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ABREVIATURAS

ROS especies reactivas de oxigeno

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazina

OVA ovoalbumina

BSA albumina sérica bovina

CoA acetil coenzima A

SOD superoxido dismutasa

NO oxido nitrico

NADPH nicotinamida adenin dinucleotido fostato reducido
RL radicales libres

RI respuesta inmune

Ag antigeno

Ac anticuerpo

Ilg inmunoglobulina

IV via intravenosa

ID via intradérmica

SC via subcutanea

IM via intramuscular

IP via intraperitoneal

RIA radioinmunoanalisis

ELISA ensayo de inmunoabsorbente ligado a enzima

HRP peroxidasa de rabano picante




1 RESUMEN

El estrés oxidativo es el conjunto de mecanismos que mediante las especies
reactivas de oxigeno ROS por sus siglas en ingles (reactive oxygen species) ,
produciendo alteraciones en la protedlisis, provocando la oxidacion de aldehidos y
generando un gran namero de grupos carbonilos dentro de la célula, causando
alteraciones en proteinas, lipidos y acidos nucleicos lo cual puede desencadenar una
serie de graves patologias como: arteroesclerosis, cancer, diabetes mellitus,
enfermedad Alzheimer, entre otras. Aln que existen kits comerciales para su valoracion
como: superoxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa; pero debido a que hay
pocos Yy muchos de ellos necesitan de equipos especializados para la lectura de los
resultados esto aumenta los costos. En este trabajo se obtuvo un anticuerpo a partir del
hapteno 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que se conjugé con los acarreadores
ovoalbumina (OVA) y albumina sérica bovina (BSA); y se valoré su funcionalidad por
ensayo inmunoenzimatico, proporcionando un resultado Optimo, esto podria
proporcionar un método alternativo para la obtencion de anticuerpos especificos en la
determinacién de proteinas que presenten grupos carbonilos generados por el estrés

oxidativo, para ser usado en técnicas inmunoenzimaticas
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2 INTRODUCCION

La oxidacion es un proceso que involucra una pérdida de electrones, captacion de
oxigeno o pérdida de hidrégeno; asimismo, la reduccion es el caso inverso donde hay
captacion, electrones o pérdida de oxigeno. Todo proceso de oxidacion siempre va

acompafiado de una reduccion.*

En la naturaleza existen procesos oxidativos la combustion y la respiracién esto
tienen caracteristicas semejantes, ya que son procesos a través de los cuales algunos
sustratos combustibles se transforman en energia consumiéndose el oxigeno,
liberdndose agua y dioxido de carbono. Los seres vivos obtienen la mayor parte de su
energia a través de reacciones de este tipo.

El oxigeno es importante para la vida, pero también puede ser fuente de
enfermedades a través de una produccion incontrolada de especies reactivas de
oxigeno (ROS), rompiendo el equilibrio y generando lo que se llama estrés oxidativo. En
este proceso, los ROS intervienen en procesos fisiolégicos y patoldgicos que modifican
los &cidos nucleicos, lipidos, carbohidratos, proteinas y alteran los procesos celulares
(funcionalidad de las membranas, produccion de enzimas, etc.). En el caso de las
proteinas, las EROs modifican las cadenas laterales del acido en los aminoacidos
(sobre todo: lisina, arginina, prolina e histidina) resultando la generacién de carbonilos
libres.?

Existen pruebas para determinar las oxidaciones de las diferentes enzimas
utilizadas para la valoracion del estrés oxidativo; sin embargo, su adquisicion es
costosa y requieren de aparatos especializados para interpretar los tres resultados, por
lo que en este trabajo se implementé la elaboracion de reactivos bioldgicos para la
deteccion de grupos carbonilo a partir de OVA (ovoalbumina), BSA (albumina sérica
bovina) con la DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) realizando la conjugacion del hapteno

generando un anti-DNPH que fue probado con la técnica de ELISA.



3 MARCO TEORICO

3.1 Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas generadas por el rompimiento
homolitico de enlaces, los cuales contienen un electron desapareado en uno de sus

orbitales, proporcionandoles alta inestabilidad y reactividad®. (Figura 1).

XOY—> 2(+Y
O

Figura 1 Generacion de un radical libre.

En general estos procesos se producen a través de la absorcion de radiacion
ionizante, ultravioleta, visible o térmica; o por reacciones redox tales como las de
transferencia de electrones no enzimatica, reacciones catalizada por metales o

procesos catalizados por enzimas. *

Las reacciones en las que estan implicados los radicales libres son fundamentales
para el normal funcionamiento de un amplio espectro de procesos biolégicos. Debido a
la presencia generalizada del oxigeno molecular en los organismos aerobios y su
capacidad de aceptar facilmente electrones, las especies reactivas de oxigeno en gran

medida median las reacciones en las que se implican un radical libre a nivel celular.

La mitocondria es la principal generadora de radicales libres y, normalmente, el 2% del
oxigeno es reducido en forma incompleta al aceptar un menor nimero de electrones,
dando compuestos intermediarios inestables, ROS (especies reactivas de oxigeno).
Otras fuentes, del superoxido y el peroxido, son las enzimas oxidativas: como la xantina
oxidasa, la acil CoA (Acetil Coenzima A) oxidasa, citocromos P-540, peroximas, Yy
organelos del citosol ricos en oxidasas; estas enzimas se activan en procesos
fisiolégicos que favorecen la produccion de ROS, provocando lesibn en las

biomoléculas (proteinas, lipidos, y &cidos nucleicos), generando una variedad de
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transformaciones fisiologicas y bioquimicas que llegan a producir deterioro y muerte

celular.*

3.2 Antecedentes historicos

La presencia de radicales libres en materiales biologicos fue descubierto hace mas
de 110 afios. Comenzando con los estudios clasicos de Gomberg® (1900) y de Paneth®
(1929) demostraron la existencia en fase gaseosa de arreglos moleculares,
relativamente estables, conteniendo un electron desapareado en sus Orbitas de
valencia. Estos arreglos moleculares, productos de la ruptura hemolitica, correspondian
a los radicales trifenilmetilo (Fen)s-C-y alquilo ( R-), para indicar con el punto al electron
desapareado y se denominaron radicales libres. En sus estudios de formacién de acido
bromhidrico, a partir de bromo e hidrégeno en fase gaseosa, Rice y Herzfeld’(1934)
clasificaron las reacciones que involucran la formacién de un radical libre en reacciones
de iniciacion, propagacion, inhibicion y terminacion. La nomenclatura de Rice-Herzfeld
se utiliza actualmente en bioguimica, donde se habla de reacciones de propagacion o
adicién y terminacion para el proceso de peroxidacion lipidica y el efecto de los

antioxidantes. En 1939, Leonor Michaelis®*°

propuso que la oxidacion de todas las
moléculas organicas bivalentes ocurre con la formacion de un radical libre intermediario
y lo demostré con una titulacién, la formacién de las benzoquinonas y naftoquinonas.
En 1946, Michaelis describié la reduccién univalente secuencial del oxigeno como
mecanismo molecular de cuatro pasos de transferencia de un electrén, con formacion
de radical superdxido (Oy), peroxido de hidrégeno (H20,), y radical hidroxilo (HO-)
como los intermediarios de la reduccion parcial del oxigeno y con formacion de agua

como producto final y de reduccion total. (Figura 2.)
O; —= O;—>= H0; —= HO—= H,0

Figura 2 Reduccién del oxigeno®?



“_.gﬁ OO DN ,VF(%«
e
S92
0, W
Raa (e

W)

O

Nt e

En 1954, Rebeca Gerschman', publicé “oxygen poisoning and X-irradiation: a
mechanism in common”. La hipGtesis se basa en el efecto sinérgico del oxigeno
hiperbérico y de la radiacién X, en la prolongacion de vida a la que son sometidos los
ratones a oxigeno hiperbarico por tratamiento con radio-protectores conocidos
(sustancias con grupos tioles y antioxidantes), esto dio origen a la ‘“feoria de

Gerschman”, que postulaba:

a) los radicales libres del oxigeno son el mecanismo comun de las
toxicidades del oxigeno y de la radiacion.

b) un aumento en la presion parcial de oxigeno o una disminucién de la
defensa antioxidante llevan igualmente al dafio celular y tisular.

C) la toxicidad del oxigeno es un fenébmeno continuo.

