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1. INTRODUCCION

Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs por sus siglas en inglés: Advanced
Glycation End Products) son un grupo heterogéneo de compuestos que se forman por
reacciones no enzimaticas entre la glucosa u otros azucares reductores, con proteinas,
lipidos y acidos nucleicos. Estos compuestos se forman en varias etapas: las iniciales
son reversibles y se llevan a cabo en tiempos relativamente cortos, mientras que las
posteriores transcurren mas lentamente y son irreversibles. Los AGEs se generan de
manera normal durante el proceso de envejecimiento humano, pero se acelera su
formacion y acumulacion en la diabetes mellitus, como consecuencia del estado de
hiperglucemia sostenida durante largos periodos de tiempo.

En las ultimas décadas la investigacion biomédica ha aportado gran informacion en lo
referente al papel que desempefian los AGEs en los procesos fisiopatolégicos que
conducen al desarrollo de las complicaciones vasculares crénicas en la diabetes. Se
sabe que estos compuestos alteran el funcionamiento de los tejidos, debido a que
modifican las propiedades estructurales de las proteinas; por ejemplo, la formacion de
AGEs en las proteinas que conforman la membrana basal del glomérulo, trae como
consecuencia la pérdida de las propiedades de filtracion selectiva y, por tanto, la
incapacidad del glomérulo para retener proteinas, lo que resulta en proteinuria y
progresivamente en falla renal. Ademas los AGEs son capaces de modular multiples
procesos celulares por la union a receptores especificos (RAGES), los cuales se
encuentran en una gran variedad de células, o que trae como consecuencia, entre
otras mas, el incremento del estrés oxidativo que altera el funcionamiento celular.

Diversos estudios han tratado de correlacionar las concentraciones circulantes de
AGEs, con el nivel de gravedad de las complicaciones asociadas a la diabetes mellitus,
lo que constituiria una herramienta de gran utilidad para el control de la enfermedad y la
prevencion de las complicaciones crénicas en los pacientes diabéticos. A pesar de ello,
esto se ha visto limitado debido a la falta de ensayos comerciales para medir de forma
confiable las concentraciones de estos compuestos. Los métodos existentes, como
HPLC, espectrometria de masas y cromatografia de gases, tienen la gran desventaja
de no poder implementarse en laboratorios clinicos de rutina, debido a la utilizacion de
equipo muy sofisticado para su realizacion, asi como su baja capacidad de
procesamiento simultdneo de muestras. Por lo cual, algunos laboratorios han
comenzado a desarrollar métodos para cuantificar estos compuestos mediante
inmunoensayos, utilizando procedimientos propios para la generacion de los
anticuerpos anti-AGEs.
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El Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutriciéon “Salvador Zubiran”, ha disefiado en los ultimos afios métodos
efectivos para producir anticuerpos especificos contra AGEs. El propésito del presente
trabajo de investigacion fue emplear estos métodos de obtencidon de anticuerpos, para
desarrollar y validar un ensayo inmunoenzimatico de competicion, tipo ELISA, para la
cuantificacion de AGEs circulantes. Este ensayo sera utilizado en estudios posteriores
para evaluar la relacion entre las concentraciones circulantes de los AGEs y el grado
de complicacién de los pacientes diabéticos; con el objetivo de establecer valores de
corte a los que se asocien las complicaciones cronicas de la enfermedad tales como la
retinopatia, la nefropatia, la angiopatia, etc. Todo ello con el fin de brindar un mejor
diagnéstico y seguimiento del paciente diabético, lo que permitira un mejor manejo
clinico y por tanto se podra evitar el desarrollo de complicaciones croénicas.




DESARROLLO Y VAL[DACION DE UN INMUNOENSAYO ENZIMA:I'ICO PARA LA
CUANTIFICACION DE PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA

2. MARCO TEORICO
2.1 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica cronico-degenerativa,
caracterizada por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la produccion o
accion de la insulina, lo que afecta el metabolismo intermediario de los carbohidratos,
proteinas y grasas.*

La fuente de energia celular mas importante para el organismo es la glucosa, ésta se
cataboliza por medio de la glucdlisis para producir ATP, que es la fuente directa de
energia metabolicamente utilizable por todas las células del organismo. La glucosa se
obtiene principalmente de la dieta, se almacena como glucégeno en el higado y los
muasculos, mediante un proceso denominado glucogénesis. Cuando la glucosa es
requerida durante los periodos de ayuno prolongado, el glucégeno se hidroliza en
glucosa a través del proceso de glucogendlisis.?

Los niveles sanguineos de glucosa estan controlados por seis hormonas, de las cuales
cinco (glucagén, hormona del crecimiento, adrenalina, glucocorticoides y tiroxina) son
agentes hiperglucemiantes y solamente una, la insulina, es hipoglucemiante. La insulina
es producida y secretada por las células beta de los islotes de Langerhans en el
pancreas endocrino, en respuesta a los niveles altos de glucosa en la sangre. La
insulina favorece la incorporacion de glucosa hacia el interior de las células
dependientes de insulina (células musculares, adiposas y hepaticas) para que estas la
utilicen como combustible, manteniendo a la vez la concentracion de glucosa en la
circulacion dentro de un parametro normal.?* Se toma como valores de referencia una
concentracion de glucosa sanguinea menor a 100 mg/dL (< 5.6 mmol/L) en ayunas y
menor a 140 mg/dL (< 7.8 mmol/L) a las dos horas después de una carga oral de 75 g
de glucosa.*

La diabetes mellitus es clasificada con base a la etiologia y la presentacién clinica del
desorden en 4 tipos: Diabetes mellitus tipo 1, tipo 2, gestacional y otros tipos. Los
pacientes diabéticos padecen mas frecuentemente la diabetes del tipo 1 y 2.%* En la
DM tipo 1, el pancreas no produce o produce muy poca insulina, en la diabetes tipo 2,
las células de los tejidos dependientes de insulina no responden normalmente a su
efecto, condiciobn conocida como resistencia a la insulina. En ambos casos se
imposibilita o dificulta la entrada de glucosa en las células musculares y adipociticas,
gue normalmente son las principales consumidoras de glucosa, aumentando sus
niveles en sangre (condicion conocida como hiperglucemia). Por el contrario en el resto
de las células, que no requieren de insulina para el ingreso de la glucosa, se produce
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un incremento en la concentracion de la glucosa intracelular (hiperglucemia
intracelular).?®*

Es bien conocido que las manifestaciones clinicas de la diabetes se deben a la no
produccion enddgena o a la falta de accion de la insulina, que independientemente de
la etiologia, dara lugar a una hiperglucemia crénica, la cual es responsable de la triada
clasica de poliuria, polidipsia y polifagia, asi como la presencia de otras manifestaciones
tales como debilidad, pérdida de peso y glucosuria.>® Las complicaciones agudas que
se presentan en la diabetes no controlada, como la cetoacidosis o el sindrome
hiperosmolar no acetoacidético, también pueden ser entendidas a través de falta de
actividad de la insulina, la activacion de las hormonas contrarreguladoras y de los altos
niveles de glucosa sanguinea.®

La DM sin tratamiento o con un tratamiento ineficiente, conduce al deterioro progresivo
del estado de salud del paciente. Para la diabetes existe el control pero no la cura, y
dependiendo del grado de control que se consiga de la glucemia, asi como de la
coexistencia de otros factores, como pueden ser la hipertension arterial o la
dislipidemia, se acelerara el deterioro del diabético, agravandose su situacion y dando
lugar a las complicaciones crénicas.’ Las complicaciones crénicas en la diabetes se
pueden dividir en vasculares y no vasculares; dentro de las vasculares encontramos las
complicaciones microangiopaticas, tales como la retinopatia, nefropatia y neuropatia
diabética y las complicaciones macroangiopaticas, tales como la cardiopatia isquémica,
la enfermedad cerebro vascular y la enfermedad arterial periférica. Dentro de las
complicaciones no vasculares encontramos la gastroparesia diabética, la disfuncion
sexual y las afecciones de la piel.®

Los mecanismos celulares y bioquimicos que conllevan a las complicaciones a largo
plazo de la diabetes no han sido completamente entendidos; sin embargo, diversos
estudios clinicos morfolégicos y bioquimicos han proporcionado suficientes evidencias
para considerar que la hiperglucemia, que resulta de la deficiencia absoluta o relativa
de insulina y/o de su accion, es el factor que determina el desarrollo de las
complicaciones crénicas de la diabetes mellitus.® Se han propuestos varios mecanismos
como responsables para explicar la relacion entre la hiperglucemia cronica y el
desarrollo de las complicaciones cronicas de la diabetes, entre los que se encuentran
los siguientes: via de los polioles o del sorbitol, modificacion de la actividad de la
proteina cinasa C, activacion de la via de las hexosaminas y los procesos de glicacion
de biomoléculas.’*® En los dltimos afios la investigacion biomédica se ha enfocado en
el estudio del mecanismo de glicacion como elemento clave en el desarrollo de las
complicaciones cronicas de la diabetes.
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2.2 Productos finales de glicacion avanzada

2.2.1 Antecedentes sobre la glicacion

Las primeras observaciones sobre las reacciones entre carbohidratos y aminoacidos
fueron realizadas por el quimico francés Louis Camille Maillard en 1912 al realizar
estudios sobre la conservacion de alimentos; el describié la formacion de productos
café-oscuros o amarillo marrén, que se originaban durante el calentamiento de mezclas
de aminoacidos y carbohidratos.? ***2

En las ciencias biomédicas la reacciéon de Maillard, también llamada glicosilacién no
enzimatica y recientemente denominada glicacion (este ultimo término aceptado
preferentemente) se refiere a un amplio conjunto de reacciones no enzimaticas
ocurridas entre azucares reductores y grupos amino libres de proteinas, pero también,
en menor grado con lipidos y &cidos nucleicos, que se desarrollan en varias etapas: las
iniciales son reversibles y se llevan a cabo en tiempos relativamente cortos, mientras
gue las posteriores transcurren mas lentamente y son irreversibles, originando una serie
de compuestos denominados genéricamente como productos finales de glicacion
avanzada (AGEs por Advanced Glycation End Products).®*? La velocidad con la que se
forman los AGEs depende directamente de la concentracion y del tipo de azlcares que
estén reaccionando; la glucosa reacciona lentamente, mientras que azlcares
intracelulares como la glucosa-6-fosfato o la fructuosa forman AGEs mas
rapidamente.

Debido a los trabajos sobre la hemoglobina glucosilada en los afios 70, se retomé la
atencion sobre la reaccién de Maillard y se le dio la debida importancia, como la via a
través de la cual la estructura y funcion de proteinas son modificadas “in vivo”. Se
descubrié una variante de hemoglobina denominada hemoglobina A;. (HbAy), en la
gue se comprobo que un producto de Amadori, derivado de la glucosa, se hallaba unido
al residuo de valina N-terminal, por lo que se dedujo que la HbA;. se forma como
resultado de una modificacién postraduccional de la hemoglobina por la glucosa. Se
comprobé que la HbA;; aumentaba en funcion de la glucemia en los pacientes
diabéticos y empezé a medirse por los laboratorios clinicos para el seguimiento del
control glucémico de estos pacientes.?**
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2.2.2 Formacion y estructura de AGEs

En la primera etapa de la reaccion de Maillard el grupo carbonilo de los azucares
reductores como la glucosa y fructuosa, reacciona con los grupos amino libres de las
proteinas; principalmente con el amino terminal y con los de lisina, arginina e histidina,
sin la participacion de enzimas. OriginAndose asi una aldimina reversible denominada
base de Schiff, la cual se forma en horas (Figura 1).5*?

H 0 H lT
\C% C—C—H
NH, | N
+ HO—C’: H #———— OH
R
Grupo amino Azucar reductor Base de Schiff
libre en proteina (Aldimina)

Figura 1. Formacion de la base de Schiff. Los azucares reductores reaccionan con los grupos amino
libres de las proteinas, sin la participacion de enzimas, para forman una aldimina reversible.

A continuacién este producto intermedio sufre un reacomodo interno del doble enlace
para formar una cetoamina reversible llamada producto de Amadori o fructuosamina (1-
amino-1-desoxifructuosa, si el azlcar es la glucosa), esta transformacion ocurre en dias
(Figura 2).21?

R 0
H\ | 4
c—C—H CH,—C
7 NH R
N OH
Base d_e _Schiff Producto de Amadori
(Aldimina) (Cetoamina)

Figura 2. Formacion del producto de Amadori. Por reacomodo interno del doble enlace, la base de
Schiff forma una cetoamina reversible.
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Hasta este punto las reacciones son completamente reversibles y los productos no se
acumulan indefinidamente sino que alcanzan su concentracion de equilibrio y su nivel
“in vivo” dependera fundamentalmente de la concentracién de glucosa presente.'
Como ejemplos de productos de Amadori tenemos a la hemoglobina y proteinas séricas
glucosiladas que se determinan en el laboratorio clinico bajo el nombre de prueba de
hemoglobina A;; (HbA;c) y prueba de fructuosamina, respectivamente, para monitorear
el control de glucemia en pacientes diabéticos durante periodos cortos de tiempo de
hasta 3 meses.>***

Si el estado de hiperglucemia se mantiene prolongadamente, los productos de Amadori
sufren una serie de reacciones de deshidratacion, condensacion, oxidacion y
ciclizacion, generandose un grupo heterogéneo de estructuras unidas a las proteinas
llamados productos finales de glicacion avanzada (AGEs). Este ultimo proceso es
irreversible y toma semanas o meses, por lo que ocurre principalmente sobre proteinas
de vida media larga, como las que forman parte de la matriz extracelular (colageno,
elastina, mioglobina, mielina y cristalina) y sobre proteinas plasmaticas tales como las
inmunoglobinas, albimina y lipoproteinas de baja densidad.® *4*3

Los AGEs pueden formarse por medio de reacciones oxidativas y no oxidativas.
Cuando las reacciones que les dan origen son oxidativas, el proceso en conjunto se
conoce como glicoxidacion y mediante este, se forman AGEs tales como la carboximetil
lisina (CML) y pentosidina; mientras que por procesos no oxidativos se forman AGEs
como pirralina, entre otros muchos.'**®* De gran importancia durante la reaccién de
Maillard es la formacién de productos intermediarios reactivos. Estos productos son
conocidos como oxoaldehidos e incluyen compuestos como glioxal, metilglioxal (MGO)
y 3-desoxiglucosona (3-DG), sin embargo, estos compuestos también pueden
generarse a partir de otras rutas metabdlicas como la de los polioles o a través del
catabolismo de los cuerpos cetdnicos.™® Los oxoaldehidos pueden dar lugar a AGEs
como carboximetil lisina (CML), carboxietil lisina (CEL) y pirralina, y también a los
productos de entrecruzamiento o dimeros de lisina: dimero de lisina y glioxal (GOLD),
dimero de lisina y metilglioxal (MOLD) y dimero de lisina y desoxiglucosona (DOLD)
(Figura 3).1%13
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polioles y la formaciéon de oxoaldehidos.

de lisina y desoxiglucosona).

Los AGEs son compuestos estructuralmente heterogéneos y de vida media larga.
Muchos de estos productos son fuertemente pigmentados y algunos de ellos
fluorescentes, asimismo, algunos tienen la propiedad de formar entrecruzamiento AGE-
AGE (Figura 4). Entre los diferentes tipos de AGEs, la CML y la pentosidina son los que

mas comunmente se forman tanto “in vivo” como “in vitro”. Los estudios realizados a la
fecha, sugieren que los AGEs conocidos constituyen sélo una pequefa fraccion de
aquellos que se producen “in vivo”. A pesar de los avances, se desconocen en gran
medida, tanto los procesos que llevan a la formacion de AGEs “in vivo”, como la
estructura de los mismos; sin embargo, se considera que los AGEs obtenidos “in vitro”
las proteinas

bajo condiciones similares a las patologicas que caracterizan a la diabetes mellitus
comparten epitopes y dominios comunes con

» 12

(hiperglucemia),
modificadas por AGEs “in vivo
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Figura 4. Estructura quimica de varios AGEs y sus nombres triviales.

