0- Frrrrrrrorr T rrrrrrr T 1
1 10 100
Leptina (ng/ml)

Figura 1. Patrén de la curva dosis-respuesta de la leptina caprina recombinante en el sistema de RIA multiespecie. Los puntos en cada
curva representan el promedio de tres réplicas  EE. La tabla resume los pardmetros de cada curva.

Pattern of the curve dose -response recombinant caprine leptin in RIA multispecies system. The points on each curve represent the average

of three replicates + EE. The table summarises the parameters of each curve.
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El andlisis de la curva dosis-respuesta generada a partir
del porcentaje de B/Bo y el logaritmo de la dosis de 1a leptina
recombinante caprina y del estdndar de referencia de leptina
humana, determiné que existe similitud en el valor de la
pendiente y en la correlacién entre ambas curvas, lo que
demuestra la actividad inmunolégica entre ambas hormo-
nas. Sin embargo, la cantidad de proteina inmunorreactiva
referida como las dosis ICy, fue significativamente menor
(P < 0,05), en la leptina caprina respecto de lo obtenido
en la leptina humana. En otras palabras, fue necesaria una
menor cantidad (figura 1) de leptina recombinante caprina
para obtener el 50% de inhibicién del sistema respecto
de la requerida de leptina humana (4,98 ng/ml vs. 7,7 ng/
ml, respectivamente). Este resultado es muy interesante
considerando que diversos autores han descrito una alta
homologia entre la humana y la de rumiantes, en particular
para la especie ovina (Delavaud y col 2000), por tanto
este dato sugiere que el reconocimiento de los epitopes
de la leptina caprina por el correspondiente anticuerpo
estd localizado en sitios distintos y esto podria explicar la
mayor especificidad del anticuerpo multiespecie (guinea
pig leptin antibody) por la leptina recombinante obtenida
en este estudio (Gertler y col 1998). La sensibilidad al
85% de la relacién B/Bo de la curva dosis-respuesta fue
de un valor absoluto de 1,0 ng/ml para la leptina caprina.
Este valor fue similar al reportado para leptina ovina que
correpondié a 0,83 ng/ml determinado al 95% de B/B0O
(Delavaud y col 2000). En el presente estudio se evalué el
cambio en la concentracion plasmaética de leptina en cabras
de 60 a 180 dias, no encontrando un estudio similar para ser
comparado. Sin embargo, bajo las condiciones ensayadas
en este estudio la cantidad de proteina minima detectable
por el estindar humano correspondié a 3,0 ng/ml. Esta
mayor sensibilidad que se observé con la leptina caprina
como patrén de referencia en el kit multiespecie podria
deberse a la alta afinidad por el anticuerpo. Finalmente, la
validacion del sistema ELISA sefal6 que la comparacién
de la concentracién plasmadtica de leptina determinada con
el ELISA en estudio y el RIA para rumiantes (Delavaud
y col 2000) no presentaron diferencias significativas
(P £0,01), lo que sugiere que ambas proteinas de origen
recombinante presentan una alta homologia y los sitios
de reconocimiento por sus correspondientes anticuerpos
es similar.

Los anticuerpos empleados en ovino y bovino para
evaluar la concentracién de leptina se realiza por medio
de RIA o ELISA en plasma, debido a la gran similitud en
la composicién de aminoécidos de leptina en estas dos
especies (Delavaud y col 2000). Chilliard y col (2005)
obtuvieron concentraciones plasmadticas tres o cuatro veces
menores, empleando el kit RIA de leptina multiespecies,
que utiliza leptina humana recombinante, respecto de lo
obtenido con un RIA especifico para rumiantes.

Basados en los resultados del presente trabajo pode-
mos sefalar que el ELISA caprino desarrollado es una
herramienta inmunoanalitica que permitird en un futuro

INMUNOENSAYO, LEPTINA, CABRA, ELISA

proximo la evaluacion de la leptina caprina bajo diferentes
condiciones clinico-patoldgicas.
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