Estos postulados no fueron aceptados en su momento, considerando que los
radicales libres eran demasiado reactivos y toxicos para existir en los sistemas
biolégicos en condiciones fisiolégicas.'> Poco después, Denham Harman®® y su
hipétesis de los radicales de oxigeno, pueden formarse como subproductos de las
reacciones enzimaticas en vivo. En 1956, Harman describe que los radicales libres son
como una caja de pandora; los males que generan pueden explicar el dafio grave
celular, mutagénesis, cancer, y por ultimo el proceso degenerativo de envejecimiento

biolégico.™

La ciencia de los radicales libres en los organismos vivos, entra a una segunda
era en 1969 al describir McCord y Fridovich®® la funcién de la enzima superéxido
dismutasa'* (SOD) convenciendo a la mayoria de sus colegas que los radicales libres
son importantes en la biologia. En 1972-73, Boveris y Chance®®!’ describieron la
produccion mitocondrial de H,O, en las mitocondrias del higado y corazon, como un
proceso fisioldgico modulado por las condiciones energéticas de la célula. En 1975-77,

18-20

Boveris y Cadenas identificaron al radical O," como precursor del H,O, mitocondrial

de una reaccidn catalizada por la Mn-SOD de la matriz mitocondrial, identificaron a la
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reaccion de la autoxidacion no enzimatica de la ubisemiquinona (UQH-), el intermediario
michaeliano univalente de la oxidacion del ubiquinol, de la cadena respiratoria
mitocondrial, como fuente principal del radical O, en los 6rganos de los mamiferos.
Unos afios después, Boveris y Turrens encontraron que la reaccion de autoxidacion de
la flavina semiquinona de la NADH-deshidrogenasa de la cadena respiratoria en una
reaccion de auto-oxidacion analoga a la descrita para la ubisemiquinona como el
marcapaso del proceso de envejecimiento en los érganos de los mamiferos, y a la
reaccion de auto-oxidacion de la flavina semiquinona de la NADH-deshidrogenasa
como un paso determinante en enfermedades neurodegenerativas, especialmente en la
enfermedad de Parkinson. Estas observaciones, sobre la produccion mitocondrial de
O, unificaron los campos de las superéxido dismutasas y de la produccion de O,- y
H,O, en las células de mamiferos y abrieron el camino a la aplicacién de los conceptos
de produccion, estados estacionarios y utilizacion de radicales libres y especies
guimicas relacionadas en condiciones fisiologicas y patoldgicas en los 6rganos de los

mamiferos.*?

Numerosos investigadores se inspiraron en investigar el dafio oxidativo causado por
los radicales en el DNA, proteinas, lipidos y otros componentes de la célula. Una
tercera era se inicid6 con los primeros informes que describen ventajosos efectos
biolégicos de los radicales libres. Mittal y Murard®* sugieren que el anién superéxido
(O,.), éste derivado del radical hidroxilo, estimula la activacién del guanilato ciclasay la
formacion del segundo mensajero. Efectos similares fueron reportados para el
superoxido derivado del peréxido de hidrégeno. Ignarro, Kadowitz??, Moncada®® y
colaboradores descubrieron el rol de 6xido nitrico (NO) que es regulador molecular en el
control de relajacion del mdusculo liso e inhibicién de la adhesion plaguetaria. Roth y
Droge®* encontraron que el anién superéxido en bajas concentraciones (proveniente del
peréxido de hidrégeno) incrementa la produccion de interleucina 2 (la cual es un factor

2
| 5

de proliferacion) en células T .Keyse y Tyrrell™ mostraron que el peroxido de hidrogeno

induce hem-oxigenasa (HO-1). Storz*® y colaboradores reportaron la induccién de
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varios genes en bacterias por accién del peréxido de hidrégeno y Schreck y Baeueler?’
reportaron la activacion del factor transcripcion, factor nuclear (B (NF-«B) por accion del

perdxido de hidrégeno en células de mamiferos'* ** (Figura 3)

Poderoso-Cadenas Shunt
"-'

Fenton/Habe i 4 ' An-Radi-Freeman
Reaccid ‘ Reaccion
Lipoperoxidacion

Figura. 3 Esquema de reacciones de radicales libres en los sistemas bioldgicos®?

A principios del siglo XXI surgieron una gran cantidad de evidencias mostrando
gue los organismo vivos no soOlo han adaptado a una convivencia hostil con los
radicales libres, de hecho, han desarrollado mecanismos para un uso ventajoso de

estos; las funciones fisioldgicas que involucran a los radicales libres o sus derivados,
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son las siguientes: la deteccion de la tension de oxigeno y la regulacion de las
funciones que son controladas por la concentracion de oxigeno, mejora las
transducciones de sefales de receptores de membrana, incluyendo el receptor de
antigeno de linfocitos y las repuestas de estrés oxidativo que aseguren el
mantenimiento de la homeostasis redox. EI campo de la regulacién redox, también esta
recibiendo una creciente atencion de los colegas clinicos en vista del papel que el
estrés oxidativo juega en numerosas enfermedades. El delicado equilibrio entre los
efectos beneficiosos y perjudiciales de los radicales libres sin duda tiene un aspecto
importante de la vida. Se ha presentado un amplio crecimiento en la investigacion de la
“regulacion bioldgica redox” teniendo un gran impacto en diversas disciplinas, como

fisiologfa, biologia celular y medicina clinica.** **

3.3 Especies reactivas de oxigeno (ROS)
3.3.1 Radical superoxido Oy°

Es formado por la reduccion univalente del estado triplete del oxigeno molecular
(O,). Este proceso se da mediante las enzimas; NAD(P)H oxidasa y xantina oxidasa o
de manera no enzimatica por reactivos redox compuestos, tales como el compuesto
semi-ubiquinona de la cadena de transporte electronico mitocondrial después el SODs
lo convierte enzimaticamente en peréxido de hidrégeno. En tejidos biol6gicos no se
puede convertir enzimaticamente en peroxido de hidrégeno y oxigeno. En presencia de
la reduccion de metales de transicion (ej. iones hierro y cobre) el peréxido de hidrégeno
se puede convertir en hidroxilo, que es altamente reactivo. Por otro parte, el per6xido de
hidrégeno se convierte en agua por las enzimas catalasa y glutation peroxidasa, en esta
reaccion el glutation peroxidasa, se oxida a glutation disulfuro y transformado en
glutation reductasa en un proceso que consume a la NADPH. Asi el peroxido de
hidrégeno y oxido nitrico se convierten facilmente, por las enzimas y reacciones no
enzimaticas, en especies reactivas no radicales como el oxigeno no singulete, peroxido

de hidrégeno, peroxinitrilo, estas especies pueden dar lugar a nuevos radicales. Actla,
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fundamentalmente como agente reductor donando su electrén extra, también como
agente oxidante, aunque de manera mas pobre, en cuyo caso es reducido a peroxido

de hidrogeno.

Su reactividad quimica del radical superoxido es alta en disolventes organicos,
aunque es poco reactivo en soluciones acuosas, lo que permite difundirse lejos de su
lugar de formacion reaccionando con otras sustancias dentro de la célula y
comprometiendo el funcionamiento de la misma. El radical superéxido es producido
extracelularmente es capaz de entrar a las células a través de los canales anionicos
transmembrana. Ataca al ADN, fosfolipidos de membrana, polisacaridos, tioles y
aminas. Aunque se piensa que la mayoria de sus efectos dafiinos derivan de su
capacidad para generar radicales libres altamente téxicos, como el radical hidroxilo,

también se le ha implicado en el inicio y en la peroxidacion lipidica.*
3.3.2 Radical hidroperoxilo o diéxido de hidrégeno (H-O-O-)

El radical H-O-O es la forma protonada del radical superdxido, mas liposoluble. Es
un oxidante mucho mas potente que el radical superéxido y su vida media es mayor,
tiene un papel mas importante en la lesién oxidativa de compuestos biolégicos. Sin

embargo, ha sido implicado en las reacciones de terminacion de peroxidacién lipidica.*
3.3.3 Radical hidroxilo o monoxido de hidrégeno (-OH)

El mond6xido de hidrogeno es el estado reducido del oxigeno molecular por la
ganancia de tres electrones, también se genera de la reaccién Haber-Weiss o en la
reaccion de Fenton. Otros mecanismos por los que se puede formar radical hidroxilo in
vivo, independientemente de iones metalicos, es la interaccion entre el radical

superoéxido y el acido hipocloroso, ambos producidos por neutrdfilos activados.

El OH es el oxidante mas potente de los sistemas bioldgicos y el radical libre del

oxigeno mas reactivo que se conoce, debido a su capacidad de difusidbn minima,

10
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reaccionando alli donde se produce. Se combina rapidamente con moléculas de su
alrededor cediendo y captando electrones, poniendo en marcha reacciones en cadena;

su vida media es extremadamente corta.

El radical superoxido y el peréxido de hidrégeno son menos reactivos, ya que
pueden difundir ciertas distancias desde su lugar de formacién, generando radical
hidroxilo cuando se encuentra con metales de transicion. Reacciona con todas las
moléculas conocidas y muy relevante es el dafio que produce en el ADN donde induce
mutaciones e inactiva las enzimas y las membranas que desencadena la peroxidacion

lipidica.

En el organismo no existen sistemas de defensa directos para neutralizar al radical

hidroxilo.*

3.3.4 Radical peroxilo (ROO')

Lo mas caracteristico es su formacion en la peroxidacion de los acidos grasos

poliinsaturados (RH), donde R= radical alquilo.

RH— R +H,0—— ROO

Posee una capacidad oxidante baja y una menor reactividad en relacion con el
radical hidroxilo; su vida media es mayor lo que le confiere mayor capacidad de
difusién en los sistemas bioldgicos. Los radicales peroxilo también inician la oxidacion

de proteinas y carbohidratos.*
3.3.5 Radical alcoxilo (RO)

El radical superdoxido puede reaccionar con los hidroperéxidos lipidicos y formar
radicales alcoxilo; es un radical organico, y su reactividad con los lipidos es intermedia

entre el radical peroxilo e hidroxilo.*
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3.4 Especies reactivas de oxigeno no radicales

3.4.1 Peroxido de hidrogeno (H205)

Es un oxidante y reductor débil, es relativamente estable y poco reactivo en
ausencia de iones metdlicos; por si mismo, oxida lentamente la mayoria de las
moléculas organicas en un medio acuoso, esencialmente los grupos sulfhidrilo; puede
ser muy toxico para las células, ya que reaccionando con el radical superoxido
(reaccion de Haber-Weiss) o en presencia de iones hierro o cobre (reaccién de Feton),
que actian como catalizadores, forman radicales altamente reactivos como el radical

hidroxilo.