2.2.3 Mecanismos de dano inducido por AGEs

12,14

Entre los mecanismos a través de los cuales los AGEs producen dafo a tejidos y
organos, se encuentran los siguientes: modificacibn de proteinas funcionales
extracelulares y de proteinas estructurales, generacion de procesos de sefializacion
intracelulares a través de uniones a receptores de membrana, y modificacion de
proteinas intracelulares.
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2.2.3.1 Modificacion de proteinas funcionales extracelulares y
estructurales

Entre las diferentes proteinas funcionales extracelulares, las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) han sido de las méas estudiadas en relacion de como son afectadas por
la glicacion, debido a que tienen una participacion clave en el proceso aterogénico y por
tanto en el desarrollo de las complicaciones micro y macroangiopaticas de la diabetes.
Las LDL transportan la mayor parte del colesterol plasméatico y lo distribuyen a las
células que lo requieren. Las células captan estas lipoproteinas (LP) por fijacion a
receptores de membrana, a través de la fraccibn apoB, para que posteriormente
puedan catabolizarlas. En los pacientes diabéticos, si bien la concentracion de LDL se
mantiene muchas veces dentro del rango normal, se producen alteraciones en las
fracciones componentes, en el didmetro, en la densidad y en la composicion lipidica,
que las hacen mas aterogénicas.'® También en los diabéticos, una gran porcién de LDL
se encuentra glicada y oxidada, lo que interfiere en el reconocimiento de la LDL por sus
receptores especificos de membrana en las células, disminuyendo su fijacién y
degradacion, y favoreciendo el aumento del nivel plasmatico de LDL. Asimismo, la LDL
modificada es captada por los macrofagos, a través de los receptores de AGEs o de los
receptores para LP, transformandose en células espumosas en la intima de las arterias,
con la consiguiente formacién de ateromas.*?

La formacién de AGEs modifica las propiedades funcionales de las moléculas de la
matriz extracelular. La glicacion del coldgeno o cualquier otra proteina de la matriz,
favorece la formacion de entrecruzamientos AGE-AGE entre diferentes zonas de la
misma proteina, entre diferentes proteinas, asi como también, con proteinas del plasma
sanguineo (como albumina, inmunoglobulinas y lipoproteinas de baja densidad). Estos
productos de entrecruzamiento forman aglomerados insolubles y resistentes a
proteasas, produciendo engrosamiento de la membrana basal e hipertrofia de la matriz
extracelular. En los capilares sanguineos esto trae como consecuencia aumento de la
permeabilidad, reduccion de la luz, pérdida de la flexibilidad vascular, estado
protrombdético y disminucién del flujo sanguineo; lo cual conlleva a la aparicion de
alteraciones microvasculares en la retina y el glomérulo, entre otros.***#4

Estudios “in vitro” e “in vivo” han mostrado que en el caso de la nefropatia diabética, la
formacion de AGEs en la colagena tipo IV, laminina, fibronectina y proteoglicanos
heparan sulfato, proteinas que forman parte de la membrana basal glomerular, altera la
estructura de ésta. Dichas moléculas, a su vez, son las que aportan la carga negativa a
la membrana basal que evita el paso de proteinas. Estos cambios traen como
consecuencia la pérdida de las propiedades de filtracion selectiva de la membrana
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basal glomerular y, por lo tanto, la incapacidad del glomérulo para retener proteinas, lo
cual resulta en proteinuria.'®*2

Se considera que el rifion normal elimina eficientemente los AGEs circulantes, pero que
en la disfuncion renal, y particularmente en asociacion con la diabetes, estos productos
se acumulan en el suero. Por lo tanto, en la nefropatia diabética ocurre una alta tasa de
produccion de AGEs y éstos a su vez, no son eliminados adecuadamente por el rifién,
lo cual favorece el incremento de su vida media en el torrente sanguineo, asi como su
acumulacion, favoreciendo sus efectos nocivos sobre tejidos y 6rganos.***2

2.2.3.2 Efectos mediados por receptores

Se considera que muchos de los efectos patologicos de los AGEs se generan a través
de su unién a los receptores especificos (RAGE por sus siglas en ingles: Receptor of
AGESs). En células endoteliales, la interaccion de AGE con RAGE activa vias de
sefalizacion intracelular, que incluyen la proteina cinasa C y las MAP cinasas, entre
otras. Estas inducen la generacion de especies reactivas de oxigeno, via activacion de
la NADPH oxidasa, disfuncién de la cadena de transporte de electrones mitocondrial y
deplecion de glutation reducido (GSH) y vitamina C. Por otro lado, la union de AGE con
RAGE disminuye la produccion de 6xido nitrico (NO), al reducir la actividad de la 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS), disminuyendo la capacidad de relajacion del tono
vascular. El incremento del estrés oxidativo, a través de estos procesos, favorece la
ocurrencia de cambios potencialmente dafinos en la expresion génica, misma que
modifica la funcion celular por la induccion de respuestas inflamatorias,
vasoconstriccion y expresion de genes protrombéticos, eventos relacionados con
disfuncion endotelial y aterosclerosis.'®21314

2.2.3.3 Modificacion de proteinas intracelulares

Los AGES también se pueden formar dentro de las células, como consecuencia de la
hiperglucemia intracelular. El proceso de glicacion intracelular se lleva a cabo con la
participacion de azlUcares como glucosa-6-fosfato, gliceraldehido-3-fosfato y fructosa,
esta Ultima derivada de la via de los polioles. El factor basico de crecimiento de
fibroblastos en células endoteliales, ademas de las proteinas histonas de hepatocitos y
en células beta de islotes de Langerhans, son ejemplos de proteinas intracelulares
modificadas por AGEs. También, se ha detectado insulina glicada dentro de células
beta pancreaticas y en plasma, con niveles elevados, en ratones y sujetos diabéticos.
La glicacion afecta la actividad bioldgica de estas proteinas y podria contribuir a la

resistencia a la insulina, en la DM tipo 2.1%*2
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2.2.4 Degradacion y eliminacion de AGEs

Bajo condiciones fisiologicas, la generacion de AGEs ocurre de manera constante y
baja, y es controlada por mecanismos de degradacion y eliminacion de los mismos. Se
ha propuesto que el principal mecanismo de degradacion de AGEs ocurre a traves de
endocitosis, mediada por receptores en los macréfagos.*?

La protedlisis de AGEs produce péptidos-AGE y aductos-AGE libres (AGE unidos a uno
o dos aminoéacidos), los cuales son liberados a la circulacion. Los aductos-AGE son
eliminados directamente por via renal, mientras que los péptidos-AGE son retomados
por endocitosis en el tibulo contorneado proximal del rifibn y degradados en aductos-
AGE, aunque algunos péptidos-AGE regresan integramente a la circulacion. Estos
péptidos-AGE se pueden unir covalentemente a otras proteinas como colagena, LDL y
fosfolipidos, originando una segunda generacion de AGEs mas reactivos y agresivos
qgue los AGEs de los cuales derivan. Estos AGEs mas reactivos, se incrementan en
situaciones de dafio renal, mas aun asociado a diabetes mellitus, por lo que
probablemente contribuyen a acelerar el dafio vascular extrarrenal en estos
pacientes, 11213
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2.3 Inmunoensayos

Los andlisis por enlace son aquellos en los que se requiere de la participacion de dos
sustancias, una que funcione como ligador y la otra como ligando o sustancia a ser
unida, la cual también es identificada como analito. En estos procedimientos, la
medicion del analito se basa en su capacidad de saturar a su ligador especifico, y la
determinacion subsecuente de las fracciones libre y unida del ligando. Este principio
general puede incluir diferentes ligadores y diferentes métodos para determinar la
distribucion entre las fracciones libre y unida. Los inmunoensayos son los analisis por
enlace en los que el ligador es un anticuerpo.*®*’

La forma de conocer la proporcion de las fracciones libre y unida resultantes, es
empleando una marca ya sea en el ligador o en el ligando, lo cual permite la
cuantificacion después de lograr la separacion de las fracciones. Se entiende por marca
la incorporacién de un elemento, molécula o particula que pueda ser cuantificada por
un método analitico sensible; tales como isétopos radioactivos (Radioinmunoanalisis,
RIA), compuestos fluorescentes (Fluoroinmunoanalisis, FIA), enzimas
(Enzimoinmunoandlisis, EIA), &tomos metélicos y radicales libres.*®*’

2.3.1 Radioinmunoanalisis, RIA

El RIA es una técnica en la cual se utiliza una reaccion en donde el analito en
cantidades variables, compite con una cantidad constante y conocida del trazador
(marca radiactiva del ligando) para ocupar los sitios de uniébn de un anticuerpo
especifico. El radioinmunoandlisis requiere de cuatro componentes fundamentales y de
cinco procesos bésicos.®

2.3.1.1 Componentes del RIA

1. Ligando marcado radiactivamente o trazador. El ligando debe ser marcado
radiactivamente de manera que no pierda su inmunoreactividad y debe poseer
alta pureza. El isotopo radiactivo méas frecuentemente utilizado como marca es el
yodo-125 debido a su vida media de 60 dias.'®*® En el RIA, el trazador se
encuentra en una cantidad constante.

2. Anticuerpo especifico o ligador. Es un anticuerpo obtenido tradicionalmente por
la inmunizacion de animales (anticuerpos policlonales); recientemente gracias a la
introduccion de las técnicas de hibridomas, son utilizados también anticuerpo
monoclonales. Lo mas importante de un anticuerpo es que sea especifico para
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interaccionar con el antigeno. EIl anticuerpo en un RIA se encuentra en una
cantidad constante y limitante. Por regla general, la concentracion o dilucion de
anticuerpo seleccionada para utilizarse en una curva estandar debe de ser aquella
que permita la unién de entre 30 y 50 % del trazador.'®*®

3. Estandares. Son cantidades conocidas del ligando o analito que se desea medir.
Para evitar alteraciones en los resultados se requiere que el estandar sea de la
misma especie de las muestras a evaluar, que este en su forma bioldgica activa, y
que se encuentre en una formulacién que le brinde la méaxima estabilidad.*®*

4. Muestra. La cual contendra el analito no marcado que sera medido y es analogo o
idéntico al ligando empleado como estandar.*®*®

El RIA es un tipo de analisis por saturacion, es decir es un analisis donde se emplea
una cantidad limitada del ligador en presencia del ligando especifico en exceso (sin
marca en concentraciones variables y marcado en una concentracion constante), por lo
tanto, si el anticuerpo especifico esta en tal cantidad que es saturado, la distribucién de
la fraccién unida y lo que se queda libre del ligando marcado, depende de la relacion de
concentracion inicial de los ligandos marcados y no marcados.’

Para estimar la concentracion del analito, los inmunoensayos requieren de la
comparacion de los resultandos obtenidos de las muestras, con los obtenidos de una
serie de estandares de concentraciones conocidas.®*"8

2.3.1.2 Procesos basicos del RIA
1. Lareaccion del RIA

El ligando marcado (trazador) y el no marcado compiten entre si para unirse al
anticuerpo hasta alcanzar el equilibrio de reaccion, con la formacion de los
correspondientes complejos antigenos-anticuerpo. A partir de esta reacciéon puede
determinarse la radioactividad presente en los complejos inmunes, y asociarlos con las
concentraciones de los entandares empleados, lo que permite establecer una relacion
dosis respuesta. Pudiéndose estimar la dosis o concentracién del analito presente en la
muestra a evaluar, por comparacion con el comportamiento obtenido por los estandares
de concentracién conocida (Figura 5).}"*®
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Figura 5. Analisis por enlace en el RIA. En el RIA la cantidad de radiactividad presente en la
fraccién unida es inversamente proporcional a la cantidad de antigeno no marcado, por lo que esta
va disminuyendo desde 50% que es la union maxima, en donde no esta presente el antigeno no
marcado, hasta un 13% cuando existe mayor cantidad de antigeno no marcado que de trazador,
en esta figura. Notese que las cantidades de anticuerpo y trazador son limitadas y constantes, no
asi la del antigeno sin marcar, estas van aumentando, por lo que la unién ligador-trazador
disminuye.
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2. El proceso de incubacién

Tiene una duracion que va desde 2 hasta 24 horas, con una temperatura que varia
entre 4 °C a 37 °C, dependiendo del anticuerpo utilizado y el método empleado. Tiene
como finalidad que se establezca un estado de equilibrio entre el trazador y el ligando
no marcado en su unién con el anticuerpo (Figura 6).*"2

Ag
Antigeno Ab-Ag * Ag
no marcado / Ag U AglL
. Ab
* Ag Anticuerpo
Antigeno \\
marcado Ab-*Ag + *Ag
*Ag U *Ag L

Figura 6. Reaccion de equilibrio en el RIA. Mediante este esquema se demuestra la relacion
de las fracciones unidas al anticuerpo y libres de los antigenos marcados y no marcados. Su
distribucién en los complejos inmunes, esta en funcion de la relacion de concentraciones del
antigeno marcado y el no marcado.

3. Separacion de las fracciones libre y unida

Existen muchos métodos para separar el ligando libre del unido al anticuerpo, entre los
gue se encuentran la migracion diferencial, la precipitacion de los inmunocomplejos
formados mediante la utilizacién de un segundo anticuerpo o por absorcion del ligando
libre utilizando carb6n activado o resinas, seguidos de un proceso de centrifugacion.
Otros métodos emplean fases sélidas donde la formacién de inmunocomplejos ocurre
unida a tubos o placas de polipropileno y la fraccion libre solo se decanta.*”*®

4. Medicién de la radioactividad
La radioactividad del trazador libre o del unido al anticuerpo, es medida en contadores

gamma si se trata de sustancias que emiten rayos gamma como el yodo-125. Los
contadores de centelleo liquido se utilizan cuando la sustancia emite particulas beta

como el tritio o el carbono-14.8
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El conteo de las radiaciones de los tubos procesados se expresa en cuentas por
minutos (cpm). Una vez que se les restan los cpm obtenidos de la union no especifica
(UNE), se convierte a porcentaje de la radiactividad unida al anticuerpo (% de Unién
Especifica) por medio de la formula:

cpm de la muestra - cpm de la UNE
cpm totales

x 100 = % de Union Especifica

Donde, cuentas totales es la cantidad total de radiactividad del trazador presente al
inicio de la reaccion y las cuentas de la muestra es la cantidad de radiactividad unida al
anticuerpo después del método de separacion, ya sea que se halla adicionado
estandares o la muestra problema.*®

Ejemplo. Cantidad total de trazador presente al inicio de la reaccién: 21,480 cpm.
Después del método de separacion (en ausencia de analito sin marcar, que compita
con el trazador) la cantidad del trazador presente en:

Fraccion unida: 7,567 cpm Fraccion libre: 13,913 cpm UNE: 502 cpm

Por lo que, el porcentaje de unién es igual al 32.9 %; éste valor representa la maxima
union del trazador al ligando especifico en ausencia de analito y es llamado Up (Union a
estandar cero o union especifica maxima).