El peroxido de hidrégeno es, ademas un sustrato de la enzima mieloperoxidasa,
que cataliza una reaccién en la cual se produce un producto altamente oxidante, como
el acido hipocloroso. El peréxido de hidrogeno se mezcla muy bien con agua y es
tratado por el organismo como a la misma, lo que le proporciona gran capacidad de
oxidacion, atravesando con facilidad las membranas. La base de esto reside en su
estado no ionizado y de poca carga.”

3.4.2 Oxigeno singulete (*O,)

El oxigeno molecular puede absorber una determinada cantidad de energia (minimo 23
Kcal/mol), con lo que uno de sus electrones desapareados salta a un orbital de mayor
energia e invierte su giro. Esta es una forma reactiva del oxigeno en la que se ha
eliminado la restriccion cinética que supone tener dos electrones desapareados con
giros paralelos, incrementando con esto su capacidad oxidante. Es lo que se denomina
oxigeno singulete, del que existen dos formas. El mas importante biolégicamente es la
forma delta (*Ag) la cual tiene dos electrones apareados ocupando el mismo orbital,

con el otro orbital vacio, figura 4.
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Oxigeno molecular Forma 'Aq de oxigeno singlefe

Figura. 4 Transformacion del oxigeno®

La energia necesaria para que se produzca la reaccién anterior la aporta la misma

luz visible.

Es un poderoso agente oxidante, muy reactivo su vida media a 37°C es de 1x10®
segundos, el ADN es uno de los lugares donde actla y también esta implicado en la
peroxidacion lipidica.*

3.4.3 Acido hipocloroso (HOCI)

H,02 + Cl + H HOCI + H,O

mieloberoxidasa

El acido hipocloroso es el mecanismo de defensa utilizado por los neutroéfilos, pero
no de los macréfagos, la activacion se da por la liberacién de mieloperoxidasa al medio
extracelular donde cataliza fundamentalmente la oxidacién de iones cloro por el
peréxido de hidrégeno (formado por la dismutacion del radical superoxido generado por
la NADPH oxidasa que se encuentra en la membrana de los neutréfilos) a acido
hipocloroso. Es un agente antibacteriano muy potente, actlia a bajas concentraciones

dafiando las proteinas de membrana (al oxidar sus grupos sulfhidrilo) e impidiendo su

13
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funcién, mientras que en, altas concentraciones, las células sufren lisis por dafio
oxidativo generalizado; también puede producir una modificacion oxidativa de la

superoxido dismutasa perdiendo ésta su actividad.*
3.5 Metabolismo de los ROS en la mitocondria

El primer radical, generado por la mitocondria, es el i6n superdxido (O27), de la
reduccion monoeléctrica del oxigeno (O,), (Figura 5). La cadena de transporte de
electrones mitocondrial consume continuamente el O, reduciéndolo, formando agua y
ganando 4 electrones en esta reaccion, generdndose una pequefia cantidad del i6n
superéxido como subproducto. Este idn es bastante reactivo, y se convierte en peroxido
de hidrégeno, que es mas estable a través de la actividad de la Mn-SOD en la matriz
mitocondrial y a través de la Cu, Zn-SOD en el espacio intramembranal. La abundancia
de esta enzima, asi como su presencia en ambos compartimientos de la mitocondria, da
fe de la importancia de la eliminacion de los iones superéxido por parte de la
mitocondria. En efecto, la mortalidad de animales en los cuales se ha bloqueado la Mn-
SOD disminuye notablemente al ser tratados con un mimético de SOD permeable a las

membranas.

ESPACIO INTRAMEMBRANAL

» H.O+ O,

H
Gs Glutation
Isocitrato peroxidasa

Glutation
deshidrogenasa

reductasa

a-cetoglutarato ~ 1SOc€itrato yapp- H.O

Figura. 5 Metabolismo de las ROS en la mitocondria®®
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El peroxido de hidrégeno generado en la mitocondria tiene muchos destinos
posibles, porque el peroxido de hidrogeno es relativamente estable en una membrana-
permeable (son transportados por las acuporinas presentes en la membrana interna
mitocondrial) este puede difundirse dentro de la célula y ser removido por los sistemas
antioxidantes del citosol, como la catalasa, glutation peroxidasa, tiorredoxina
peroxidasa. La mitocondria genera peroxido de hidrégeno el cual puede también actuar

como molécula de sefializacion en el citosol afectando multiples redes de control.

La mitocondria presenta eficientes peroxidinas y reductasas asociadas para remover
peréxido de hidrogeno. Esto incluye en el sistema mitocondrial glutation peroxidasa y
reductasa, los cuales remueven el perdxido de hidrogeno, usando como fuente un
electron, la reduccién del glutation, y el sistema de la tiorredoxina peroxidasa y
reductasa, la cual usa electrones desde la tiorredoxina. Esto ocurre con el citosol
equivalente de este sistema, en ambos, la tiorredoxina y glutation mitocondrial, son
reducidos por NADPH. Asi los niveles de NADPH estan estrechamente relacionados

con la capacidad antioxidante mitocondrial.

En la mitocondria, el NADP es reducido en parte por la actividad de la
NADPH/NADP transhidrogenasa, cuya funcion es ser una bomba de protones, usa la
respiracion para generar gradiente electroquimico de H* y desplazar la reaccion a la
formacion NADPH. Esta caracteristica relaciona el acoplamiento de enlace mitocondrial
y el potencial de membrana para el potencial redox, por lo tanto, si la mitocondria no
esta totalmente acoplada o si disminuye el potencial de membrana, la energia de
enlace puede ser incapaz de responder rapidamente a los altos niveles de oxidacion
NADPH y el dafio oxidativo puede ocurrir teniendo una menor tasa de eliminacion de
hidroperoxido. De hecho, las moléculas que oxidan los nucleétidos de piridina aumenta
el dafio oxidativo el Ca?* en las mitocondrias, este Ca** liberado esta asociado con la
permeabilidad mitocondrial, formando a una membrana no selectiva de la mitocondria;

esta permeabilizacién induce severas condiciones, incluyendo el estrés oxidativo.
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Cuando no metaboliza el sistema antioxidante mitocondrial, el peréxido de
hidrégeno puede generar el radical hidroxilo (HO") a través de la reaccién metal-
catalizador de Fenton, el radical hidroxilo es altamente reactivo se cree que actla
esencialmente dafiando la molécula, por esta razon, la mitocondria ha desarrollado un
eficiente sistema de eliminacion del peroxido de hidrogeno y que es mecanismo de
metal-quelacion, previniendo la formacion de este radical. Experimentos usando
quelacion de hierro previenen el dafio mitocondrial y pérdida de la integridad,
necesarias para mejorar la generacion de ROS, demostrando que el radical hidroxilo es

de las especies que dafian a la mitocondria.

Mitocondria y lisosomas son considerados como los dos organelos subcelulares
mas importantes que intervienen en el estrés oxidativo, su papel en la apoptosis y
envejecimientos son reconocidos de forma general. Las EROs son principalmente
productos de la fosforilacion oxidativa mitocondrial y se derivan de los radicales
superéxido generados durante el transporte de electrones, y los lisosomas que
contienen altas concentraciones de hierro redox-activo que pueden catalizar la ruptura
homolitica de peroxido de hidrégeno, el cual produce el radical
hidroxilo,extremadamente reactivo por la reaccion de Fenton. El aparato de Golgi es el
nacleo de procesamiento y clasificacion de los lipidos y las proteinas en el camino
desde el reticulo endoplasmico a la membrana plasmatica y otros destinos. Cuando se
produce el estrés oxidativo, las células contrarrestan el efecto oxidante resultante y

restauran el equilibrio redox. 282°

3.6 Mecanismo de acciéon de las ROs sobre las proteinas

El efecto de los ROS sobre una determinada proteina depende de la composicion
de los aminoacidos, de la importancia y localizacion de los aminoacidos que median la
conformacion y actividad de la proteina, asi como de la posibilidad de reparacion de la
lesion. La localizacion celular de las proteinas y la naturaleza de la amenaza de los

ROS también influye sobre el dafio proteico.*® Este dafio se realiza sobre los enlaces
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insaturados, los anillos aromaticos y los grupos tiol, en proteinas ricas de ciertos
aminoacidos (triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina) pueden
sufrir modificaciones estructurales y funcionales a partir de las proteinas agredidas se
generan algunos productos como los hidroperéxidos proteicos que son relativamente
estables y pueden generar nuevos radicales al reaccionar con metales de transicion.
Los residuos de aminoacidos azufrados, asi como los de lisina e histidina, suelen ser
muy susceptibles al dafio oxidativo, en los primeros, los grupos sulfhidrilo se generan
puentes disulfuros que pueden ocasionar el establecimiento de puentes covalentes
cruzados entre proteinas o subunidades con formacion de agregados, lo que puede
producir una inactividad enzimatica. En los segundos, se produce su oxidacion a grupos
aldehidos lo cual, también, puede ocurrir con residuos de aspartico, prolina y arginina,
esto da lugar a un incremento de grupos carbonilo en las proteinas agredidas.