En el siguiente ejemplo, se dan las respuestas correspondientes a cada dosis cuando
se cuantifica la fraccion unida de un trazador radiactivo, representado como porcentaje
de la radiactividad total.

cpm totales: 21480 cpm

UNE: 502 cpm

Concentracion Analito cpm cpm —cpm de UNE % de Unidn
(unidades arbitrarias) especifica

0 7567 7065 32.9

300 7199 6697 312

600 6842 6340 29.5

1200 6054 5552 25.8

2400 4839 4337 20.2

4800 3595 3093 14.4

9600 2633 2131 9.9

19200 1838 1336 6.2

38400 1618 1116 5.2




DESARROLLO Y VAL[DACION DE UN INMUNOENSAYO ENZIMA:I'ICO PARA LA
CUANTIFICACION DE PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA

5. Anédlisis de los datos

Al graficar el porcentaje de trazador unido contra las concentraciones de los estdndares
en una escala semilogaritmica se obtiene una curva sigmoide. La forma de conocer las
concentraciones de las muestras problema es a través de la interpolacion de la
respuesta producida en la curva estandar (Figura 7).
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Figura 7. Estimacién de la cantidad de analito presente en una muestra
desconocida utilizando una curva estandar. La muestra desconocida es tratada bajo
las mismas condiciones que los estandares, y el porcentaje de trazador unido es de
aproximadamente 17.5%; esto corresponde a un valor de 3.52 (escala logaritmica) y un
resultado final de 3311 unidades arbitrarias de concentracion.

En la mayoria de los casos se requieren realizar calculos adicionales o
transformaciones matematicas con la finalidad de obtener una curva estandar, que al
representarse en forma grafica de una linea recta, ya que esto facilita el procesamiento
de los datos.***®

Uno de los métodos més utilizados y uno de los més practicos es la transformacion
Logit. Es un método que emplea la conversion de la dosis a logaritmos y la respuesta
expresada como el logaritmo de la relacién de ((U/Uo) / (1-(U/Ug))).*

X=Log de la dosis Y= Logit = Log de ((U/Up) / (1-(U/Uy)))
Donde:

U = % de unién especifica de cada dosis; Ug= % de unidon maxima a dosis cero.
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En algunas situaciones la transformacion de los datos de la curva estandar mediante el
sistema Logit puede no resultar en una linea recta, por lo que es necesario utilizar otros
modelos y representaciones matematicos como el modelo logaritmico, el modelo de ley
de accion de masas o el modelo logistico de 4 parametros; muchos de los cuales estan
ya disponibles en programas computacionales o en el mismo software del equipo que
realiza la lectura de radiactividad.®

2.3.2 Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima, ELISA

Los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA, por sus siglas en Ingles) son
un tipo de inmunoensayos enzimaticos (EIA) que se diferencian por el hecho de que
uno de los reactivos (antigeno o anticuerpo) es inmovilizado a un soporte sélido, lo que
facilita la separacion de la fraccion libre y unida, una vez que se han formado los
complejos antigeno-anticuerpo. Estos se distinguen de otros inmunoensayos como el
RIA por el uso de una enzima acoplada ya sea al anticuerpo o al antigeno; al anticuerpo
0 antigeno acoplado a la enzima se le conoce como conjugado. Para poner de
manifiesto la presencia de la enzima, esta se hace reaccionar con un sustrato incoloro
para generar un producto coloreado, este sustrato se denomina sustrato
cromégeno.*®%

Los ELISAs presentan grandes ventajas, que hacen que cada dia se vayan imponiendo
sobre métodos tales como aquellos basados en la utilizacién de trazadores radiactivos
o trazadores emisores de luz. Entre las ventajas que presenta se encuentran las
siguientes: no requiere un equipamiento demasiado sofisticado y caro para su
implementacion en el laboratorio; los reactivos empleados tienen un vida media muy
larga (en el caso del RIA, un trazador radiactivo marcado con yodo-125 tiene una vida
media de 60 dias, mientras que un conjugado enzimatico utilizado en ELISA suele
conservarse en buen estado durante afios) y; no se corre el riesgo de contaminacion
producida por el manipuleo de isétopos radiactivos.*?*

2.3.2.1 Clasificacion y Diseio de los ELISAs

En la actualidad existen una gran variedad de disefios de ELISA que permiten la
deteccidn cualitativa o la medicidbn cuantitativa de antigenos o anticuerpos. La
configuracion de un sistema de ELISA especifico dependera de los objetivos que se
pretendan alcanzar; sin embargo, independientemente del disefio del ELISA, estos se
pueden clasificar de forma general en dos tipos:
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A. De ampliacion de actividad, multiplicativos o no

competitivos. En estos

métodos la sefial obtenida es directamente proporcional a la concentracién del

analito que se esta midiendo. Tal es el caso de los ELISA tipo sandwich.

21,22
h ’

De modulacién de actividad, de inhibicién o competitivos. En estos métodos

la sefial obtenida es inversamente proporcional a la concentracion del analito que

se esta midiendo.?>??

Existen varios disefios del tipo competitivo, uno de ellos es aquel en el que se
inmoviliza el antigeno y se utiliza un anticuerpo anti-antigeno marcado con enzima. En
este caso se produce una competicion entre el antigeno unido a la placa (fase soélida) y
el antigeno libre presente en la fase liquida, por unirse al anticuerpo conjugado con
enzima. Como consecuencia de esta competicion, la actividad enzimatica detectable
disminuye a medida que se emplean concentraciones crecientes de antigeno libre, pues
el anticuerpo es neutralizado por el antigeno de la fase liquida y se limita su union a la

fase sélida (Figura 8).%

—_— ’:!: e,® . P/ .
Bloqueo  ®e% o *%0e o. Lavado
OS2 TE
Placa recubierta . F'lacbal reCublc;a'ria y
con antigeno S .I D oqueada
.‘. { 1 ¥ i .. . B
¢ ..... Reaccion
competitiva
- - R D)—(ID
i& Lavado
Deteccion
* 0
Placa Placa con
revelada inmunocomplejos
&P Ag de recubrimiento _{O Conjugado Ab-HRp ~ © Sustrato
e BSA & Ag del estandar ® Producto coloreado

Figura 8. Diagrama esquemaético del ELISA competitivo.
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2.3.2.2 Componentes del ELISA

Fase solida. La fase sélida mas ampliamente utilizada es la placa de ELISA de 96
pocillos manufacturada de cloruro de polivinilo (placas flexibles) o poliestireno
(placas rigidas), que tienen un formato de 8 x 12 pocillos. Su funcion en proveer un
soporte en donde uno de los reactivos (antigeno o anticuerpo) pueda ser
inmovilizado para facilitar la separacion de las fracciones libre y unida, una vez que
se han formado los complejos antigeno-anticuerpo. Estas fases sélidas deben
reunir ciertas caracteristicas, tales como poseer una alta capacidad de unién de
inmunoreactantes, ser capaces de inmovilizar diversos inmunoreactantes, producir
una desorcion minima y desnaturalizacion despreciable de la molécula
inmovilizada.**?®

Buffer de recubrimiento. Los mas utilizados son el buffer carbonatos 50 mM, pH
9.6; Tris-HCI 20 mM, pH 8.5; y PBS, pH 7.2. Estos buffers proporcionan las
condiciones de pH y fuerza i6nica necesarias para que los antigenos o anticuerpos
puedan ser unidos a la fase sélida por absorcién pasiva.??®

Buffer de lavado. Se emplea para separar la fraccion libre de la unida, el buffer
empleado tipicamente es el PBS (100 mM, pH 7.4), aunque también son empleados
los buffer de fosfatos de baja molaridad (10 mM); independientemente del tipo de
buffer, estos pueden llevar un detergente como el Tween-20 al 0.05%.%?3

Buffer de bloqueo. Es un buffer de recubrimiento el cual lleva un agente
blogueante (la cual es una molécula que no interacciona con los componentes del
sistema); entre los mas utilizados se encuentran la leche descremada, BSA,
gelatina, casina, Tween-20, entre otros. Este buffer es empleado para prevenir
cualquier union no especifica, de las proteinas en los sitios libres de la placa, con lo
que se disminuye el backgroud o fondo.**?®

Conjugado. Estos se obtienen por union quimica de unos de los reactivos
(antigeno o anticuerpo) con una enzima. Las enzimas empleadas comunmente son
la peroxidasa de rabano picante (HRP por sus siglas en ingles), la fosfatasa alcalina
(ALP por sus siglas en ingles), la B-galactosidasa y la ureasa. Existen numerosos
métodos de conjugacion quimica entre los que se encuentran la conjugaciéon con m-
NalO4 (meta-peryodato de sodio), con glutaraldehido, con PBQ (p-benzoquinona),
entre otros; la eleccién del método a utilizar dependera de las caracteristicas del
antigeno o anticuerpo a unir y de la enzima. Un buen conjugado enzimatico se
caracteriza por tener una composicion definida y homogénea, se obtiene sin
pérdida de la actividad enzimatica ni de la capacidad de reconocimiento antigénico,
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es altamente estable al almacenamiento por periodos prolongados, el método
empleado para su obtencion produce un alto rendimiento en conjugado y un bajo
rendimiento en homopolimeros y, debe ser econdmico, rapido y facil de
preparar.??%%

VI. Sustrato / Agente cromdgeno /buffer de sustrato. El sustrato es un compuesto
guimico el cual reacciona especificamente con la enzima del conjugado; esta
reaccién produce una sefial que se lee como una reaccion de color (directamente
como un cambio de color del sustrato o indirectamente por el efecto de la reaccion
sobre otro producto quimico llamado agente cromdgeno); para que la reaccién
tenga lugar es necesario controlar las condiciones de pH y fuerza iénica, lo cual se
logra mediante el empleo de buffers. En el cuadro 1 se enlistan los sustratos,
agentes cromoégenos y buffer empleados para las diferentes enzimas empleadas en
los métodos de ELISA.

VII. Solucion stop. Es una solucion que se emplea para detener la reaccion entre la
enzima y el sustrato. En el cuadro 1 se enlistan las soluciones stop empleados para
cada enzima.?®

2.3.2.3 Etapas del ELISA

1. Inmovilizacién de inmunoreactantes en la fase sélida

La inmovilizacién del inmunoreactante en la fase sélida puede ser no covalente o
covalente. La primera se lleva a cabo por absorcidon pasiva, un proceso llamado
comunmente recubrimiento. La mayoria de las proteinas se absorben en las superficies
plasticas, probablemente como resultado de interacciones hidrofébicas entre
estructuras no polares de la molécula y la matriz de plastico. Los factores mas
importantes que afectan en el proceso de absorcion, son la temperatura, el tiempo, el
pH, fuerza iénica y la concentracion. De forma comun, el proceso de recubrimiento se
realiza incubando toda la noche a 4 °C o a 37 °C durante 1-3 horas.

Un rango de concentraciones de entre 1-10 pg/mL en un volumen de 50 o 100 uL de la
molécula de recubrimiento, es suficiente para saturar los sitios disponibles en los
pocillos de la placa. Para controlar el pH y la fuerza iénica, los inmunoreactantes se
diluyen en buffers de recubrimiento.?**
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La inmovilizacién covalente se realiza empleando métodos quimicos, ejemplo de ello es
el uso de glutaraldehido. Estos se emplean cuando las moléculas se unen con muy baja
afinidad al plastico o tienen un alta desorcién, tal es el caso de la union de DNA,
haptenos y oligopeptidos pequefios.?*?* La concentracién éptima del inmunoreactante
para el recubrimiento, debe determinarse por titulacién previa.”**

Cuadro 1. Enzimas, cromégenos y condiciones de stop empleadas en los ELISAs. &

Color Lectura (nm)
Enzima Sustrato Cromaégeno Buffer de  Solucién Sin Detenida Sin Detenida
sustrato stop detener la detener la
reaccion reaccion
H,0 Fosfato / 1.25M Verde / Anarania
2-2 OPD citrato, acido anaranja- I 450 492
(0.004%) do/café
' pH 5.0 sulfarico do
Acetatos
H20:2 SDS .
TMB 0.1M azul Amarillo 650 450
0, ’ 0,
(0.004%) bH 5.6 (1%)
Fosfato /
HRP H20, ABTS citrato, No sto Verde Verde 414 414
(0.002%) P
D pH 4.2
(o%%%i " 5-AS Fgafast%s' Nostop  Café Café 450 450
H,O Diaminobenzidi-  Tris o PBS, ) )
(0_52(;0) o oH 7.4 No stop Café Café
Dietanola-
mina 10
mMy 2M : .
2p-5NPII?/I NPP cloruro de  carbonato Amagllo/ Amagllo/ 405 405
ALP ( om ) p- magnesio de sodio verae verae
0.5 mM,
pH 9.5
Cloruro de
magnesio
y 2- 2M
B- 2NP§ ONPG mercaptoe- carbonato  Amarillo  Amarillo 420 420
ga:Lja.CtO- ( m ) tanol en de sodio
sidasa PBS, pH
7.5.
Ureasa Urea Bromocresol pH 4.8 Mertiolate Purpura Purpura 588 588
1%

p-NPP: para nitrofenil fosfatos; ONPG: o-nitrofenil 3-d-galactopiranosa; OPD: o-fenilendiamina; TMB:
tetrametilbencidina; ABTS: 2,2'-Azino dietilbenzotiazolina acido sulfénico; 5-AS: acido 5-aminosalicilico;
SDS: dodecilsulfato sédico.
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2. Lavado

Para ello se hace empleo de los buffers de lavado los cuales facilitan la eliminacion del
inmunoreactante de recubrimiento no unido a la placa. Esta etapa de lavado y las
posteriores, son criticas para separar el componente especificamente unido al
inmunoreactante inmovilizado en la fase solida, de componentes que puedan
reaccionar de forma no especifica.?*?®

3. Bloqueo

Los buffers de bloque se utilizan debido a que después de la etapa de recubrimiento de
la fase sélida persisten sitios de union al plastico no ocupados, y es necesario bloquear
estos sitios con proteinas no relacionadas con el reconocimiento inmunoldgico. De otro
modo, los inmunoreactantes que se emplearan en etapas posteriores podran unirse a
estos sitios, produciendo resultados alterados.?>*

4. Formacién de inmunocomplejos

Es esta etapa se incuba la muestra problema y/o los estandares en los pocillos de la
placa, de modo que estos reaccionen con el inmunoreactante inmovilizado. En esta
etapa ademas se amplifica o modula la actividad por medio de la utilizacion del
conjugado enzimatico. La adicion de la muestra problema (o estdndares) y del
conjugado se puede realizar simultAneamente o0 en pasos consecutivos con lavados
intermedios, todo ello dependera del disefio del ELISA. El tiempo y temperatura 6ptimos
de incubacion con cualquiera de los inmunoreactantes debe establecerse en forma
empirica.*?®

En esta etapa existe el riesgo de que algunas moléculas del inmunoreactante
(antigeno, anticuerpo o el conjugado enzimatico) se unan en forma no especifica a
algun componente inmovilizado en la fase sdlida, lo que produciria resultados alterados.
Para evitar este efecto se diluye cada inmunoreactante en presencia de un gran exceso
(0.1-1%) de una proteina no relacionada inmunolégicamente, con objeto de que
compita con el inmunoreactante por estos sitios de unién no especificos. Ademas y con
el mismo fin, a estas soluciones diluyentes suele agregarseles un detergente no ionico,
siendo el mas empleado el Tween-20 al 0.05%.%*

La dilucién 6ptima del conjugado enzimatico a ser empleada debe determinarse por
titulacion previa.?*
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5. Revelado

Después de un lavado para eliminar todas las moléculas no unidas a la fase solida en
forma de inmunocomplejos, se aflade el sustrato enzimatico en solucion. Se deja
reaccionar y se lee la absorbancia del color generado mediante espectrofotometria,
utilizando un lector de placas.?

6. Analisis de los resultados

De manera similar a lo discutido para el analisis de resultados en el RIA, la forma de
conocer las concentraciones de la muestra problema en los ELISA, es a través de la
interpolacién de la respuesta producida por cada muestra problema, en el grafico de
dosis-respuesta generado por la curva estandar.
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2.4 Validacion de meétodos analiticos

Un método analitico se define como la descripcion de secuencias de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis
de un componente especifico en una muestra, denominado analito. Como todo proceso
de medicion, éste debe de ser confiable para ser utilizado con un propésito definido.**

La validacion de métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacion analitica deseada; es decir cumple con su propdsito. Segun su objetivo los
métodos analiticos se clasifican en cuatro categorias: 1) pruebas de identificacion, 2)
pruebas cuantitativas para impurezas, 3) pruebas de limites de impurezas y 4) pruebas
de concentracion o potencia.

Al llevar a cabo el proceso de validacion, uno debe tener en cuenta que los parametros
de validacion pertinentes dependen de la finalidad especifica de la medicion; ademas
de si la validacion a realizarse sera parcial o completa.?** En el cuadro 2 se resumen
las 4 categorias de los métodos analiticos y los parametros de validacion a estudiar en
cada uno de ellos.

Cuadro 2. Parametros de desempefio a estudiar en la validacién de los métodos
analiticos.

Clasificacién del .
Prueba para impurezas

método. Identificacion Contenido, Potencia,
o . Valoracion
Parametros Cuantitativa Limite
Exactitud - + - +
Precision
= Repetibilidad - + - +
= Precision - +@ ; +®
intermedia
Especificidad® + + + +
Linealidad - + - +
Limite de ) E) + )
deteccioén
Limite de .
cuantificacion
Rango - + - +

- Significa que esta caracteristica no se evalla normalmente. + significa que esta caracteristica
normalmente se evalla. (1) En los casos en que ha realizado reproducibilidad, la precision intermedia no
es necesaria. (2) La falta de especificidad de un procedimiento analitico podria ser compensado por otros

procedimientos analiticos de apoyo. (3) Puede ser necesaria en algunos casos.
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A. Exactitud

La exactitud de un método analitico expresa el grado de concordancia entre el valor
gue se acepta, ya sea como un valor convencional verdadero o un valor de referencia
aceptado y el valor encontrado con el método.

Existen diversas formas para determinar la exactitud de un método.

a. Empleando el método para analizar un analito de pureza conocida (por ejemplo
una sustancia de referencia).”*

b. Por comparacion de los resultados obtenidos por el método analitico a validar
con los de un segundo procedimiento bien caracterizado, al evaluar las mismas
muestras.?*

c. Por pruebas de recobro, en donde se analiza una muestra antes y después de
adicionar una cantidad conocida del analito, y el resultado se calcula y expresa
matematicamente en forma de porcentaje de recuperacion ((valor obtenido/valor
esperado) x 100).2*%® Un criterio de aceptacion para esta prueba, en el caso de
los ELISAs, es que el porcentaje de recuperacion se encuentre entre 80% Yy
120%.%°

d. Una forma muy empleada para evaluar la exactitud, en los métodos por ELISA,
es a través de ensayos de paralelismo o dilucién, el cual es usado también
para evaluar la linealidad. Para que los resultados de este método sean validos
es esencial que el analito en el estdndar y las muestras tengan un
comportamiento similar; por esta razon las diluciones no deben afectar el
resultado final. Con este ensayo se evalla el efecto matriz. Para llevar a cabo
esta evaluacion se realiza al menos tres diluciones de diferentes muestras que
cubren el rango analitico; los resultados obtenidos se corrigen por el factor de
dilucion y deben ser idénticos dentro del rango experimental, por lo que el
coeficiente de variacion no debe ser mayor al de la precision del ensayo.
También se puede evaluar los resultados a través del coeficiente de
determinacién (r) y correlacion (r).°
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B. Especificidad

La especificidad es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Uunicamente al analito de interés y no de otros componentes de la muestra, entre
los cuales se pueden encontrar impurezas, productos de degradacién, matriz, etc.?®

Para el caso de los bioensayos basados en unién a ligandos (como el ELISA, RIA) se
deben evaluar las interferencias causadas por sustancias fisiologicamente similares al
analito (metabolitos, farmacos, compuestos enddgenos, etc.) de forma individual y en
combinacion con el analito de interés. También se debe estudiar los efectos causados
por la matriz y/o compuestos presentes dentro de esta, como lipidos, hemoglobina,
anticoagulantes, etc. Mediante pruebas de paralelismo se puede evaluar la
especificidad del método.?*?’

C. Precision

La precision de un método analitico expresa grado de dispersion entre una serie de
mediciones obtenidas a partir del muestreo mdultiple de la misma muestra homogénea.
La precision puede ser considerada en tres niveles:

1. Repetibilidad: expresa la precisibn en las mismas condiciones de operacion
(mismo analista, mismos equipos, etc.) durante un intervalo corto de tiempo
(mismo dia). A la repetibilidad también se le denomina precision intra-ensayo.

2. Precision intermedia: expresa las variaciones dentro de laboratorio; diferentes
dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc.

3. Reproducibilidad: expresa la precision entre laboratorios (estudios de
colaboracién, por lo general se aplica a la estandarizacién del método).?

La precision debe ser evaluada usando un minimo de cinco determinaciones por
concentracion. Se recomienda un minimo de tres concentraciones dentro del rango de
concentraciones del método. La precision es generalmente expresada a través de la
varianza, desviacion estandar o el coeficiente de variacion (CV). Los inmunoensayos
enzimaticos, por su propio caracter, son menos precisos que las técnicas quimicas o
fisicas, por lo que el criterio de aceptacibn es menos riguroso. Para cada nivel
ensayado se acepta un CV no mayor al 20%, salvo el limite inferior de cuantificacion el
cual no puede superar el 25% de CV ?’; se consideran 6ptimos los CV menores al 5 o
10%. *°
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D.Linealidad

La linealidad es la habilidad del método para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica definida, son
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un determinado rango de
concentraciones.

En la evaluaciéon de éste parametro es recomendable utilizar una serie de cinco
concentraciones del analito de interés. La linealidad del método puede evaluarse,
analizando los resultados experimentales, por medio de un método estadistico
apropiado, como es la linea de regresion obtenida por el método de minimos
cuadrados, que permiten llevar a cabo la estimacion matematica del grado de linealidad
del método analitico. El coeficiente de determinacion (r?) es utilizado como criterio de
aceptacion en la determinacion de la linealidad del método; considerandose como
6éptimo un r* 20.98.%

E. Limite de deteccidén

El limite de deteccién es la dosis mas baja distinta de cero del analito, que puede ser
detectada por el método, pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto.?*

Para el caso de los inmunoensayos una forma para calcular el limite de deteccion es a
traves de la medicion de la respuesta de un numero considerable de blancos (muestras
que carecen del analito), tipicamente 20 a 50. Entonces se calcula la media de la
respuesta (absorbancia de la dosis cero) y se le resta (si el método es competitivo) o se
le suma (si el método es no competitivo) dos veces el valor de la desviacion estandar.
Finalmente dicho valor obtenido se interpola en la curva estandar y cualquier
concentracion arriba (método competitivo) o abajo (método no competitivo) de este
valor tiene un 95 por ciento de probabilidad de ser un resultado distinto de cero.*®?°
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La epidemia de la diabetes mellitus (DM) es reconocida por la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) como una amenaza mundial.’ Se estimé que en el afio 2011
aproximadamente 366 millones de personas alrededor del mundo padecian diabetes.
Si estas tendencias contindan, para el afio 2030, unos 552 millones de personas
presentaran diabetes.”® En México la DM es una de las principales causas de
defunciones en hombre y mujeres?**° y su tasa de prevalencia en adultos en 2011 fue
de aproximadamente 14.8%, una de las més altas del mundo.?®

En la actualidad la diabetes mellitus es la principal causa de amputacion de miembros
inferiores y de insuficiencia renal en los Estados Unidos de Norteamérica; es la principal
causa de ceguera en la poblacion econdmicamente activa y una de las principales
causas de discapacidad y de mortalidad prematura, cardiopatia isquémica y
enfermedad cerebro vascular. Asi, la diabetes es un problema de salud publica, es un
padecimiento cronico con un alto impacto econoémico, social y familiar, que conlleva a
una disminucién en la calidad de vida de los sujetos que la padecen asi como a perdida
de afios de vida productiva y afios de vida potencial, como consecuencia de sus
complicaciones crénicas o de la mortalidad.**

En las dltimas décadas, la investigacion biomédica ha aportado mucha informacién en
lo referente a la participacion de los AGEs en las complicaciones cardiovasculares y
renales de los pacientes diabéticos. Aparentemente, los AGEs pueden mantenerse en
la circulacién hasta un afio después de su sintesis, y su actividad nociva de
entrecruzamiento con otras proteinas y de depdsito en los tejidos, continda aun
después de que las concentraciones séricas de glucosa regresen a su valor normal
como consecuencia de un tratamiento meédico efectivo. Por tal razon, los AGEs podrian
ser un mejor indicador del estado de control glicémico a largo plazo y del dafio
acumulado en los tejidos del paciente diabético. Conocer las concentraciones séricas
de AGEs en el paciente diabético, constituira una herramienta de gran utilidad para el
control de la enfermedad y la prevencion de las complicaciones cardiovasculares y
renales de los pacientes diabéticos; y contribuird a la disminucion de la incidencia de
muerte de estos pacientes debido a las complicaciones propias de la enfermedad.

A pesar de ello, debido a complicaciones metodolégicas, aln no se cuenta con un
método comercial para medir de forma confiable, las concentraciones circulantes de
AGEs, que permita establecer su relacion con el nivel de gravedad de las
complicaciones asociadas a la Diabetes Mellitus. El desarrollo de metodologias para la
cuantificacion de los AGEs, se ha visto limitado debido a la falta de preparaciones
estandares de referencia y de una unidad estandar reconocida internacionalmente para
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su medida, lo que dificulta la comparacion de resultados entre diferentes laboratorios.
Esto se debe a la heterogeneidad estructural que presentan los AGEs, que no permite
establecer cuales AGEs deberian ser medidos, y en particular, cuales estructuras
quimicas tienen mayor relevancia biolégica. *

Los métodos existentes para la cuantificacion de AGEs estan basados en técnicas
como HPLC, espectrometria de masas y cromatografia de gases, con los cuales se ha
intentado determinar si a través de la medicion de los niveles de AGEs, es posible
establecer valores prondsticos para predecir las complicaciones de la diabetes. Sin
embargo, estos métodos tienen la gran desventaja de no poder implementarse en
laboratorios clinicos de rutina debido a la utilizacién de equipo muy sofisticado para su
realizacion, asi como la baja capacidad de procesamiento simultaneo de
muestras.®*32 Por lo cual, algunos laboratorios han comenzado a desarrollar métodos
para cuantificar estos compuestos mediante inmunoensayos, utilizando procedimientos
propios para la generacién de los anticuerpos anti-AGEs.

En los ultimos afios, el Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), después de
haber probado diferentes procedimientos quimicos y ensayado varios esquemas de
inmunizacion, ha desarrollado una metodologia apropiada para la sintesis quimica de
AGEs, que reproduce a escala de laboratorio, los procesos que normalmente ocurren
en la sangre de los diabéticos. También han logrado desarrollar una metodologia
efectiva para producir anticuerpos especificos contra AGEs con valor diagnéstico para
el monitoreo del paciente diabético. Ya han iniciado el desarrollo y validacion de un
radioinmunoandlisis especifico para medir AGEs en suero, con resultados preliminares
alentadores; sin embargo las desventajas que presenta este método como son la vida
media corta del trazador radioactivo, el equipo sofisticado para su lectura, asi como los
permisos necesarios emitidos por las autoridades correspondientes, para el manejo de
material radioactivo, hacen que se dificulte la implementacion de esta metodologia en
los laboratorios de rutina de otras instituciones de salud que no disponen de grandes
recursos econémicos ni tecnoldgicos.

Por todo lo anterior, el presente trabajo centra su atencion en el desarrollo de un
ensayo inmunoenzimatico de competicion, tipo ELISA, para la cuantificacion de AGEs
circulantes; que pueda ser empleado de forma confiable por los laboratorios clinicos de
rutina. El desarrollo de este ensayo inmunoenzimatico permitiria su empleo en estudios
posteriores para evaluar la relacién entre las concentraciones circulantes de los AGEs
y el grado de complicacion de los pacientes diabéticos, con el fin de brindar un mejor
manejo clinico del paciente diabético.
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4. OBJETIVO

General

Desarrollar y validar un inmunoensayo enzimatico de competicion, tipo ELISA, para la
cuantificacion de productos finales de glicacion avanzada (AGES).

Especificos

VI.
VIL.

VIII.

Preparar el antigeno AGE-BSA.

Producir el suero hiperinmune anti-AGE-BSA y purificar los anticuerpos anti-
AGEs por cromatografia de inmunoafinidad.

Sintetizar un conjugado enzimatico utilizando los anticuerpos anti-AGEs
purificados acoplandolos con peroxidasa de rdbano picante.

Normalizar el proceso de recubrimiento de las placas de ELISA con AGE-BSA.
Determinar el titulo de trabajo del conjugado enzimatico.

Normalizar las condiciones del ensayo.

Validar el inmunoensayo a través de la evaluacion de la exactitud del método a
traveés del andlisis de linealidad y el limite de deteccion, asi como la precision
intra- e interensayo.

Evaluar el desempefio del método en condiciones reales de trabajo al procesar
muestras de individuos sanos controles y de pacientes diabéticos sin y con
complicaciones cronicas de la diabetes.

5. HIPOTESIS

El inmunoensayo enzimatico de competicidén, tipo ELISA, desarrollado para la
cuantificacion de AGEs circulantes, presentara una respuesta analitica satisfactoria que
permitira encontrar diferencias en las concentraciones del analito, entre individuos
controles sanos y pacientes con diabetes mellitus. Quedando demostrado asi, la utilidad
practica del ensayo, no sélo por la confiabilidad de los resultados, sino también, por su
capacidad para ser utilizado en estudios posteriores en donde se evaluara la relacion
entre las concentraciones de AGEs y el grado de complicacion de los pacientes
diabéticos.
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6. MATERIAL Y METODO
6.1 Preparacion del antigeno AGE-BSA

Equipo
= Campana de flujo laminar.
= Estufa de cultivo.
= Centrifuga refrigerada (J-6B; BECKMAN).
» Bomba peristaltica (Pump P-1; Pharmacia Biotech).
= Fraccionador (Waters).
=  Fluorémetro (Luminescense Spectrometer LS-50B; Perkin EImer).

Material
» Sistema desechable de esterilizacion por filtracion con membrana de acetato de
celulosa con poro de 0.22 pym (CORNING).
= Membrana de dialisis de 6-8 KDa (Spectra).
» Columnas cromatograficas 1.5 x 10 cm (Glass Econo-Column BIO RAD).
= Tubos de ensayo 13 x 100 mm.
= Material para RIA de AGEs (Anexo 1).

Reactivos
= D-(+)-Glucosa anhidra (Sigma Aldrich).
= Albumina Sérica Bovina, BSA (Sigma Aldrich).
= Borohidruro de sodio (Merck Millipore).
= Reactivo de Bradford.
= Reactivo DC, para cuantificacion de proteinas por Lowry (BIO RAD).
» Affi-Gel Blue (BIO RAD).
= PBS0.1M,pH?7.4.
= PBS EDTA-Timerosal: Buffer PBS con 25 mM de EDTA y 0.05% de timerosal.
= Buffer de elucion A: buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.1.
= Buffer de elucién B: 1.4 M de NaCl en buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.1.
= Buffer de elucién C: 2 M de guanidina-HCI en buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.1.
= Reactivos para RIA de AGEs (Anexo 1).
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6.1.1 Sintesis del AGE-BSA

Se disolvid 45.5 g (0.25 mol) de D-(+)-glucosa anhidra (Sigma Aldrich) y 25 g de BSA
(Sigma Aldrich) en 500 mL de PBS 0.1 M, pH 7.4. La disolucion se esteriliz6 por
filtracion, en campana de flujo laminar, utilizando un sistema desechable de filtracion
con membrana de 0.22 pum (CORNING); y se incubé a 37 °C por 14 semanas.
Simultaneamente, fue preparado un control negativo siguiendo el procedimiento
anterior, pero sin la adicion de glucosa. EI monitoreo de la formaciéon de AGEs se
realizo mediante la medicién de la fluorescencia emitida. Para ello, cada semana se
tomd, bajo condiciones de esterilidad, una alicuota de la muestra, se le realiz6 una
dilucion 1:50 con buffer PBS 0.1M, pH 7.4 y se leyé en fluorometro (Luminescense
Spectrometer LS-50B; Perkin Elmer) a 370 nm / 440 nm (longitud de excitacion /
emision), con rejillas de 2.5 nm de apertura.