La produccion de grupos carbonilo impide el cumplimiento de algunas funciones,
como transporte ibnico de membranas, receptores, mensajeros celulares, y enzimas

reguladoras del metabolismo.*

En los casos extremos llega a producirse, incluso, la fragmentacion de las

cadenas polipeptidicas.

Diferentes sistemas han demostrado capacidad de producir dafio oxidativo in vitro.
Se ha observado que el 4-hidroxi-2-nonenal, producto final de la peroxidacién lipidica,
se une covalentemente a diversas proteinas, estas modificadas por la unién del nonenal
muestran gran susceptibilidad de ser ubiquitinadas, estos cambios se han podido
demostrar en sistemas in vivo donde se ha producido el estrés oxidativo en rifiones de
animales de experimentacion mediante la inyeccion intraperitoneal de nitrito acetato

férrico.

En términos generales, la modificacion oxidativa de las proteinas incrementa la
degradacion y susceptibilidad a la protedlisis, posiblemente por el incremento de su

hidrofobicidad. Sin embargo, es necesario considerar que, determinados tipos de
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modificaciones pudieran incrementar la resistencia a la protedlisis, lo que conduciria a la

acumulacion de estas proteinas alteradas dentro de la célula.®®

3.7 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo ha generado gran interés, sobre todo porque es un factor
importante en la etiologia de las graves patologias, y las especies reactivas de
oxigeno/especies reactivas de nitrogeno estan implicadas en las respuestas fisiologicas
al estrés, incluyendo la defensa contra agentes infecciosos, la transduccion de la
sefalizacion celular, la induccion de respuestas mitogénicas, y el mantenimiento del
estado redox celular. En las células sanas, ROS/RNS se producen en niveles bajos, y
cualquier dafio que causan comunmente se repara, por lo que suele existir un equilibrio
con los antioxidantes que limpian ROS/RNS vy previenen las lesiones de los tejidos. Sin
embargo, cuando la produccion de radicales libres o de sus subproductos excede la
capacidad de los mecanismos de defensa antioxidante, la formacion de ROS/RNS
aumenta, lo que dafia las moléculas e inicia una cascada de eventos que dan lugar a

estrés oxidativo.?®

Las ROS/RNS se producen durante las reacciones metabdlicas, mientras las
células del organismo transforman los alimentos en energia, especialmente en
situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia, por exposicion a determinados
agentes externos, como las radiaciones ionizantes o luz ultravioleta, contaminacion

ambiental, humo del tabaco, etc.

En el afio 1956 Harman® propuso la teoria de los radicales libres en el
envejecimiento, sugiriendo que los radicales libres, producidos durante la respiracion
aerobia, causan dafio oxidativo, que se acumula, y resulta en una pérdida gradual de

los mecanismos homeostaticos, en una interferencia de patrones de expresion génica y

18



LT T
< “uﬁ:;-‘,wk. {77
J”« \( u& g
DaaXN TR AT

Re~. DY

pérdida de la capacidad funcional de la célula, lo que conduce al envejecimiento y a la
muerte.

La hipétesis del estrés oxidativo en el envejecimiento refiere que el
completamiento del programa genético que gobierna la secuencia y duracion de varias
fases ontogenéticas, esta ligado al gasto de una suma definida de energia. El nivel de
estrés oxidativo depende de la velocidad de generacion de oxidantes y de los niveles de
defensa antioxidante, los cuales estdn genéticamente controlados, pero estan
influenciados también, por factores epigenéticos.

El estrés oxidativo ejerce una influencia reguladora en la expresion génica y es

diferente en los distintos estadios del desarrollo.

Durante el desarrollo inducen la expresion de nuevas proteinas o la supresion de
determinados genes por lo que es posible que en la fase adulta supriman, también, la
expresion de determinados genes. A partir de estas observaciones, Sohal y Allen®
postularon que el envejecimiento no estd gobernado por un programa genético per se,

pero que ocurre por la influencia del estrés oxidativo en el programa genético.>?

Se ha sugerido que el efecto del estrés oxidativo en la expresién génica sea a través de

2 mecanismos:

1. Efecto directo sobre la produccién y el procesamiento del RNA

2. Cambios en la distribucion i6nica de la célula.

Las ROS/RNS puede causar dafio oxidativo a las proteinas, los lipidos y el ADN,
lo que inhibe las funciones normales de las proteinas y los lipidos y facilita la
mutagénesis del DNA, por lo tanto, estas especies juegan un papel fundamental en

varias condiciones clinicas.?®
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3.8 Anticuerpos

Los anticuerpos son una familia de glucoproteinas conocidas, también, con el
nombre de inmunoglobulinas y se encuentran principalmente en el suero; en general,
estan compuestas de cadenas polipeptidicas que constituyen 82% a 96% del total de la
molécula y el 4% a 18% de carbohidrato. Las propiedades biologicas de estos
dependen del componente peptidico. Estas proteinas son producidas por las células
plasmaticas como producto de un estimulo antigénico. Los anticuerpos funcionan como
receptor para el antigeno cuando se encuentran en la superficie de los linfocitos B y su
principal funcién es unirse de forma especifica a un antigeno determinado facilitando su
eliminacion del organismo. Los anticuerpos tienen como estructura fundamental dos
cadenas ligeras (L) idénticas entre si de aproximadamente 220 aminoacidos de
longitud y 25 kDa de peso molecular y dos cadenas pesadas (H) idénticas entre si, de
aproximadamente 440 aminoacidos de longitud y 50 kDa de peso molecular; en
conjunto, constituyen el monémero de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras y pesadas
tienen una region constante (C) y una variable (V). La cadena pesada tiene de cuatro a
cinco dominios con un puente disulfuro intracadena cada uno, denominados del amino
al carboxilo terminal: VH, CH1, CH2, CH3 y CH4. Las cadenas ligeras tienen dos
dominios (VL y CL) y se unen con las cadenas pesadas (y éstas entre si) mediante
puentes disulfuro. EI nUmero de puentes disulfuro entre cadenas pesadas varia con
cada isotipo. La secuencia de aminoacidos de las regiones variables de las cadenas
pesadas y ligeras (dominios VH y VL) determinan la especificidad de un anticuerpo y las
regiones complementarias entre ellas forman el sitio de unién entre el anticuerpo y su
epitopo. En los seres humanos existen cinco clases o isotipos principales de cadenas
pesadas: \, O, Y, a, € y dos de cadenas ligeras: kK y A. Las inmunoglobulinas formadas
por cada uno de estos tipos de cadenas pesadas se conocen como IgM, IgD, IgG, IgA e
IgE respectivamente, y pueden asociarse a cualquiera de los dos tipos de cadenas
ligeras, figura 6.
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Sitio de union con el antigeno

Fragmento F(ab'), Fragmento Fab

R

B Cadenas ligeras B Cadenas pesadas

Figura 6 Estructura de un anticuerpo®

Cuando se corta una molécula de inmunoglobulina con distintas proteasas
vegetales (pepsina, papaina), los fragmentos resultantes muestran que en los
anticuerpos existen dos sitios funcionales. Los extremos amino-terminales (dos por
monomero de inmunoglobulina) tienen una cadena ligera y la mitad de una pesada, se
unen al antigeno en forma monovalente y se denominan Fab por sus siglas en ingles
(fragment antigen-binding) que contiene el sitio que reacciona con los antigenos. La
region hipervariable corresponde a tres sitios en ambos dominios, cuya secuencia de
aminoacidos cambia notablemente mas que en el resto de la regidon. Los tres sitios
estdn formados por secuencias no lineales que en la estructura terciaria quedan
adyacentes y forman el sitio activo del anticuerpo, ésta es la parte que determina la
especificidad y la heterogeneidad de los anticuerpos. El fragmento cristalizable (Fc),
gue contiene la mitad de carboxilo terminal de las dos cadenas pesadas y que no se

une al antigeno, es responsable de las funciones biolégicas de los anticuerpos, como
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su capacidad de unirse a receptores en la superficie celular y la activacion del sistema
33, 34,35,36

del complemento.

3.9 Antigeno
El término antigeno se emplea de dos formas:

e Una sustancia que al ser inoculada en un animal induce la produccion de
anticuerpos
¢ Una sustancia que tiene la propiedad de interaccionar con el sitio activo de los

anticuerpos, es decir: que tiene especificidad antigénica.

Las moléculas capaces de generar una respuesta inmune (RI) Ilamado
inmundgeno, permite describir este aspecto de la antigenicidad de una sustancia. El
término antigenicidad define dos propiedades de una sustancia: inmunogenicidad y su
especificidad antigénica. En un antigeno, dado sélo en conjunto ciertas areas, llamadas
determinantes antigénicos o epitopos, son los que determinan estas propiedades de

inmunogenicidad y especificidad antigénica.®*

3.9.1 Determinante antigénico (DA) o Epitopo

Cuando un anticuerpo reacciona con su antigeno, la interaccion se efectla
exclusivamente entre el sitio activo del anticuerpo o paratipo y una porcion discreta del
antigeno determinante antigénico 6 epitopo.