Transcurridas las 14 semanas de incubacion, la solucion de AGE-BSA fue reducida
para estabilizar las bases de Schiff formadas y permitir la completa formacién de los
productos finales de glicacion avanzada. Para lo cual, se adicioné lentamente 10 mL de
una solucion de 200 mg/mL de borohidruro de sodio en agua bidestilada, a la solucién
de AGE-BSA (500 mL), y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 1
hora. Posteriormente, se dializd extensivamente contra buffer fosfato de sodio 20 mM,
pH 7.1 (Buffer A) durante 3 dias con cambios sucesivos de buffer, utilizando
membranas de dialisis Spectra de 6-8 KDa. Finalmente se tomé una alicuota del AGE-
BSA para cuantificar su concentracion de proteina mediante método de Lowry, y se
realizo la evaluacion por fluorescencia. Se establecio su actividad especifica como la
relacion de la fluorescencia 370/440 nm y se definié su concentracion como UAF/mL
(Unidades Arbitrarias de Fluorescencia que tenia una solucion de 1 mg/mL de AGE-
BSA).

6.1.2 Purificacion del AGE-BSA por Affi-Gel Blue

Para eliminar la albimina menos glicada en la mezcla de reaccion, se hizo empleo de
la tecnologia cromatografica de Affi-Gel Blue. El Affi-Gel Blue es un gel de agarosa
reticulada, que tiene unido covalentemente el colorante Cibacron Blue F3GA, el cual
tiene la capacidad de unir especificamente a la albimina.®® Previo a la purificacién del
AGE-BSA se evalué la capacidad de la matriz cromatografica para unir la BSA asi como
el proceso de elucion.
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Para evaluar la capacidad de unién de la matriz, se empacé una columna
cromatografica 1.5 x 10 cm (Glass Econo-Column, BIO RAD) con 20 mL de Affi-Gel
Blue (BIO RAD) y se lavo con 60 mL de Buffer A. Se diluyé 1 g de BSA en 20 mL de
buffer A y se aplicé en la columna cromatografica a un flujo de 30 mL/h, utilizando una
bomba peristaltica (Pump P-1; Pharmacia Biotech). Se recolectaron fracciones de 2.0
mL en tubos de vidrio, empleando para ello un colector de fracciones (Waters). Se lavo
la columna con 60 mL de buffer A para eliminar toda la proteina no unida a la matriz.
Posteriormente se pas6 60 mL de buffer B para eluir la proteina unida débilmente a la
matriz y 60 mL de buffer C para eluir la proteina fuertemente unida. Finalmente se lavo
la columna con 100 mL de buffer A, para restablecer las condiciones de pH y fuerza
iGnica iniciales, quedando la matriz lista para un nuevo proceso de purificacion. Con las
fracciones colectadas y por el método de Bradford, se obtuvo el cromatograma. Se
determind la concentracion de proteina de cada pico por método de Lowry y se estimé
la capacidad de unién maxima de la columna como la sumatoria de la proteina unida en
los picos 2y 3.

Posteriormente, se llevé a cabo la purificaciéon del AGE-BSA. Para ello, 4.3 mL de AGE
reducido y dializado con una concentracion de 35.15 mg/mL (150 mg de proteina)
diluidos con 23 mL de Buffer A fueron aplicados en la columna de Affi-Gel Blue de 20
mL de lecho cromatografico a un flujo de 30 mL/h, utilizando una bomba peristaltica
(Pump P-1; Pharmacia Biotech). Se recolectaron fracciones de 2.0 mL, empleando para
ello un colector de fracciones (Waters). Se lavé la columna con 60 mL de buffer A para
eliminar toda la proteina no unida a la matriz (BSA altamente glicada). Posteriormente
se pas6é 60 mL de buffer B para eluir la proteina unida débilmente a la matriz (BSA
moderadamente glicada) y 60 mL de buffer C para eluir la proteina fuertemente unida
(BSA poco glicada). Finalmente se lavo la columna con 100 mL de buffer A, para
restablecer las condiciones de pH y fuerza idnica iniciales. Con las fracciones
colectadas se obtuvieron dos cromatogramas; el primero por el método de Bradford
(medicion de proteina), y el segundo a través de la medicion de fluorescencia. Para lo
segundo, a cada fraccion colectada se le realizé una dilucion 1:10 con buffer A y se le
ley6 en fluorometro (Luminescense Spectrometer LS-50B; Perkin Elmer) a 370 nm / 440
nm (longitud de excitacion / emision), con rejillas de 2.5 nm de apertura. Por ultimo, se
determind la concentracion de albumina glicada y no glicada, por cuantificacion de cada
pico del cromatograma mediante Lowry.
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6.1.3 Evaluacion del proceso de sintesis y purificacion del AGE-
BSA mediante la medicion de la Actividad Especifica

Se cuantificé por Lowry las concentraciones de proteina del control negativo, del AGE-
BSA sintetizado sin reducir (semana 14), del AGE-BSA reducido, y del AGE-BSA
purificado por Affi-Gel Blue (primer pico); y se ajustaron a una concentracion de 1
mg/mL, utilizando Buffer A. A partir de cada muestra, se realizaron 4 diluciones seriadas
1:2 para obtener las siguientes concentraciones de proteina: 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 y
0.063 mg/mL. A cada dilucion se le midié la fluorescencia (Luminescense Spectrometer
LS-50B; Perkin Elmer) a 370 nm / 440 nm (longitud de excitacion / emisién), con rejillas
de 2.5 nm de apertura. Finalmente se determind la actividad especifica de cada
muestra como el resultado de la pendiente al graficar la concentracion de proteina de
cada dilucién contra la fluorescencia emitida y se expres6 en UAF/(mg/mL).

6.1.4 Determinacion de la concentracion y de la actividad
especifica final del AGE-BSA preparado

Para establecer el valor de la concentracion en masa del AGE-BSA sintetizado,
reducido y purificado para ser empleado como recubrimiento y como estandar, se le
determind su concentracion por el método de Lowry. Una vez establecida su
concentracibn en masa, se prepararon diluciones seriadas del AGE-BSA en
concentraciones de entre 3 hasta 50 ng/mL y se estimd su concentracion en Unidades
de AGEs/mL en funcion de su reconocimiento inmunolégico; utilizando el RIA
previamente desarrollado (Anexo 1). Las concentraciones de AGEs obtenidas para
cada dilucion fueron ajustadas por la concentracion masica y se establecié la actividad
especifica en UAF/(mg/mL).
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6.2 Produccion del suero hiperinmune anti AGE-BSA

Animales de experimentacién
= 3 conejos machos de raza Nueva Zelanda de 3-4 kg de peso.

Equipo
= Contador de radiaciones gamma (Cobra Il Auto Gamma; Packard).

Material
= Material para RIA de AGEs (Anexo 1).

Reactivos
= Adyuvante completo de Freund (Sigma Aldrich).
= Adyuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich).
= AGE-BSA purificado y caracterizado.
= Complete mini (Protease Inhibitor Cocktail Tables, Roche).
» Reactivos para RIA de AGEs (Anexo 1, variante A).

6.2.1 Esquema de inmunizacion

Tres conejos machos de la raza Nueva Zelanda de 3-4 kg de peso, fueron inmunizados
segun un esquema de hiperinmunizaciéon prolongada, que consisti®6 en una
inmunizacion inicial con 1 mL de AGE-BSA disuelto en Adyuvante Completo de Freund
(Sigma Aldrich) a una concentracion de 1 mg/mL. 15 dias posteriores a la primera
inmunizacion, se les administré un segundo estimulo con 1 mL de AGE-BSA disuelto
en Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma Aldrich) a la misma concentracion.
Posteriormente, los animales fueron inmunizados una vez al mes, durante los
siguientes 3 meses, con 1 mL de AGE-BSA en adyuvante incompleto de Freund a una
concentracion de 0.5 mg/mL. En cada inmunizacion realizada, se recolectaron 3 mL de
sangre de cada conejo, por puncion en la vena marginal de la oreja, para seguir la
respuesta inmune contra el inmundégeno inoculado.

Finalmente, mediante el seguimiento de la respuesta inmune de los conejos por
radioinmunoanalisis, se decidié sangrar a los conejos 120 dias posteriores a la primera
inmunizacién. La sangre obtenida de cada animal fue centrifugada para separar el
suero, y a éste se le adiciono por cada 10 mL de suero, 1 tableta de inhibidores de
proteasas (complete mini, Roche) disuelta en 1.5 mL de buffer fosfatos 0.1 M, pH 7,0. El
suero hiperinmune asi obtenido, se conservé en congelacion a 4 °C hasta el momento

de ser evaluado.
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6.2.2 Seguimiento de la respuesta inmune de los animales de
experimentacion por radioinmunoanalisis.

Las muestras de sangre obtenidas de cada sangrado realizado, en cada etapa del
protocolo de inmunizacion, fueron centrifugadas y se les realizaron 19 diluciones
seriadas 1:2 con buffer PBS-gelatina al 0.01%, pH 7.4 hasta obtener una dilucion final
de 1/ 524 288, y fueron analizadas por RIA como se indica en el anexo 1, variante A.

Finalmente para cada animal y para cada sangrado realizado, se graficé la dilucién del
suero contra €l porcentaje de union especifica (% UE) obtenido, verificando asi el
trascurrir de la respuesta inmune de cada conejo; cuando los titulos no se
incrementaron con sucesivas inmunizaciones se decidié terminar el esquema de
inmunizacion y realizar el sangrado total de los conejos.
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6.3 Purificacion de los anticuerpos policlonales anti-AGEs
por cromatografia de inmunoafinidad

Equipo
= Bomba peristéltica (Pump P-1; Pharmacia Biotech).
= Fraccionador (Waters).

Material

= Columna cromatogréfica 1.5 x 10 cm (Glass Econo-Column BIO RAD).

= Tubos de ensayo 13 x 100 mm.

= Sistema desechable de esterilizacidon por filtracidon con membrana de acetato de
celulosa con poro de 0.22 um (CORNING).

= Unidades de filtracion por centrifugacion con membrana de celulosa de 10 kDa
(Amicon Ultra; Merck Millipore).

= Material para RIA de AGEs (Anexo 1).

Reactivos
= Suero hiperinmune anti-AGE-BSA producido en conejo.
= Affi-Gel 102 (BIO RAD).
= BSA (Sigma Aldrich).
= AGE-BSA purificado y caracterizado.
= EDAC (hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida; Sigma Aldrich)
= Buffer de elucion A: buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.1.
= Buffer de elucion D: buffer Tris 0.1M, pH 7.4.
= Buffer de elucion E: 1M de NaCl en buffer glicina 0.1M, pH 3
= Buffer de elucién F: 1M de NaCl en buffer trietanolamina 0.1 M, pH 11.
= Buffer de fosfatos 20 mM, pH 4.7.
» Reactivo de Bradford.
» Reactivo DC, para cuantificacion de proteinas por Lowry (BIO RAD).
= Reactivos para RIA de AGEs (Anexo 1, variante A).

6.3.1 Sintesis de la matriz cromatografica de Affi-Gel 102-AGE-
BSA

Para la sintesis de la matriz de Affi-Gel 102-AGE-BSA, se procedi6é segun lo propuesto
por el fabricante.®® Para ello se mezclé 60 mL de AGE-BSA (con una concentracién de
3.2 mg/mL) con 20 mL de Affi-Gel 102. Bajo agitacion, se afiadi6 700 mg de reactivo
acoplador EDAC, se ajusto el pH a 5.0 con HCI 1 N y se dejé a 4 °C durante 12 horas

en agitacion circular, para que la reaccion se completara.
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Se empac6 una columna cromatografica 1.5 x 10 cm (Glass Econo-Column BIO RAD)
con la matriz de Affi-Gel 102-AGE-BSA preparada y se lavo con 100 mL de buffer A. Se
cuantifico la cantidad de proteina en el eluato; a través de la estimacién de la
concentracion por Lowry y su multiplicacion por el volumen total del lavado. De esta
forma se pudo determinar la cantidad de proteina acoplada a la matriz, como la
diferencia entre la proteina adicionada en la reaccién y la recuperada en el lavado.
Posteriormente se equilibro la columna con 30 mL de buffer D, para dejarla lista para el
inicio del proceso de purificacion.

6.3.2 Eliminacion de los anticuerpos generados contra la matriz
proteica de BSA

A 100 mL del suero hiperinmune anti-AGEs diluido con 200 mL de buffer D, se le
adicion6 1.5 gramos de BSA (Sigma Aldrich), y se dej6 incubando a 4 °C durante 12
horas. La mezcla se centrifugé durante 30 minutos a 3000 rpm a 4 °C y el sobrenadante
resultante se recupero vy filtré por vacio, utilizando una unidad de filtracion desechable
con membrana de 0.2 pm (CORNING).

6.3.3Purificacion de los anticuerpos policlonales anti-AGEs
mediante la matriz de Affi-Gel 102-AGE- BSA.

Se aplicé a la columna cromatografica con matriz Affi-Gel 102-AGE- BSA, los 300 mL
del suero hiperinmune libre de anticuerpos anti-BSA, a un flujo de 35 mL/h. Se lavo la
columna con 200 mL de buffer D conteniendo 0.1 M de NaCl, para arrastrar todas las
proteinas no unidas a la matriz y aquellas unidas mediante interacciones débiles no
especificas; dicho volumen no fue fraccionado. Posteriormente se pasé 200 mL de
buffer E para eluir los anticuerpos cuyas interacciones con la matriz son sensibles al pH
acido (pico 2), recolectandose fracciones de 3.5 mL. Posteriormente, se pas6é 200 mL
de buffer F para eluir los anticuerpos cuyas interacciones con la matriz son sensibles al
pH basico (pico 3). Finalmente se lavd la columna con 120 mL de buffer D, para
restablecer las condiciones de pH y fuerza idnica iniciales. Con las fracciones
colectadas se obtuvieron dos cromatogramas; el primero por el método de Bradford
(medicién de proteina), y el segundo a través de la medicion de la capacidad de unién
de los anticuerpos por radioinmunoanalisis (anexo 1, variante A).

Se mezclaron las fracciones correspondientes a los picos 2 y 3, y se concentraron los
anticuerpos empleando Unidades de filtracion por centrifugacion con membrana de
celulosa de 10 kDa. Una vez concentrados, los anticuerpos fueron dializados
extensivamente contra buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.1 y se les cuantifico la

concentracion de proteina mediante Lowry.
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6.4 Sintesis del conjugado Anticuerpos anti-AGEs - HRP

Material
= Unidades de filtracion por centrifugacion con membrana de celulosa de 10 kDa
(Amicon Ultra; Merck Millipore).

Reactivos
» Peroxidasa de rdbano picante (HRP tipo VI, Rz= 3; Sigma).
= Peryodato de sodio (Merck).
= Borohidruro de sodio (Merck).
= Anticuerpos Anti-AGEs purificados (21.6 mg).
= Buffer fosfato de sodio 10 mM, 0.15 M NacCl, pH 7.2.
= Buffer acetato de sodio 1 mM, pH 4.
= Buffer carbonato de sodio 200 mM, pH 9.5.
= Buffer PBS.
= Glicerol (Fluka).