Los DA secuenciales o continuos, son soélo accesibles al anticuerpo, si se
encuentran en la superficie de la proteina. Sin embargo, cuando la proteina se
encuentra en su estado nativo la mayoria de estos determinantes no son accesibles al
anticuerpo. Un epitopo puede estar formado por la siguiente secuencia de cinco
aminoacidos (aa): alanina-tirosina-lisina-glicina-glutamico, y puede existir otro epitopo
secuencial constituido con los mismos aa pero con secuencia diferente: lisina-tirosina-

alanina-glutamico-glicina.
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Los linfocitos B son capaces de reconocer epitopos conformacionales, mientras
que los linfocitos T s6lo reconocen epitopos secuenciales. Otra diferencia, en el
reconocimiento de los antigenos por estas células, es el receptor de la célula B que
reconoce haptenos y el receptor de células T (TCR) no lo hace. De acuerdo con Michael

Sela®“*° los DA o epitopos se pueden clasificar de la siguiente manera:

e Secuenciales o continuos

e Ocultos

¢ Inmunodominantes

e Conformacionales o discontinuos

¢ Neoantigenos

Cada epitopo estimulara a una clona diferente de linfocitos B. Un epitopo
secuencial para linfocitos B esta formado en general por cuatro o seis aa. Para el caso
de los linfocitos T, éstos reconocen epitopos secuenciales de tamafio variable; los
linfocitos T citotdéxicos (Tc) reconocen péptidos de siete a nueve aminoacidos y los

linfocitos T cooperadores (Th) reconocen de doce a veinte aa.

Un epitopo oculto, como su nombre lo indica, no se encuentra accesible y sélo
funciona como tal cuando el antigeno, generalmente una proteina, sufre un cambio en

su estructura tridimensional, es decir, un cambio conformacional.

Un DA o epitopo inmunodominante es aquel reconocido por la mayoria de los

individuos inmunizados con un inmundgeno que contiene varios epitopos.

Los DA conformacionales o discontinuos: la mayoria de estos epitopos sobre la
superficie de la estructura proteica estan formados por aminoacidos separados en la
secuencia, pero se encuentran proximos en el espacio, debido a que dependen de la
estructura tridimensional de las macromoléculas; asi, en una proteina, estan

representados por segmentos alejados dentro de la molécula, que, debido a su
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estructura terciaria (el superenrollamiento), dichos segmentos interaccionan. Estos son

importantes: un ejemplo son las vacunas, ya que la proteccion de éstas depende de la
generacion del anticuerpo contra epitopos conformacionales, es posible que esta
proteccion no se induzca si los epitopos conformacionales desparecen a consecuencia

de la desnaturalizacién de las proteinas que forman las vacunas.*

Los neoantigenos, son originados por modificaciones covalentes (fosforilaciones,

protedlisis) del antigeno original.>®

3.9.2 Clasificacion de los antigenos

Existen varias clasificaciones de los antigenos que seran analizadas

posteriormente; Sela sugiridé una clasificacion sencilla:

e Antigenos naturales: se encuentran libres en la naturaleza; provienen de diversas
fuentes, como microorganismos, células de otros individuos o de animales,
alimentos, artropodos, poélenes, etcétera.

e Antigenos artificiales: son el resultado de la union de una proteina inmundgena

con haptenos. Se utilizan en experimentacion y diagnoéstico.

Estas uniones también se pueden producir in vivo. Por ejemplo: el conjugado
que elaboramos (OVA-DNP o BSA-DNP).

e Antigenos sintéticos: son aquellos que se construyen a partir de monémeros en
el laboratorio, estos polipéptidos son sintetizados en condiciones controladas, se
puede disefiar o preparar como el investigador lo proponga. Este tipo de
antigeno permitio entender muchos de los fendmenos de inmunogenicidad, asi

como preparar las primeras vacunas semisintéticas o sintéticas.*?
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3.9.3 Vias de administracion y dosis de antigeno

La dosis Optima de un antigeno para lograr una RI, generalmente se determina de
forma experimental, empleando diferentes dosis y midiendo el titulo del anticuerpo
generado. Dosis bajas de antigenos inducen la formacion de bajas cantidades de
anticuerpos, pero de este modo, estos anticuerpos son de gran afinidad y tienen una
alta especificidad para el antigeno. Incluyen las clases de anticuerpos responsables de

la hipersensibilidad inmediata (Ig E en el hombre y IgG1 en el cobayo).

La administracion de bajas dosis de antigeno estimulan de preferencia las células T, de
ahi la posibilidad de inducir una RI a dosis que no provocan una produccién de
anticuerpos evidenciables y la posible obtencion de una inmunidad mediada por células
sin anticuerpos circundantes.?’ Dosis intermedias del antigeno generan RI; cuando se
emplean dosis excesivas también se genera tolerancia. Es importante enfatizar que, en
general, una sola dosis de antigeno no produce una respuesta fuerte y, por lo tanto,
para alcanzar una RI 6ptima, es indispensable inmunizar varias veces. En el caso de los
animales se repiten las inoculaciones espaciandolas una o dos semanas; en el ser
humano varian con el tipo de vacuna. Estas dosis repetidas se conocen con el nombre
de refuerzos. Todos los antigenos experimentales se administran por via parenteral,
que se refiere a cualquiera que no sea oral. Las rutas mas comunes de administracion
son: la via intravenosa (IV), la intradérmica (ID), la subcutanea (SC), la intramuscular
(IM) y la intraperitoneal (IP). La ruta de inmunizacion tiene influencia directa sobre el
organo linfoide secundario al que llegara el antigeno y por lo mismo, el tipo de
respuesta que se generara. Aquellos antigenos que se inoculan por la via IV llegaran
rapidamente al bazo (tal vez de forma inmediata). Los que son inoculados por las otras
vias, permitiran que el antigeno sea transportado a los ganglios linfaticos drenantes
mas cercanos. Las diferentes estirpes de linfocitos que pueblan estos érganos seran

las causantes de las diferentes respuestas generadas®.

25



LT T
< “uﬁ:;-‘,wk. {77
J”« \( u& g
DaaXN TR AT

Re~. DY

3.10 Antigenos protéicos

Todos los polipéptidos de peso molecular suficiente (como regla general superior a
1000 daltones) y sin excepcion todas las proteinas, son inmunogénicos, pero en grados
diversos. De acuerdo con la intensidad de la respuesta inmunitaria inducida, se habla
de antigenos fuertes o débiles; por lo comun, las albuminas son antigenos fuertes y los
polipéptidos antigenos débiles. La modificacion de las proteinas por tratamientos fisicos
(como el calor) o quimicos, que provocan cambios de conformacion, pueden en algunos
casos (aunque no en muchos) modificar o reducir la inmunogenicidad. La hidrdlisis
enzimatica también puede afectar, en grados diversos, a la inmunogenicidad de una
proteina. En contraste, el formaldehido que provoca la aboliciébn de las actividades
biolégicas de las proteinas, notablemente la de las toxinas proteicas (las transforma en

anatoxinas), no modifica su inmunogenicidad.*?

3.10.1 Albumina

La albumina es una de las proteinas ampliamente estudiada y la mas abundante de las
proteinas en el plasma, alcanzando a una concentraciébn de 5g /100 mL. Se han
reportado diversos estudios de la estructura y las propiedades de esta, sus

interacciones con otras proteinas; con el fin de entender cémo afecta su funcionalidad.

La albumina es considerada como albumina de suero o albumina plasmatica (se
debe tener cuidado de distinguir la albumina, que se refiere a la clara de huevo,
albumina o albumina de suero. La albimina es la proteina mas abundante en el sistema
circulatorio y contribuye en un 80% a la presion osmatica coloidal de la sangre, se ha
determinado que la albumina sérica es la principal responsable del mantenimiento del
pH en la sangre. En los mamiferos, la albumina se sintetiza inicialmente como sefal
preproalbumina en el higado, (Figura 7) después se elimina el péptido, la proalbumina
resultante es procesada por el propéptido de seis residuos de la nueva cadena N-

terminal. La albumina liberada en torrente sanguineo tiene una vida media de 19 dias.*®
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Figura. 7 Etapas de la formacion de la albumina®

3.10.2 Ovoalbumina (OVA)

Es la principal proteina de la clara del huevo, representa el 60% del total de
proteinas, asi como la seroalbumina del plasma sanguineo, con la cual se puede
comparar. Se encuentra, ademas, en la sangre de las gallinas ponedoras (aunque no
en los machos ni en las hembras de aves no ponedoras), sin embargo, no es
holoproteina; esta ligeramente fosforilada, 0.13% de fosforo y contiene ocho residuos
de glacidos por molécula de 46.000 daltons. Cabe destacar que la ovoalbumina
contiene manosa y glucosamina en un solo bloque, pero no contiene acido

neuraminico, figura 8.
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Figura. 8 Estructura de la Ovoalbumina

La composicion en aminoacidos de esta proteina es notablemente equilibrada.
Solo un aminoéacido se encuentra en una concentracion superior al 10% (Glu: 14%) y
ninguno en una concentracién menor al 1.3%. Contiene 20 residuos de lisina, 14 acido
aspartico, y 33 de acido glutamico para conjugacion. Es una sola cadena peptidica con
un punto isoeléctrico de 4.6. La media de esto es de 400 residuos y son hidrofdbicos.
Esta se desnaturaliza*' sobre 56°C.

La estructura espacial de la molécula ha sido dificil de determinar, sobre todo por
el hecho de dar reacciones negativas con los reactivos de los grupos terminales
(derivados dinitrofenilicos para los N- y carboxilasa para los C-terminales). De hecho, el
grupo C-terminal corresponde a la prolina y el grupo N-terminal a una glicina N-

acetilada. En el momento de la puesta existen seis residuos de cisteina y un unico
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puente disulfuro, pero en el curso de la conservacion del huevo aumenta el nimero de
puentes disulfuro; se forma la S-ovoalbumina que es mas termoestable que la proteina

nativa, ya que se desnaturaliza de 76-80°C aproximadamente.

La ovoalbumina tiene propiedades gelificantes y espumantes que se utilizan en la
practica. Estas propiedades, sin embargo, dependen del estado de la proteina y asi se

reducen a medida que aumenta la proporcion de S-ovoalbumina.

La protedlisis de la ovoalbumina por la subtilisina es destacable como ejemplo, de
protedlisis limitada. Esta enzima forma tedricamente varias uniones, pero en este caso
deben estar protegidas. En primer lugar se produce una ruptura de la unién Ala-Ser, sin
ruptura de la molécula en dos partes (debido a la existencia del puente S-S),
seguidamente se liberan, sucesivamente, un dipéptido y un pentapéptido y es entonces

cuando se forma la 2-placalbimina.*?

3.10.3 Albumina Sérica Bovina (BSA)

En 1970, se determiné la secuencia completa de aminoacidos de la albumina por
medios quimicos, siendo de 585 residuos para la humana y de 583 para la bovina

respectivamente.

Se caracteriza por un bajo contenido de tript6fano y metionina y un alto contenido
en cisteina y la presencia de aminoacidos cargados como: acido aspartico, glutamico,
lisina y arginina. El contenido de glicina e isoleucina del BSA es mas bajo que en la

media general de otras proteinas, (Tabla 1).
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Phe30 Gly17 His16 Ille 15

Pro28 GIn21 Arg26 Ser 32

Tabla. 1 de composicién de aminoacidos de BSA*

Debido a su amplia disponibilidad, alta solubilidad y elevados sitios de

acoplamiento es muy popular como vehiculo de compuestos antigénicos.

Su peso molecular es de 67,000 Da y tiene 59 residuos de lisina, que proporciona

aminas primarias Gtiles para la conjugacion.*

3.10.3.1 Estructura primaria, secundaria y terciaria

La estructura de BSA se compone de tres dominios homologos (I, II, 1ll) que se
dividen en nueve ciclos (L1-L9) por 17 puentes disulfuro, como se observa en la figura
9.
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Figura. 9 Estructura de los ciclos del BSA*

Los bucles en cada dominio se componen de una secuencia de grandes-
pequefios-grandes que forman un triplete. Cada dominio, a su vez, es el producto de
subdominios (A, IB.....), la estructura primaria de la albumina es inusual entre las
proteinas extracelulares en la posicion de un solo sulthidrilo (Cys-34) del grupo. En
rayos X es predominante una estructura alfa-helicoidal (67%) como se muestra en la
figura 10.
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Figura.10 Estructura de los subdominios del BSA?

Cada uno de los dominios puede ser dividido en diez segmentos helicoidales, del

1-6 para el subdominio Ay 7-10 para el subdominio B, como se aprecia en la figura 11.

Figura. 11 Segmentos de los subdominios de la BSA*
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El motivo para el subdominio A figura 12 el de la izquierda y para el subdominio B
el de la derecha
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subdominio A subdominio B

Figura. 12 Subdominio A y subdominio B

Los dominios | y Il y los dominios Il y Il estan conectados a través de extensiones

helicoidales de 10 (1) - 1 (1) y 10 (II) - 1 (Il), la creaciéon de las dos hélices més largas
de la albumina.

3.10.4 Propiedades fisicoquimicas

La albumina no es uniformemente cargada dentro de la estructura primaria. A pH
neutro, se calculé una carga neta de -10, -8 y 0 para los dominios I, Il y Il de la
albumina sérica bovina. Tiene una viscosidad intrinseca de 3.7 a 4.2 gr/mL, reportes

del aumento de la viscosidad con el aumento de divisidn de los enlaces disulfuro de la
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BSA. La viscosidad de soluciones de BSA aumenta linealmente con la concentracion de

hasta 65 mg por mL y de manera exponencial en concentraciones mas altas.***°

3.11 Factores que controlan la antigenicidad e inmunogenicidad

3.11.1 Naturaleza quimica

Hasta el momento, ninguna sustancia inorganica es capaz de activar a los
linfocitos a través de sus receptores y nunca se han producido respuestas inmunes
contra ellas; por lo tanto, so6lo las moléculas organicas son capaces de estimular a los
linfocitos a través de sus receptores, capacidad que indudablemente tienen bases
evolutivas, puesto que son las sustancias organicas y no las inorganicas las que
presentan un mayor peligro a la integridad de un organismo. De las moléculas
organicas, las proteinas fueron las primeras que se identificaron como antigénicas,
seguidas de los polisacaridos y finalmente, los lipidos, los acidos nucleicos, y las
combinaciones de todas estas macromoléculas: glucoproteinas, lipoproteinas y

glucolipidos

3.11.2 Extraneza
Bajo condiciones normales, un organismo responde inmunolégicamente sélo a

sustancias ajenas o extrafias y, cuanto mas alejada filogenéticamente sea la sustancia,

mejor sera la repuesta. Es por esto que las moléculas de microorganismos son
excelentes inmundgenos en los humanos. El concepto de extrafieza se refiere a dos

situaciones, a saber:

e Cuando la sustancia es extrafla debido a que no se encuentra en el organismo
un ejemplo: es el caso de un polisacarido de Mycobacterium tuberculosis o de

Norcardia asteroides.
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e Cuando una proteina filogenéticamente conservada se emplea como un
antigeno, por ejemplo: Las colagenas que son practicamente idénticas entre las
diferentes especies, por lo que la respuesta inmunoldgica (RI) que se genere

sera muy pobre.*

3.11.3 Complejidad quimica
Entre mayor complejidad presente una molécula, mayor sera su capacidad
antigénica. Un péptido sintético, que usa como unico bloque de construccion un solo
aminoacido (aa), no sera inmundgeno, sin embargo, el uso de un segundo aa diferente,
para generar un heteropolimero, lo hara inmundgeno. Como regla general, un buen

antigeno debe estar compuesto por diferentes bloques de construccion.*?

3.11.4 Peso molecular
Para las proteinas, se considera necesario que tengan un peso molecular (PM) =
10 kilodaltones (kDa) para ser inmundgenas; conforme el PM de una proteina

aumenta, su complejidad aumenta y mas inmunégena sera.*?

3.11.5 Conformacion estérica
La conformacién en el espacio de las proteinas es importante para su
especificidad antigénica, ya que proteinas desnaturalizadas tienen una reaccién pobre

con anticuerpos generados contra moléculas nativas* (no desnaturalizadas).

3.11.6 Carga
La carga no es requerimiento para la inmunogenicidad, ya que no afecta la

cantidad de anticuerpos producido; sin embargo, moléculas cargadas excesivamente

son poco inmunogénicas.*?
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3.11.7 Presencia de grupos rigidos
En el caso de las proteinas, los grupos rigidos estdn representados por los
aminoéacidos llamados aromaticos (todos ellos son ciclicos), como la tirosina, la

fenilalanina y el triptéfano.*

3.11.8 Configuracion optica
Se encontro que los polimeros de D-aminoacidos son menos inmundégenos que
sus correspondientes isomeros L. La poca inmunogenicidad de los polimeros D se debe
a que no hay un completo catabolismo de estas moléculas por parte de las células de
los animales que son inmunizados, lo que evita un procesamiento adecuado del

antigeno.

Las tres caracteristicas descritas anteriormente son intrinsecas de los
inmundgenos, pero existe otra serie de factores que también son relevantes, como la
via de inoculacion, la dosis del antigeno, el nimero de veces que se inocula el
inmundgeno, la edad del individuo receptor y su constitucion genética. A continuacion

se describen estos conceptos.*?

3.12 Naturaleza de los enlaces formados entre antigenos y
anticuerpos

Muchas veces una molécula de anticuerpo determinada puede unirse a mas de un
antigeno y viceversa —un determinado antigeno puede ser reconocido por mas de una
molécula de anticuerpo-. EI hecho de que un anticuerpo concreto pueda interaccionar
con varios antigenos distintos implica que el anticuerpo en cuestion es especifico para
ellos. Sin embargo, esto no supone que el anticuerpo se una con la misma fuerza a
cada uno de ellos. La fuerza de interaccion antigeno-anticuerpo se conoce como

afinidad de esa union, y es debida a la suma de todas las fuerzas de atraccion y
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repulsion, implicadas en dicha interaccién. La unién de anticuerpo y antigeno se lleva a
cabo por multiples contactos no covalentes (que dependen en gran medida de la
distancia de los grupos que interaccionan) entre el propio antigeno y distintos
aminoacidos del sitio de unién del anticuerpo. Estas fuerzas son, de la mas débil a la
mas fuerte: puente de hidrégeno, interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der
Waals e interacciones hidrofobicas. Todas ellas son débiles en comparacion con las
interacciones de tipo covalente, pero tienen caracter cooperativo. De este modo, la
existencia de multiples interacciones débiles genera una considerable energia de
enlace. En general, se puede decir que las interacciones hidrofébicas y de Van der
Waals se relacionan de forma directa con la complementariedad espacial entre la
molécula de antigeno y el sitio de union del anticuerpo, y que las interacciones
electrostaticas y los de puentes de hidrégeno dirigen las caracteristicas especificas
(interacciones muy localizadas entre un aminoacido del antigeno y otro del anticuerpo)

que subyacen a la complementariedad de la unién.