Se sintetizé el conjugado enzimético por el método del peryodato de sodio.*® Para ello
se disolvid 21 mg de peroxidasa de rabano picante (tipo VI, Rz= 3; Sigma) en 2 mL de
buffer fosfato de sodio 10 mM, 0.15 M NaCl, pH 7.2, y se le adicion6 0,5 mL de
peryodato de sodio (Merck) 0,1 M, preparado recientemente en el buffer fosfato
mencionado anteriormente. Protegiéndose de la luz, se incub6 la solucibn a
temperatura ambiente durante 20 minutos, con agitacibn magnética. Posteriormente se
dializé contra tampoén acetato de sodio 1 mM pH 4 a 4 °C, utilizando unidades de
filtracion por centrifugacion con membrana de celulosa de 10 kDa, se emple6 un
volumen de buffer 3 veces el volumen de la muestra oxidada inicial y se repiti6o el
procedimiento 2 veces. Simultineamente los 21.6 mg de anticuerpos anti-AGEs
disueltos en 5 mL, se dializaron contra tampén carbonato de sodio 200 mM, pH 9.5.

Posteriormente, se mezcl6 ambas disoluciones y se incubd a temperatura ambiente
durante 2 horas con agitacion magnética. A continuacién se adicioné 1.5 mL de
borohidruro de sodio (Merck) 0,1 M en agua destilada, para estabilizar las bases de
Schiff, y se incubd nuevamente a temperatura ambiente durante 2 horas con agitacion
magnética. Transcurrido el tiempo de incubacion, la mezcla se dializé extensivamente
contra buffer PBS, empleando las unidades de filtracion por centrifugacion, y se obtuvo
asi un volumen final de 25 mL de conjugado, el cual se diluyé 1:2 con glicerol (Fluka), y
se conservo hasta ser empleado, a — 20 °C.
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6.5 Normalizacion del Ensayo

Equipo

Lavador de microplacas (Stat Fax 2600; Awareness Technology Inc.).
Lector de microplacas (Stat Fax 2100; Awareness Technology Inc.).
Refrigerador.

Material

Placas de poliestireno de 96 pocillos, de alta capacidad de unién (Costar,
Corning; 3590).

Micropipetas de volumen variable.

Puntas para micropipetas.

Reactivos

AGE-BSA purificado y caracterizado con una actividad especifica de 112 UAF/
(mg/mL) estimada por RIA.

Buffer de recubrimiento: PBS 0.1 M, pH 7.4.

Buffer de lavado: PBS-T; PBS 0.05 M, pH 7.4, Tween-20 al 0.05%.

Buffer de bloqueo: PBS 0.1 M, pH 7.4, Tween-20 al 0.05%, 0.5% de gelatina.
Buffer de ensayo: PBS-BSA 1%, conteniendo 25 mM de EDTA y 0.05% de
timerosal.

Buffer para conjugado: buffer de ensayo conteniendo Tween-20 al 0.05% y SDS
al 0.4%.

Conjugado: conjugado Ab anti AGEs-HRP diluido 1:70 en buffer para conjugado.
Estandares de AGEs: AGE-BSA disuelto en buffer de ensayo en las siguientes
concentraciones: 69, 207, 621, 1863 y 5589 mU de AGEs/mL (0.62, 1.85, 5.55,
16.66 y 50 pg/mL).

Controles internos de calidad: AGE-BSA disuelto en buffer de ensayo en las
siguientes concentraciones:

Control I; 224 mU de AGEs/mL (2 pg/mL).

Control 1I; 1120 mU de AGEs/mL (10 pg/mL).

Sustrato (preparar al momento): 1 tableta de OPD dihidrocloruro de 5 mg (Sigma
Aldrich) disuelta en 11 mL de buffer fosfatos 0.2 M, pH 5.0, mas 74 pyL de una
solucion comercial de peroxido de hidrogeno. Utilizar una tableta por cada placa
a montar.

Solucion stop: Acido sulfirico 2 N.
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6.5.1 Titulacion de los inmunoreactantes

La concentracion optima del antigeno de recubrimiento (AGE-BSA), y la dilucion de
trabajo del conjugado enzimatico se determiné mediante titulacion en formato de tablero
de ajedrez.”® Para ello se recubrié filas, de la placa de ELISA, con cantidades
decrecientes del antigeno y se ensayaron contra diluciones crecientes del conjugado
enzimatico. Se evaluaron para el antigeno de recubrimiento (AGE-BSA) las siguientes
concentraciones: 25, 20, 15, 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 ug/mL; las cuales se titularon contra las
siguientes diluciones del conjugado: 1:30, 1:50, 1:70 y 1:100. Finalmente se selecciono
aguel par, concentracién de recubrimiento-dilucién de conjugado, que presento una
absorbancia entre 1y 1.5.

6.5.2 Recubrimiento y bloqueo de las placas de ELISA

Se recubrieron placas de poliestireno de alta capacidad de union (Costar; Corning) con
100 pL por pocillo de AGE-BSA a una concentracion de 10 pg/mL en buffer de
recubrimiento. El primer pocillo de cada placa (blanco o unién no especifica) se recubrié
con 100 puL de PBS-BSA 1%. Las placas se incubaron a 4 °C en camara humeda
durante 24-48 horas. El antigeno de recubrimiento no absorbido se eliminé lavando las
placas tres veces con 300 pL por pocillo con buffer de lavado. Se realizo el bloqueo con
300 pL de buffer de bloqueo por pocillo, incubandose las placas a 4 °C durante 24
horas en cAmara himeda. Finalmente las placas se lavaron nuevamente tres veces con
300 pL por pocillo con buffer de lavado.

6.5.3 Desarrollo del ensayo

La curva estandar se establecié con 5 concentraciones de AGE-BSA seriadas al triple,
desde 69 hasta 5589 mU/mL (0.62 a 50 pug/mL), las cuales fueron preparadas a partir
del AGE-BSA purificado y caracterizado con una actividad especifica de 112 UAF/
(mg/mL). También fueron preparados dos controles internos con concentraciones de
224 y 1122 mU/mL (2 y 10 pg/mL, respectivamente).

El desarrollo del ensayo se realiz6 como a continuacion se describe. A los tres primeros
pocillos de cada placa se les adicioné 100 pL del buffer de ensayo (UNE: pocillo Al; y
uniones maximas, dosis cero: pocillos B1 y C1). Se adicion6 por duplicado, en cada
placa, 100 pL de cada estandar (pocillos D1 a E2) y 100 uL de cada control (pocillos F2
a A3). A partir del pocillo B3 y hasta el H12, se les adiciono 100 puL de cada muestra a
analizar.




DESARROLLO Y VAL[DACION DE UN INMUNOENSAYO ENZIMA:I'ICO PARA LA
CUANTIFICACION DE PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA

A todos los pocillos se les adiciond 50 pL de la dilucion de trabajo del conjugado Ab anti
AGEs-HRP (dilucién 1:70) y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 30
minutos para que la reaccién antigeno-anticuerpo se llevara a cabo. Se lavaron las
placas 3 veces y se revelaron afiadiendo 100 pL de sustrato por cada pocillo. Se dejo
gue la reaccion procediera a temperatura ambiente durante 30 minutos y se detuvo con
20 pL de &cido sulfarico 2 N. Se midio la absorbancia en un lector de microplacas (Stat
Fax 2100; Awareness Technology Inc.) a 492 nm, restandole la absorbancia a 630 nmy
se interpretaron los resultados empleandose la transformacion Logit para obtener la
linea de regresion a partir de las concentraciones de los estandares.
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6.6 Validacion del Ensayo

Muestras
= Cuatro muestras de sueros de pacientes diabéticos con concentraciones altas de
AGEs.

Equipo
= Lavador de microplacas (Stat Fax 2600; Awareness Technology Inc.).
= Lector de microplacas (Stat Fax 2100; Awareness Technology Inc.).

Material
= Materiales para ELISA de AGEs.

Reactivos
= Reactivos para ELISA de AGEs.
= AGE-BSA purificado y caracterizado con una actividad especifica de 112 UAF/
(mg/mL).

6.6.1 Estudio de linealidad de la curva estandar

Para evaluar la linealidad de la curva estdndar se analizaron por quintuplicado 5 niveles
de concentracion de AGEs (69, 207, 621, 1863 y 5589 muU/mL). Los resultados
obtenidos se analizaron empleandose el modelo logistico para obtener la ecuacion de
regresion. Se establecié como criterio de aceptacion para este paradmetro un coeficiente
de determinacion (r?) mayor o igual a 0.98.

6.6.2 Limite de deteccion

Para determinar el limite de deteccion se monto6 la curva estandar por duplicado y 30
blancos utilizando solo el buffer de ensayo como muestra; se calcul6 la media de las
absorbancias de las 30 repeticiones y a ese valor se le restaron 2 desviaciones
estandar. El nuevo valor obtenido se interpolo en la curva estandar siendo el resultado
el limite de deteccion calculado.
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6.6.3 Determinacion de la precision

Para ello se ensayaron las 2 muestras controles con valores de concentracion de AGE
conocidos (224 y 1120 mU/mL) y que se encontraban dentro del rango de la curva
estandar. Se evaluo la repetibilidad a través del anélisis de 10 replicas de cada una de
las 2 muestras controles, en un ensayo. La precision intermedia (reproducibilidad), se
determind mediante el andlisis de los resultados obtenidos por el mismo analista, al
analizar las 2 muestras controles, durante tres momentos diferentes en un lapso de un
mes. La precisibn se expreso a traves del coeficiente de variacion (CV),
estableciéndose como éptimo un CV menor al 10% y aceptable un CV menor al 20%.

6.6.4 Evaluacion de la exactitud

La exactitud del método se estudié mediante la realizacion de ensayos de paralelismo.
Para lo cual se emplearon cuatro muestras de sueros con concentraciones altas de
AGEs, a las cuales se les realiz6 cuatro diluciones seriadas 1:2, empleando buffer de
ensayo como diluyente. Cada dilucion asi preparada se analizdé por ELISA de AGEs.
Finalmente, las concentraciones de AGEs encontradas se corrigieron por el factor de
dilucion. La exactitud se evalug a través del coeficiente de variacion de los resultados
obtenidos para cada muestra analizada, estableciéndose como criterio de aceptacion
un CV no mayor al de la precision del ensayo.
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6.7 Evaluacion del desempeno del método

Muestras
= 170 sueros de individuos sanos que no padecen diabetes (grupo control).
= 100 sueros de pacientes diabéticos que no presentan complicaciones cronicas
de la enfermedad.
= 139 sueros de pacientes diabéticos con nefropatia diabética.
(Todas las muestras después de su obtencién, fueron preservadas en
congelacion hasta su andlisis).

Material
= Material para ELISA de AGEs.

Reactivos
= Reactivos para ELISA de AGEs.

Para evaluar el desempefio del método en condiciones reales de trabajo se midio, la
concentracion de AGEs circulantes presentes en 170 sueros de individuos sanos, 100
sueros de pacientes diabéticos que no presentaban complicaciones cronicas de la
enfermedad y 139 muestras de suero de pacientes con nefropatia diabética. El analisis
estadistico se realiz6 empleando el programa SigmaPlot version 12.3 (Systat Software,
Inc.). Se calcularon los estadisticos descriptivos para cada grupo de estudio y las
concentraciones de AGEs circulantes encontradas fueron comparadas usando pruebas
no paramétricas. Los tres grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida de una comparacién por parejas por el método de Dunn.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo experimental describe el desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico
de competicion tipo ELISA para medir AGEs circulantes en muestras de sueros, los
cuales podrian ser un excelente indicador del estado de control glicémico a largo plazo
y del dafio acumulado en los tejidos de los pacientes diabéticos. El desarrollo de este
nuevo meétodo para medir AGEs comenzd con la producciéon y caracterizacion de los
reactivos primarios y secundarios, entre ellos el antigeno y los anticuerpos; seguido de
la normalizacion y la validacién analitica y clinica del inmunoensayo enzimatico. A
continuacion se describen los resultados obtenidos durante las etapas de desarrollo del
ELISA.

Preparacion del antigeno AGE-BSA

En la figura 9 y cuadro 3 se muestran los resultados correspondientes a la cinética de
formacion del AGE — BSA, los cuales fueron obtenidos mediante la medicion de la
fluorescencia de las alicuotas muestreadas semanalmente, durante el periodo de
incubacion de la mezcla de reaccion. Como se puede observar, a medida que
transcurre el tiempo de incubacién se produce un incremento en la intensidad de la
fluorescencia emitida, apreciandose que cerca de la semana 14 se alcanza el maximo
de fluorescencia; lo cual concuerda con otros lotes preparados previamente en el
Departamento de Biologia de la Reproduccion. Por lo que transcurridas las 14 semanas
de incubacion, la solucion de AGE-BSA fue reducida para estabilizar las bases de Schiff
formadas y permitir la completa formacion de los productos finales de glicaciéon

avanzada.
Cuadro 3. Cinética de Formacion

50 = de AGEs

Semana Fluorescencia en

UAF

% 40 0 2.96

> 1 3.15

$E 30 2 5.26

8o 3 8.58

£ 20 4 12.24

o 5 15.05

2> 6 18.83

_8 10 7 23.02

. 8 27.06

0 9 32.04

0 2 4 6 8 10 12 14 10 36.10

Semana 11 41.05

12 43.50

Figura 9. Cinética de formacién de AGEs. Muestras leidas 13 45.20

a una dilucion 1/50. UAF: Unidades Arbitrarias de 14 45.16

Fluorescencia.
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La mezcla de reaccion una vez reducida, fue dializada extensivamente contra buffer
fosfato de sodio 20 mM, pH 7.1. Con este paso se elimind aquellos compuestos de bajo
peso molecular presentes en la mezcla, como la glucosa y el borohidruro de sodio sin
reaccionar, y aquellos compuestos secundarios formados durante el proceso de
reaccion. Asi mismo, el proceso de didlisis se emple6 para equilibrar el medio, hacia el
necesario, para llevar a cabo el siguiente paso en la purificacion del AGE-BSA. Al
cuantificar la concentracion de proteina por Lowry se obtuvo un resultado de 35.15 mg
de BSA por mililitro de solucion.

Seguidamente se realiz6 el proceso de purificacion del AGE-BSA, con el objetivo de
eliminar la BSA que fue menos glicada durante el periodo de incubacion, y de esta
forma conseguir un antigeno con mayor actividad especifica y por tanto mas
inmunogénico. Para ello se utilizé la tecnologia de Affi-Gel Blue (BIO RAD), el cual es
un gel particulado de agarosa, que tiene unido covalentemente el colorante Cibacron
Blue F3GA, el cual posee una alta afinidad por la BSA nativa.>® Por lo tanto resulta muy
util para separar la BSA que ha sido altamente modificada por el proceso de glicacién, y
gue por consiguiente ha perdido su afinidad por la matriz, de aquella BSA que aun
conserva su afinidad por la matriz, por haber sido poco modificada estructuralmente.

Previo a la purificacibn mediante esta matriz de afinidad, se evalu6 el proceso de
elucién y se determiné la capacidad maxima de union de la columna de Affi-Gel Blue. El
cromatograma obtenido se muestra en la figura 10. Como se puede apreciar en el
cromatograma, se obtuvieron tres picos, correspondientes a los buffers empleados. El
primer pico corresponde a la BSA en exceso que no se uni6 a la matriz, por estar esta
completamente saturada de proteina, y que es eluida por el buffer de lavado. El pico 2
corresponde a la BSA unida con fuerza moderada y que para su elucién es necesario
un aumento en la fuerza iénica del buffer. Finalmente, el pico 3 corresponde a la
fraccion de albumina fuertemente unida a la matriz y que para su elucion es necesario
el empleo de un agente caotrépico en el buffer, como lo es la guanidina.