Existen moléculas formadas, en parte o en su totalidad, por repeticion de una
unidad monomeérica, lo que implica la existencia de mas de un determinante antigénico
por molécula. Este tipo de antigenos se dice que se comporta de una forma
multivalente y puede interaccionar con varios sitios de unién a antigeno de un mismo
anticuerpo o con varios anticuerpos diferentes. Cuando se producen interacciones entre
antigenos y anticuerpos multivalentes la fuerza de unién entre ambos es mayor que la
simple suma de las afinidades de cada uno de los sitios de unién del anticuerpo al
antigeno. Esta fuerza de unién de antigeno- anticuerpo multivalentes se conoce como
avidez, y su intensidad es explicable si se tiene en cuenta, que en este tipo de
interacciones han de romperse de forma simultanea todos los contactos antigeno-

anticuerpo, para conseguir la disociacioén total del complejo.
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Esto implica que las moléculas de anticuerpo de baja afinidad pueden, a pesar de
todo, unirse fuertemente al antigeno, ya que muchas interacciones de baja afinidad

pueden dar lugar a una interaccién de gran avidez (en el caso de la IgM pentamérica).*

3.13 Haptenos

El término fue introducido por Landsteiner®® en 1921 en relacién al extracto
alcohdlico de rifidn de caballo, no inmunogénico por si mismo en el conejo, pero capaz
de combinarse con los anticuerpos obtenidos por inmunizacién de conejos mediante
tejido renal triturado. Sin embargo, el extracto alcohdlico demostr6 ser capaz de
provocar la produccién de anticuerpos después del acoplamiento covalente con un
portador.*? Es un grupo de sustancias, por lo general, de bajo peso molecular, que no
son inmunogénicas por si mismas; cuando se inocula en animales inmucompetentes no
son capaces por si solas de inducir una respuesta inmunitaria.** Cuando estos se unen
covalentemente a proteinas o a otros acarreadores macromoleculares, se producen
antigenos conjugados, en donde los haptenos insertados constituyen nuevos
determinantes antigénicos de la molécula acarreadora.® El conjugado resultante es
usualmente inmunogénico, asi que entre los anticuerpos producidos contra el
conjugado, hay anticuerpos dirigidos contra el hapteno y anticuerpos dirigidos contra los
determinantes antigénicos propios del acarreador.

3.13.1 Seleccidn del portador

Las proteinas casi siempre son los portadores que se emplean. Son de facil
preparacién en grandes cantidades, muy solubles en agua, resistentes relativamente
bien a la desnaturalizacibn y son muy inmunogénicas. Esta ultima cualidad no es
primordial, puesto que pueden utilizar portadores autélogos no inmunogénicos ante los
cuales no hay respuesta inmunitaria. De los portadores proteicos mas empleados, cabe
mencionar las albuminas y las gammaglobulinas xenogénicas. Los portadores

particulares, tales como los eritrocitos y los bacteriéfagos, también pueden emplearse,
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pero de esta manera los sitios portadores estan muy mal definidos. El grado de

sustitucion, que se define por el nUmero de moléculas de hapteno fijas por moleculas de
portador, es un parametro critico para la obtencion de un buen efecto portador. Para
seroalbumina, Landsteiner observd que el efecto maximo se obtenia con 10 grupos

hapténicos por moléculas de portador.

De los demas portadores utilizables, conviene sefalar los copolimeros sintéticos
de aminoécidos y las particulas de agarosa (sefarosa 2B activada por el bromuro de
cianégeno, y las sefarosas CH y AH portadoras de funciones COOH y NH,, que estan
formadas por cadenas polisacaridas de galactosa). Esas particulas se utilizan para la

fabricacion de inmunoabsorbentes.*?

3.14 Técnicas de acoplamiento

La fijacién de los haptenos se realiza sobre los grupos reactivos (NH,, COOH y SH)
sobre ciertos atomos de carbono de las cadenas laterales de las proteinas, por lo
general a nivel de la lisina y de los aminoacidos aromaticos o heterociclicos. La regla
es que el acoplamiento se realice por intermedio de agentes de conjugacion que unen,
mediante una unién covalente estable, el hapteno a uno o varios grupos reactivos,
idénticos 0 no del portador. La eleccion de la técnica depende basicamente de la

naturaleza de los grupos funcionales, presentes sobre la molécula de hapteno.

A continuacion se verdn a detalle las principales técnicas. En efecto, tiene
numerosas aplicaciones en inmunologia, aun fuera de la preparacion de los conjugados

hapteno-portador.*

3.14.1 Fijacion directa

Los derivados nitrofenilados se fijan directamente de manera covalente a
proteinas por sustitucion nucleofilica sobre el grupo €-NH, de la lisina 6 a-NH; del aa

terminal, y también sobre los grupos SH de la cisteina. El dinitrofenol (DNP) o el
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trinitrofenol (TNP) se pueden fijar de esta manera sobre gammaglobulinas o albimina.

De la misma manera, el cloruro de picrilo se fija directamente sobre las proteinas de la

piel y da lugar a reacciones de hipersensibilidad retardada:

O2N O,N
OH NO; OH NO, cl NO,
O,N O,N O,N
Dinitrofenol (DNP) trinitrofenol(TNP) cloruro de picrilo
F NO,
O,N

Fluoro 2-4 dinitrobenceno

Los halégenos que tienen afinidad con los ndcleos benzilicos, se pueden fijar
sobre residuos tirosina de las proteinas y en menor grado, sobre la histidina y la
cisteina. El yodo es el que mas se emplea, puesto que es mas débilmente electrofilico.
El cloro y el bromo también se pueden emplear, pero para ellos se necesita utilizar
catalizadores, y la reaccidbn debe tener lugar en la obscuridad. La yodacién de las
proteinas se emplea para modificar la antigenicidad de algunas proteinas, pero mas

I 131I é 125

bien para marcar proteinas (en e 1). La penicilina se combina directamente con

los grupos NH, y SH de las proteinas por uniones amidas (conjugados peniciloil-
proteinas) o mediante puentes disulfuros (conjugado acido penicilinico-proteina). Esas
reacciones, que también se observan in vivo, son la causa de las reacciones alérgicas a

la penicilina.**
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3.15 2,4-Dinitrofenilhidrazina

La hidrazina H,N-NH, reacciona con los grupos carbonilos de un aldehido o

cetonas para generar una hidrazona

El color de la 2,4-dinitrofenilhidrazona puede indicar la estructura de los aldehidos
o cetonas de los que deriva. Las dinitrofenilhidrazonas de aldehidos o cetonas en las
que el grupo carbonilo no esta conjugado, o unidas a un anillo aromatico con otro grupo

funcional, son amatrillas.

La conjugacion con un doble enlace, carbono-carbono o con un anillo bencénico,
desplaza la maxima de absorcion hacia el visible y se revela facilmente con un analisis
espectroscopico de ultravioleta. Este desplazamiento es responsable de un cambio de

color: del amarillo al rojo anaranjado.*’

3.16 Adyuvantes, Vias de administracion y Dosis del Antigeno

3.16.1 Adyuvante

La palabra adyuvante viene del latin adyuvare (ayudar) y se refiere a moléculas
que incrementan la repuesta inmunoldgica (RI) de forma no especifica cuando son
mezcladas con el antigeno antes de ser inoculadas. Los adyuvantes se dividen en seis

categorias:

a) adyuvantes con base oleosa
b) sales minerales

c) polimeros sintéticos

d) liposomas

e) sustancias naturales y otros, como la vitamina A y la tapioca.
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En general, es la combinacion de varios fendmenos, como la formacion de un
depodsito de antigeno en el sitio de inoculacion, que permite una liberacion lenta, pero
constante del mismo, promoviendo la migraciéon de células al sitio de inoculacion e
incrementado la probabilidad de que exista mas interaccion entre el antigeno y las
células del sistema inmune. Al prolongarse la presencia del antigeno, también se
incrementan las sefiales de coestimulacion y algunos adyuvantes como los
lipopolisacérido (LPS), tienen un efecto mitogénico, estimulando la proliferacion

inespecifica de linfocitos. Los adyuvantes, son indispensables en el uso de vacunas.
El adyuvante méas conocido es el Freud y se puede emplear de dos formas:

a) Incompleto: contiene aceite mineral (Drakeoil) y un detergente (Arlacel A) para
formar una emulsion.

b) Completo: contiene lo mismo mas bacterias muertas por calor de M. tuberculosis.