De los 1000 mg de BSA aplicados a la columna, se recuperaron 296.5 mg de proteina
en el pico 2 y 164.7 mg en el pico 3; la sumatoria de estas dos cantidades de proteina
(461.2 mg de BSA) corresponde a la capacidad maxima de union de la matriz. Esto nos
permitid establecer que en cada proceso de purificacién no se debe de aplicar en la
columna mas de 460 mg de proteina (por si esta no esta bien glicada). Ademas como
se puede observar, con el proceso de elucion empleado se obtiene una buena
resolucion de los 3 picos.
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Figura 10. Determinacion de la capacidad de unidn del Affi-Gel Blue. Se aplicaron a la columna
cromatogréafica 1000 mg de BSA, de la cual se recuper6 296.5 mg de proteina en el pico 2 y 164.7 mg
en el pico 3. La capacidad de union de la matriz (sumatoria de proteina en los picos 2 y 3) fue por lo
tanto de 461.2 mg de BSA.

La figura 11 muestra los cromatogramas obtenidos en el proceso de purificacion del
AGE-BSA sintetizado, mediante la columna de Affi-Gel Blue; donde se aprecia una
buena resolucion de los picos. Para no saturar la columna (en caso de que toda la BSA
estuviese sin glicar) se aplic6 150 mg de proteina, de la cual la mayor cantidad de
proteina corresponde a la BSA altamente glicada (134.2 mg; pico 1), que al ser
modificada estructuralmente, pierde su afinidad por la matriz y es por tanto eluida con el
buffer de lavado. El pico 2 corresponde a la BSA que ha sido modificada ligeramente
(1.1 mg) y que tiene afinidad moderada por la matriz, mientras que el pico 3
corresponde a la albumina sin glicar que mantiene su afinidad por el colorante (13.2
mg). El proceso de purificacion también fue evaluado a través de la medicion de
fluorescencia, con un cromatograma resultante similar al de proteina; en este puede
observarse como el pico uno, donde se encuentra la fraccion altamente glicada,
presencia la mayor fluorescencia con respecto a las otras dos fracciones.
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Figura 11. Purificacion del AGE-BSA en Affi-Gel Blue. Se aplico a la columna cromatogréfica 150 mg de
proteina, de la cual se recuperé 134.2 mg en el pico 1, 1.1 mg en el pico 2y 13.2 mg en el pico 3.

La figura 12 muestra los resultados obtenidos al realizar el seguimiento de las
diferentes etapas del proceso de sintesis y purificacion del AGE-BSA, mediante la
medicion de la Actividad Especifica; asi como su comparacion con un control negativo
de BSA incubado bajo las mismas condiciones que el AGE-BSA. Al analizar el control
negativo se puede ver que es necesaria la presencia de glucosa en la mezcla de
reaccion para que se puedan formar los AGEs mediante reacciones no enziméticas, la
sola incubacion de proteina a 37 °C, no favorece la formacién de estos compuestos,
razén por la cual la fluorescencia del control negativo es significativamente baja. Por el
contrario, la mezcla que contiene proteina y glucosa al cabo de las 14 semanas de
incubacion presenta una alta fluorescencia. Mediante esto y a través del seguimiento de
la formaciéon de AGEs se pudo comprobar que la fluorescencia es una propiedad
caracteristica de la formacién de AGEs y que es dependiente de la presencia de
glucosa y del tiempo de reaccion.
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Se puede apreciar ademas que la reduccién con borohidruro de sodio produjo un
aumento del 41% en la actividad especifica, debido a que el borohidruro estabiliza las
bases de Schiff y permite la completa formacién de los AGEs. La reduccion quimica
mas la purificacion mediante Affi-Gel Blue (donde se elimina la proteina menos glicada),
provocdé un aumento del 97% en la actividad especifica con respecto al AGE no
reducido y no purificado.
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Figura 12. Incremento de la Actividad Especifica (AE) del AGE-BSA a lo largo del proceso de
sintesis y purificacion. UAF: Unidades Arbitrarias de Fluorescencia.

Finalmente, mediante Lowry se determiné que el AGE-BSA sintetizado y purificado
posee una concentracion de 3.2 mg/mL de proteina y una actividad especifica medida
por RIA de 112 UAF/(mg/mL), muy similar a la obtenida al medir directamente la
fluorescencia, que fue de 114 UAF/(mg/mL) (Figura 12).
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Produccion del suero hiperinmune anti AGE-BSA

Para monitorear el progreso de la respuesta inmune de los animales en cada etapa del
protocolo de inmunizacién, se determind los titulos de anticuerpos de los sueros
obtenidos antes y después de cada inmunizacion. En la figura 13 se puede observar
que los titulos aumentan lo suficiente y se mantienen después de la cuarta
inmunizacién, por lo que en el dia 105 se administré el ultimo refuerzo y 15 dias
posteriores a este, se realizo el sangrado total de los animales por puncién cardiaca.
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Figura 13. Titulo de los antisueros anti-AGE.

Purificacion de los anticuerpos policlonales anti—-AGEs por cromatografia de
inmunoafinidad

Los anticuerpos policlonales especificos anti-AGEs del suero hiperinmune  se
purificaron mediante cromatografia de inmunoafinidad empleando la matriz Affi-Gel
102-AGE-BSA. Previa a ello, los anticuerpos generados contra la matriz proteica de
BSA que se encontraban presentes en el suero hiperinmune se eliminaron mediante la
adicién de BSA para generar macrocomplejos inmunes, los cuales fueron separados
mediante centrifugacion y filtracion.
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La matriz de afinidad empleada (Affi-Gel 102-AGE-BSA) se sintetiz6 segun el
procedimiento propuesto por el fabricante (BIO RAD).** De los 192 mg de AGE-BSA
gue se hicieron reaccionar con 20 mL de Affi-Gel 102, se recuperaron 85.83 mg durante
el lavado de la columna, por lo que sélo 106.2 mg de AGE-BSA fueron los que se
unieron a la matriz.

En la figura 14 se presenta el cromatograma obtenido en el proceso de purificacion de
los anticuerpos anti-AGEs. Se aplicé en la columna cromatografica 100 mL de suero
hiperinmune, diluido con 200 mL de buffer tris 0.1 M, pH 7.4 (para equilibrar las
condiciones de fuerza i6nica y pH) y se lavo la columna con dicho buffer, para eliminar
la proteina no unida; este volumen no fue fraccionado por lo que en el cromatograma no
se aprecia el pico 1. Posteriormente se aplicé el buffer glicina pH 3, para eluir los
anticuerpos cuyas interacciones con la matriz fueron sensibles al pH acido (pico 2) y
finalmente se aplico el buffer trietanolamina pH 11 para eluir los anticuerpos cuyas
interacciones con la matriz fueron sensibles al pH béasico (pico 3). Estos dos picos (2 y
3) se mezclaron, y se concentrd y dializ6 contra buffer fosfato de sodio 20 mM, pH 7.1.
Se obtuvo finalmente 21.6 mg de anticuerpos los cuales fueron empleados para la
sintesis del conjugado con peroxidasa de rabano picante. Se puede ver, mediante el
cromatograma, que con el empleo de este sistema de elucidon se logra una buena
resolucién de los picos.

1000 1 Absorbancia 630 nm r 14000
1 M NaCl en
—— CPM i
Glicina 0.1 M; 12000
e 0.800 -
pH3
5 - 10000
o
g 0.600
o - 8000 E
e (@]
S 1 M NaCl en
_8 0.400 4 Trietanolamina - 6000
o 0.1 M; pH 11 .
2 P Pico 3 L 4000
< 0.200 -
- 2000
0.000 - L o
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Figura 14. Purificacion de Ab anti-AGEs mediante cromatografia en Affi-Gel 102-AGE-BSA. Se
aplico a la columna cromatografica 100 mL de suero hiperinmune libre de anticuerpos anti-BSA,
diluidos1:3 con buffer tris 0.1 M, pH 7.4. De estos 100 mL de suero se obtuvo 21.6 mg de anticuerpos

anti-AGEs.



DESARROLLO Y VAL[DACION DE UN INMUNOENSAYO ENZIMA:I'ICO PARA LA
CUANTIFICACION DE PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA

Sintesis del conjugado enzimatico

Los anticuerpos policlonales anti-AGEs purificados se acoplaron con peroxidasa de
rabano picante para sintetizar el conjugado enziméatico, empleandose el método del
peryodato de sodio. La enzima una vez activada por el peryodato de sodio, se hizo
reaccionar con los anticuerpos para formar bases de Schiff, las cuales se estabilizaron
con borohidruro de sodio. Transcurrida la reaccién de acoplamiento, el conjugado se
dializo utilizando las unidades de filtracion por centrifugacion. El conjugado sintetizado,
y dializado se diluyé 1:2 con glicerol para su conservacion a -20 °C. Se obtuvo un
volumen final de 50 mL, que implica una dilucion de 20 veces del volumen de reaccion
inicial.

Normalizacién del ensayo

Una vez preparados los inmunoreactantes se procedié a normalizar el ensayo. El
método disefiado para la cuantificacion de AGEs sigue el principio basico de los ELISAs
competitivos, donde existe competencia entre el antigeno unido a la placa y el presente
en las muestras, por los sitios de unién del anticuerpo. La cantidad de inmunocomplejos
formados entre el anticuerpo y el AGE-BSA fijado a la placa, es inversamente
proporcional a la concentracion del AGE presente en la muestra. Cuando el sistema
alcanza el equilibrio quimico, los inmunocomplejos no fijados a la placa y el analito libre
se eliminan con una etapa de lavado, finalmente los inmunocomplejos unidos a la placa
se detectan a través de la actividad catalitica de la peroxidasa unida al anticuerpo sobre
un sustrato cromogeno adicionado. La cuantificacion de los AGEs circulantes se logra
por comparacién de la sefial producida por cada muestra problema con las sefales
obtenidas de la curva dosis-respuesta del ensayo.

La concentracion optima del recubrimiento con AGE-BSA vy la dilucién de trabajo del
conjugado enzimético se determind por titulacion. Se decidio recubrir las placas de
ELISA con una concentracion de 10 pg/mL de AGE-BSA vy utilizar una dilucién de 1:70
para el conjugado enzimatico (1:70 x 20 (dilucién previa) = 1:1400 dilucion final de
trabajo del conjugado), ya que como puede observarse en la figura 15, bajo estas
condiciones se consigue una absorbancia entre 1 y 1.5. Con otros pares de
concentraciones también se consigue una absorbancia cercana a 1.5, sin embargo
debido a que el conjugado se debe emplear mas concentrado, se decidié no utilizar
estas combinaciones, pues el conjugado es el reactivo mas costoso.
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Figura 15. Titulacién de los inmunoreactantes del ELISA de AGEs

Después de evaluar diversas condiciones de ensayo como temperatura, tiempos de
incubacion, buffers, etc. se encontr6 que las condiciones idoneas son las que se
mencionan en la seccion de material y método de este trabajo. La curva de calibrado
del método, se establecid con cinco concentraciones que van desde 69 hasta 5589
mU/mL de AGEs; ademas se decidio introducir en el ensayo dos controles internos de
calidad con concentraciones de 224 y 1120 mU/mL, los cuales también fueron
empleados para la evaluacion del parametro de precisién durante la validacion del
método.

Validacién del ensayo

Los inmunoensayos empleados en estudios clinicos requieren de una adecuada
consistencia en sus resultados. La apropiada estandarizacién del ensayo analitico,
seguida de su validacion analitica y clinica, son elementos imprescindibles para
alcanzar optimos resultados. A continuacion se presentan los resultados obtenidos
durante la evaluaciéon de los diferentes parametros estudiados en la validacién del
método.

A.Estudio de la linealidad

En el estudio de linealidad realizado se analizaron por quintuplicado 5 niveles de
concentracion de AGEs (69, 207, 621, 1863 y 5589 mU/mL), los resultados obtenidos
(cuadro 4) se analizaron empleando el modelo logistico para obtener la linea y la
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ecuacion de regresion que se muestran en la figura 16. Se obtuvo un coeficiente de
determinacion (r?) igual a 0.995, el cual fue mayor al criterio de aceptacién establecido
(0.98). Se pudo establecer que el ensayo tiene valor diagndstico en un rango de
concentraciones de 69 a 5589 mU de AGEs/mL, donde existe una relacion
inversamente proporcional entre la concentracion de AGE y la respuesta medida.

Cuadro 4. Linealidad de la curva estandar del ELISA de AGEs

Cé)(;llc:sntgr?g:iérn Absorbancia Desviacion Coef(ijc;iente Logaritmo de la Logit
(mU/mL) pronledlo esta_ndar variacion concentracion del Log [(B/Bo) /(1-(B/Bo))]
(n=5) (n=5) (n=5) estandar
0 1.040 0.044 4.3
69 0.885 0.050 5.7 1.839 0.755
207 0.682 0.066 9.6 2.316 0.280
621 0.437 0.020 4.6 2.793 -0.140
1863 0.272 0.027 9.9 3.270 -0.451
5589 0.125 0.012 9.8 3.747 -0.865
1.100 1.00 - 3 5
0 Ecuacién de regresion:
__ 075 4
= | y =-0.832x + 2.2395
0.900 @ 050 R = 09954
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o~ EL Log. Concentracién AGEs
2 0.700 - s 000 ; ; ; ; '
P ’ o 115 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5
© é -0.25 1
% o -0.50
0.500 1 o
2 — 075
o
2 -1.00 A
2 .
0.300 1 Figura 16.b
5589
0.100 r r r r r 3
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Concentracion de AGEs en mU/mL
Fiaura 16.a

Figura 16. Linealidad de la curva estandar del ELISA de AGEs. La figura 16.a muestra el gréafico
obtenido al graficar directamente la concentracién de cada estandar contra su absorbancia. La figura
16.b muestra el gréafico obtenido una vez linealizada la curva estandar empleando el modelo matemético
logistico. Valor de la pendiente = -0.832, interseccion = 2.239, coeficiente de determinacién = 0.995.
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B. Determinacion del limite de deteccion

Para determinar este parametro se realizaron 30 repeticiones del blanco reactivo, se
calculo la media de las absorbancias obtenidas y a dicho valor se le restaron 2
desviaciones estandar (cuadro 5). El Logit del valor obtenido se interpolo en la curva
dosis-respuesta obtenida del procesamiento de los estandares (figura 17),
obteniéndose asi un resultado de 24 mU/mL de AGEs.

Cuadro 5. Determinacion del limite de deteccion del ELISA de AGEs
Curva estandar

Concentracién del Absorbancia

estandar promedio Log. Estandar Logit
(mU/mL) (n=2)
0 1.203
69 1.077 1.839 0.934
207 0.855 2.316 0.391
621 0.643 2.793 0.060
1863 0.436 3.270 -0.246
5589 0.196 3.747 -0.711
Anélisis de los blancos
Ab . Desviacion Promedio - 2 . Log. De_Ig Limite de deteccion
sorbancia . . Logit concentracion al :
. - estandar desviaciones . (aplicando
promedio (n=30) _ . interpolar el . .
(n=30) estandar valor del Logit antilogaritmo)
1.1833 0.0225 1.1383 1.249 1.379 24 mU/mL
1.50
125 Lo Ecuacion de regresion
1.00 1 y =-0.8227x + 2.3833
g 0.75 R2 =0.9897
m
o 0.50 {
= 025 -
= Log. Concentracion AGEs
8 0.00 T T T \
@ 025 s 1.5 2 2.5 4.5
@  -0.50 A
S
-0.75 1
-1.00 A
-1.25 -

Figura 17. Determinacion del limite de detecci6on. Una vez
calculado el Logit de la media menos 2 desviaciones estandar de la
absorbancia de los blancos ensayados, el valor se interpolé en la
linea de regresiéon obteniéndose un resultado de 1.379, el cual
corresponde al logaritmo del limite de deteccion (24 mU/mL).
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C. Evaluacion de la precisiéon

La precisidon se evaluo a través de la repetibilidad y la precision intermedia al ensayar 2
muestras controles con concentraciones de AGEs conocidos. Como puede apreciarse
en el cuadro 6 los coeficientes de variacion obtenidos tanto para la repetibilidad como
la precision intermedia fueron en general algo mayores al 10%, pero menores al 20%,
en ambos niveles de concentracién evaluados. Esto nos permite afirmar que el ensayo
presenta una adecuada capacidad para reproducir el valor esperado cuando el analisis
se realiza a concentraciones diferentes y en dias diferentes.

Cuadro 6. Determinacion de la precision del ELISA de AGEs

Dia 1 Dia 2 Dia 3 FrRlsler
Intermedia
Concentracién Promedio Concentracion Promedio Concentracion Promedio Promedio
mU/mL (n=10) mU/mL (n=10) mU/mL (n=10) (n=30)
229 218 211
260 239 237 214 246 212 222
— 232 213 258
c_e 257 Des. Est. 235 Des. Est. 222 Des. Est. Des. Est.
c 188 186 153
5 36 26.7 180 30.4 216 29.7 30.6
260 CcVv 224 Ccv 181 Ccv Ccv
258 273 217
267 11.2 202 14.2 204 14.0 13.7
203 173 216
Concentracion Promedio Concentracion Promedio Concentracién Promedio Promedio
mU/mL mU/mL mU/mL (n=30)
989 1059 1123
1051 1071 1408 1149 1192 1148 1122
N 942 964 1167
E) 1052 Des. Est. 1011 Des. Est. 084 Des. Est. Des. Est.
g, R 95.6 e 124 ~e 152 127
1080 Ccv 1202 Cv 1451 Ccv Ccv
1204 1134 1195
1135 8.9 1209 10.8 1124 13.2 11.3
1195 1130 936

Valor teérico esperado CC1: 224 mU/mL, CC2: 1120 mU/mL

D. Evaluaciéon de la exactitud

La exactitud del método se estudié mediante la realizacion de ensayos de paralelismo.
Se emplearon cuatro muestras de sueros a las cuales se les realizé cuatro diluciones
seriadas 1:2, y se les analiz6 por ELISA de AGEs. Como puede observarse en el
cuadro 7 los coeficientes de variacion obtenidos para las concentraciones de AGEs de
cada muestra, son en su mayoria menores al CV de la precisién del ensayo (11.3%),
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con excepcioén de la muestra 2 que fue ligeramente superior. Los resultados obtenidos
indican que el método desarrollado es exacto y que por tanto permite medir la
concentracion real de AGEs circulantes presentes en las muestras, dentro del error
experimental.

Cuadro 7. Evaluacion de la exactitud del método a través de ensayos de paralelismo

i Dilucién AGEs medidos AGEs (mU/mL) x Concentraciéon promedio
(mU/mL) dilucion de AGEs y CV

1 917 917

Muestra 1 2 359 718 825 mU/mL
4 197 788 CV: 10.9%
8 110 880
1 1048 1048

Muestra 2 2 442 884 887 mU/mL
4 208 832 CV: 12.9%
8 98 784
1 1038 1038

Muestra 3 2 475 950 982 muU/mL
4 223 892 CV: 7.6%
8 131 1048
1 1009 985

Muestra 4 2 407 814 863 mU/mL
4 194 776 CV: 10.6%
8 111 878

Estudio del desempefio del método

Como ya se ha mencionado en el planteamiento del problema de este trabajo de
investigacion, el Departamento de Biologia de la Reproduccién del INCMNSZ cuenta
con un radioinmunoandlisis especifico para medir AGEs en suero, mediante el cual ha
obtenido resultados preliminares muy alentadores, ya que ha sido posible mediante su
uso, encontrar una diferencia en la concentracion de AGEs entre individuos no
diabéticos y diabéticos. Por lo cual en la ultima parte de este proyecto se evalud la
capacidad del método de ELISA desarrollado, para diferenciar entre las
concentraciones de AGEs presentes en individuos sanos y pacientes diabéticos sin y
con complicaciones de la enfermedad; todo ello con el fin de asegurar que el método es
adecuado para ser empleado en estudios posteriores en donde se evaluara la relacion
entre las concentraciones circulantes de AGEs y el grado de complicaciéon de los
pacientes diabéticos, con el objetivo de establecer valores de corte a los que se asocien
las complicaciones cronicas de la diabetes. Para ello se analizaron, sueros procedentes
de tres grupos de estudios (grupo control, grupo diabético sin complicaciones y grupo
con nefropatia diabética).
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En la figura 18 se puede observar que los valores obtenidos de los individuos controles
son muy cercanos entre si, mientras que los valores de los pacientes con diabetes y
nefropatia tienen una mayor dispersion, probablemente asociada al nivel de dafio y/o al
tiempo de evolucion de la enfermedad.
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Figura 18. Concentraciones de AGEs circulantes
halladas en cada grupo de estudio, empleando el
métodos de ELISA desarrollado.

Como puede observarse en el cuadro 8, los niveles de AGEs circulantes en los sueros
de pacientes diabéticos sin y con complicaciones estan incrementados en comparacion
con el grupo control, siendo aiin mayores en los pacientes con nefropatia diabética. La
prueba de Kolmogorov —Smirnov demostré que las concentraciones de AGEs presentan
una distribucion no normal (cuadro 9). Se corroboro, mediante el analisis de varianza
de Kruskal-Wallis y el método de Dunn, que los resultados obtenidos muestran
diferencias estadisticamente significativas (P<0.001) entre los 3 grupos (cuadro 10).

Los resultados anteriores indican que el método analitico desarrollado permite evaluar
muestras de individuos sanos y enfermos, siendo capaz de detectar diferencias entre
las concentraciones circulantes de AGEs entre los distintos estados metabolicos
asociados al estado de control glicémico y a la presencia o no de complicaciones

cronicas como la nefropatia diabética.
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Cuadro 8. Analisis descriptivo de las concentraciones de AGEs circulantes halladas en cada
grupo de estudio, empleando el ELISA desarrollado.

Grupo Control Grupo Diabético Grupo con nefropatia
(N=170) (N=100) diabética
(n=139)
Promedio 365 891 1260
Desviacion 235 540 775
estandar
Mediana 317 817 1043
Percentil 210 510 704
25%
Percentil 435 1172 1518
75%

Los resultados estan dados en mU de AGEs/mL

Cuadro 9. Test de normalidad de Kolmogorov - Smirnov (a = 0.05)

Grupo Control Grupo Diabético Grupo con nefropatia
diabética
Estadistico 0.171 0.106 0.135
Valor P <0.001 0.008 <0.001

Valores de P menores a 0.05 indican un comportamiento no normal.

Cuadro 10. Analisis de varianza por rangos
de Kruskal-Wallis (a = 0.05)

Estadistico H 199.771
Grados de libertad 2
Valor de P <0.001
Comparacion multiple por parejas (método de
Dunn)
Comparacion Diferenciade Valor Q P<0.05
rangos
Control vs 185.106 13.693 Si
Nefropatas
Diabéticos 54.214 3.498 Si
S
Nefropatas
Control vs 130.892 8.786 Si
Diabéticos

Valores de P menores a 0.05 indican que existe
diferencia estadisticamente significativa entre los
resultados de los grupos comparados.
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8. CONCLUSION

A través de métodos definidos, reproducibles y accesibles, para la produccién de
reactivos biologicos, se logré desarrollar un ensayo de ELISA de tipo competitivo para
la cuantificacion de productos finales de glicacion avanzada. Se demostro, a través de
la validacién analitica y clinica, que el método cumple satisfactoriamente con el
propésito para el cual fue desarrollado.

El empleo del ensayo inmunoenzimatico desarrollado (ELISA) en condiciones reales de
trabajo, permiti6 obtener resultados preliminares muy alentadores, pues fue posible
encontrar diferencias en las concentraciones de AGESs circulantes entre personas que
no padecen diabetes y aquellas que si la padecen. Por lo que se puede concluir que la
metodologia analitica desarrollada en este trabajo, constituye una herramienta valiosa
gue permitira estudiar mas a detalle el papel de los AGEs en la etiopatologia de las
complicaciones cronicas de la diabetes. Asi mismo pudiera contribuir al diagnéstico
preventivo de la aparicion de las mismas, al mejoramiento de la calidad de vida en
general de los pacientes que sufren de esta enfermedad, al favorecer la aplicacion de
tratamientos oportunos para controlar el estado metabdlico de estos pacientes, y de
esta forma evitar las complicaciones crénicas que conllevan a gastos excesivos de
tratamientos e intervenciones clinicas tales como la hemodidlisis y/o el trasplante de
rifones, mismo que no estan al alcance economico y de cobertura médica de la
mayoria de los mexicanos.
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9. ANEXOS

I. Radioinmunoanalisis para la cuantificacion de AGEs

Principio del método

Es un radioinmunoanalisis en fase liquida con precipitacion por segundo anticuerpo en
presencia de polietilenglicol. Su principio se basa en la competencia que se establece
entre el AGE sin marcar (analito) y el AGE-BSA marcado con I*?°> (marcador radioactivo)
por unirse a un anticuerpo especifico que se encuentra en una concentraciéon limitante
con respecto a la concentracion total de AGE en el tubo. En consecuencia, mientras
mayor sea la concentracion del analito, mayor sera la posibilidad de unirse al anticuerpo
con respecto al trazador radiactivo y viceversa. Los microcomplejos inmunes formados,
son entonces precipitados al adicionar un reactivo de precipitacion que contiene un
anticuerpo secundario especifico contra el anticuerpo primario. Una vez formados estos
macrocomplejos inmunes, son precipitados por medio de un proceso de centrifugacion.
Los complejos inmunes precipitados son leidos en un contador de radiaciones gamma y
la radiactividad medida, es graficada contra la concentracion del analito en cada tubo de
la curva estandar; estableciéndose una curva dosis-respuesta que permite estimar la
concentracion del analito en una muestra bioldgica.

Reactivos

a. Buffer de ensayo (estandar A). PBS pH 7.4 conteniendo 25 mM de EDTA, 0.05
% de timerosal, 1% de BSA.
b. Anticuerpo primario. Anticuerpo anti-AGE (producidos en conejo y purificado por

cromatografia de afinidad) diluido 1/7000 en buffer de ensayo. Contiene colorante
artificial azul 0.1%.

c. AGE-BSA marcada con I'*®. El AGE-BSA - I'*® esta disuelto en buffer de ensayo
ajustandose la marca a 20 000 CPM, conteniendo 1% de suero normal de conejo y
colorante artificial rojo al 0.1%.

d. Estandares de AGEs. AGE-BSA sintetizado y altamente purificado disuelto en
buffer de ensayo en las siguientes concentraciones: 300, 600, 1200, 2400, 4800,
9600 y 19200 pU/mL (0.97, 1.94, 3.88, 7.76, 15.5, 31.0 y 62.0 ng/mL). Contiene
colorante artificial amarillo 0.1%.

e. Controles internos de calidad. AGE-BSA altamente purificado disuelto en buffer
de ensayo en las siguientes concentraciones:

Control I: 1000 pU/mL
Control 1I: 5000 pU/mL
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f. Reactivo precipitante. Antisuero anti-lgG de conejo producido en borrego, diluido
1/10 en PBS pH 7.4, conteniendo 25 mM de EDTA, 0.05% de timerosal, 4% de
polietilenglicol, 0.025% de Triton X-100 y colorante artificial verde al 0.1%.

Material requerido

=  Tubos de borosilicato de 12 x 75 mm.

= Micropipetas de 100 y 200 pl.

» Puntas para micropipetas.

= Agitador tipo vortex.

= Centrifuga refrigerada de angulo libre con velocidad de 3000 rpm.
= Papel absorbente

= Refrigerador

= Contador de radiaciones gamma

Procedimiento
ler Dia

1. Pipetear 200 pL de buffer de ensayo a los tubos de las uniones no especificas
(UNE) (3-4). Pipetear 100 pL de buffer de ensayo a los tubos de las uniones
especificas maximas (Bo) (5-6).

2. Pipetear 100 puL de los estandares por duplicado (tubos 7-20) y de los controles

internos de calidad (21-24).

Pipetear 100 pL de cada muestra por duplicado (25-n...).

4. Pipetear 100 pL de anticuerpo anti-AGE a todos los tubos excepto a los tubos
totales (T) (1-2) y a los UNE (3-4).

5. Pipetear 100 pyL del marcador radiactivo a todos los tubos (1-n...).

Agitar bien todos los tubos excepto los totales (1-2) en un vortex.

7. Incubar a 4 °C de 18-24 horas (toda la noche).

w

o

2do Dia

8. Agitar manualmente el reactivo de precipitacion.

9. Pipetear 200 pL del reactivo de precipitacién a todos los tubos excepto los totales
(1-2).

10. Agitar bien todos los tubos en vortex, excepto los totales (1-2).

11. Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

12. Centrifugar todos los tubos excepto los totales (1-2) durante 30 minutos a 3000
rpm, a 4 °C en centrifuga refrigerada.
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13. Decantar el sobrenadante, dejar volteados los tubos sobre papel absorbente
durante 5 minutos.

14. Secar los tubos hasta la mitad con hisopos de papel absorbente.

15. Contar todos los tubos durante 1 minutos en un contador de radiaciones gamma.

Calculo de resultados

1. Calcular el promedio de los CPM de los tubos totales (1-2), de las UNE (3-4), de
los Bo (5-6) y todos los duplicados de las muestras ensayadas.

2. Restar el promedio de los CPM de los tubos UNE a los promedios de todos los
tubos excepto los totales. La diferencia es lo que se emplea en el resto de los
calculos.

3. Calcular el porcentaje de unién especifica maxima (% Bo) del marcador
radiactivo (CPM Bo/ CPM totales) x 100. Este porcentaje debe estar entre 20-
40%.

4. Calcular el porcentaje de union especifica (%UE) de los demas tubos mediante la
siguiente formula:

CPM promedio de cada dilucion — CPM promedio de las UNE

100 = % UE
CPM promedio de las cuentas totales x100="%U

5. Grafigue y linealice el %UE contra la concentracion de cada estandar para
construir la curva estandar.

6. Determine la concentracion de AGEs en las muestras problema y los controles
por interpolacion en la curva estandar (sustituyendo de la sefial medida para las
muestras problemas, en la ecuacién de la curva dosis-respuesta de los
estandares).

Variante A. RIA de AGEs para la determinacion de titulo de antisuero.

Esta variante es empleada para realizar el seguimiento de la respuesta inmune en
animales inmunizados contra AGE-BSA y para el seguimiento de los procesos de
purificacion de los anticuerpos anti-AGEs. Debido a que aqui lo que interesa es analizar
la actividad de los anticuerpos presentes en los sueros inmunes y no la presencia de
AGEs, las diluciones de los sueros inmunes a analizar se montan como si fueran
uniones maximas y no es necesaria la comparacion con una curva estandar. Solo se
estiman las uniones especificas maximas.
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Reactivos

No se requiere del anticuerpo primario, los estandares, ni los controles internos
de calidad.

El buffer de ensayo y la marca se preparan igual que para la cuantificacion de
AGEs, con la excepcion de que la BSA al 1% se sustituye por gelatina al
0.1%.

Material requerido

El mismo que para la cuantificacion de AGEs.

ler Dia
1. Pipetear 200 pyL de buffer de ensayo a los tubos de las uniones no especificas
(UNE) (3-4). Pipetear 100 pL de buffer de ensayo a los tubos de las muestras (5-
n...).
2. Pipetear 100 pL de cada muestra (diluciones seriadas del suero hiperinmune) (5-
n...).
3. Pipetear 100 pyL del marcador radiactivo a todos los tubos (1-n...).
4. Agitar bien todos los tubos excepto los totales (1-2) en un vortex.
5. Incubar a 4 °C de 18-24 horas (toda la noche).
2do Dia

Se realiza igual que lo mencionado anteriormente para la cuantificacion de AGEs.

Calculo de resultados

Calcular el % UE como ya se menciono anteriormente.
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