El antigeno se emulsifica con estos adyuvantes y el adyuvante completo es un
inmunoestimulador mas potente que el incompleto. Las mejores respuestas inmunes se
generan inoculando al antigeno con el adyuvante completo por la via subcutanea o
intradérmica (por lo que generara un granuloma); las siguientes inoculaciones deberan

de hacerse con la formulacién incompleta.

Dentro de los adyuvantes de sales minerales, los mejores representantes son las
sales de sulfato de aluminio con iones K*, Na* o NH,". Su férmula es: AIK(SO4)>*12H,0,
AINa(SO,)*12H,0 0 AINH4(S04),*12H,0 y cuando se adicionan a una solucion se
precipitan; al inocularse, forman un depdsito en el sitio de inoculacion. Debido a que
son seguras, estas sales son los adyuvantes seleccionados para uso en seres

humanos. Otras sales incluyen a la silice, al caolin y al carbon.

Los adyuvantes de polimeros sintéticos incluyen polirribonucleétidos, como los
acidos poliionosinico-policitidilico (poli-IC) y los constituidos por acidos poliadenilico-
poliuridilico (poli-AU). También se emplean los copolimeros de polioxietileno hidrofilico y
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polioxipropileno hidrofébico en proporciones variables. Estos funcionan como
surfactantes (tensioactivos), abatiendo la tension superficial de liquidos.

Los liposomas son vesiculas pequefias que se forman espontaneamente al
mezclar fosfolipidos con agua; los fosfolipidos producen bicapas semejantes a las
membranas bioldgicas, dentro pueden encontrarse el antigeno en fase acuosa, o
también se puede formar multivesiculas concéntricas (liposomas multilaminares), que

alternan las bicapas lipidicas y al antigeno.*?

3.16.2 Técnicas para la obtencion de anticuerpos anti-haptenos

El conjugado del hapteno y el portador se separan del hapteno no conjugado y de
los productos secundarios de la reaccion por didlisis o cromatografia. La inmunizacion
por via subcutanea, intradérmica (o con menos frecuencia intravenosa), provoca la
produccién simultanea de anticuerpos anti-hapteno y anti-portador. Comunmente, es
necesario agregar adyuvante completo de Freund y recurrir a inyecciones repetidas
para obtener anticuerpos de titulo alto de especificidad y afinidad elevadas. La
purificacion de los anticuerpos se realiza haciendo pasar el conjugado sobre el
Inmunoabsorbente insoluble seguido de una elucién a un pH &cido. La utilizaciéon de
inmunoabsorbentes con los conjugados del hapteno y de otro portador que no sea

empleado para la inmunizacion, permite obtener anticuerpos antiportadores.*®

3.17 Métodos de laboratorio para la deteccidn de antigeno anticuerpo

La presencia de un anticuerpo dirigido contra una proteina o compuesto definido
depende de la respuesta inmune del individuo; asi, la deteccién de anticuerpos se
utiliza para evaluar de manera cuantitativa y cualitativa las respuestas inmunitarias
normales y anormales. La deteccion de antigenos, por lo general, se utiliza para

determinar la presencia de proteinas o compuestos extrafios. La introduccién de los
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procedimientos basados en las reacciones inmunologicas ha representado un
importante avance en el analisis de estas detecciones. Los principios cientificos, que
subyacen a tales metodologias siguen siendo los mismos. Fundamentalmente, la
deteccidon de anticuerpos y antigenos dependen de la formacion de complejos
anticuerpo-antigeno. Una de ambas partes (antigeno o el anticuerpo) es susceptible de
caracterizacion y muy a menudo, de marcaje también, para después emplearla como

sonda de busqueda de otra parte del complejo.

El proceso de unién de anticuerpo a un antigeno (formacion de complejos
inmunitarios) abarca gran parte de los recursos dentro del campo de pruebas
inmunologicas. La propiedad que tienen los Ig de unirse a Ag, la especificidad de esta
union y el hecho que pueda ser visualizable por los fenbmenos de precipitacion,
aglutinacién, y otros mecanismos indirectos (marcaje con fluoresceina, con

radiois6topos 0 con enzimas).

Dado que los antigenos y anticuerpos se definen por sus interacciones mutuas,
uno de ellos puede utilizarse para cuantificar al otro. Si disponemos de una solucién de
un anticuerpo monoclonal, podemos definir su afinidad y especificidad con considerable
confiabilidad y, si esta en estado puro y en su conformacién nativa, conoceremos que la
concentracion de anticuerpos es la misma que la de inmunoglobulina en mg/mL u otra
unidad, (Tabla 2).

Tabla 2 de los métodos de deteccion antigeno-anticuerpo®

Trazador Denominacion

Complejo Ag-  Técnicas de inmunoprecipitacion (técnica Ouchterlony,

Ac inmunoelectroforesis, difusion radial Mancini, nefelometria, etc.)
Aglutinado Técnica de inmunoaglutinacion. (hemaglutinacion directa e indirecta y

otras técnicas de latex, etc.)

Fluorocromo Técnicas inmunofluorimétricas

Radiois6tipos  Técnicas inmunorradioldgicas (radioinmunoensayo-RIA-)

Enzimas Técnicas inmunoenzimaticas.
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Cuando se determina el contenido de anticuerpos en un antisuero, el problema es

diferente debido a que la fraccion inmunoglobulina estd compuesta de una serie enorme

de moléculas en cantidades y afinidades variables. Existen diversos métodos basados

en procedimientos distintos de visualizar la unién Ag-Ac.

1.

Técnicas de aglutinacion: cuando el antigeno se encuentra unido o forma parte
de las células, bacterias o particulas, la reaccion Ag-Ac se puede detectar y
cuantificar por el aglutinado celular o bacteriano formado.

Técnicas de fluorescencia y citometria de flujo: para la realizacion de estas
técnicas el anticuerpo se marca con un fluorocromo detectandose la formacion
del complejo Ag-Ac por la fluorescencia emitida.

Técnicas de radioinmunoensayo: en estas técnicas, al anticuerpo se une un
isétopo radiactivo, siendo posible la cuantificacion del complejo Ag-Ac a través
de la radioactividad emitida.

Cromatografia de afinidad: la especificidad de la uniébn Ag-Ac puede utilizarse
para obtener anticuerpos y antigenos puros.

Inmunoprecipitacién e inmunoblotting: permite detectar la presencia y cantidad
de antigenos y anticuerpos especificos.*

3.17.1 Técnica de precipitacion

El complejo Ag-Ac precipita espontaneamente o por centrifugacion cuando la

proporcion de antigenos y anticuerpos es equivalente. En la fig. 13 se muestra un

esquema de los tipos de complejos formados al mezclar, en tubos de ensayo,

soluciones con diferentes cantidades de antigenos a las que se les afaden igual

cantidad de antisuero. La precipitacion maxima alli donde la proporcién entre ambos es

optima (parte central), pero va disminuyendo a medida que predomine el anticuerpo o el

antigeno (de izquierda a derecha). Este tipo de reaccidén no es muy utilizado al
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requerirse grandes concentraciones de antigeno y anticuerpo para poder medir el

precipitado formado, 3*#* (Figura 13.)
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Figura. 13 Curva de precipitacién antigeno-anticuerpo?

3.17.2 Radioinmunoanélisis (RIA)

Se basa en la competencia que se establece para unirse a anticuerpos especificos
entre una sustancia a cuantificar y cantidades conocidas de la misma sustancia
marcada con un isétopo. Al establecer esta competicion resulta que mayor cantidad de
sustancia a cuantificar, menor serd la cantidad de sustancia radioactiva que se une al

anticuerpo y viceversa y medida por un contador de centelleo, una vez medida la
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radioactividad se construye una curva con los resultados obtenidos con las cantidades

conocidas de la sustancia marcada y sin marcar, se incuba a una concentracion

constante de la muestra de la que se desea conocer la concentracion del antigeno.

El RIA directo a la fase sélida se une a una cantidad conocida de anticuerpo. A
diferentes concentraciones de antigeno marcado se incuba a una concentracion
constante de la muestra de la que, se desea conocer (la concentracion de antigeno). En
el RIA de inhibicibn sucede que en la fase sélida, estd unida una cantidad fija de
antigeno para el proceso de inhibicion se incuba una concentracion fija de anticuerpo
marcado frente una serie de diluciones de la muestra que contiene el antigeno. Existe

una técnica no competitiva*®“® (Figura 14.)

Ligando
marcado

/\/
/
Ligando no
marcado (analito)

=
S — / S
Figura. 14 Reaccién de fijador de ligando en radioinmunoanalisis?’

3.17.3 Ensayo de Inmunoabsorbente Ligado a Enzima

El principio de ELISA es una variante de la técnica de RIA (radioinmunoanalisis);
este método se utiliza para la cuantificacion de antigenos o de haptenos que pueden

ser marcados radiactivamente. Se basa en la competencia por anticuerpos especificos
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entre concentraciones de material marcado (conocido) y no marcado (desconocido).
Los complejos que se forman entre los antigenos y los anticuerpos pueden separarse y

cuantificarse independientemente a partir de la radiacion emitida, (Figura 15.)

Anticuerpo + Antigend marcadn
Anticugrpn + Antigeno marczdo Antigena fri 0 Aigeno i

; -I- .. Cnmpencmn

Figura. 15 Esquema general del método de ELISA®®

La técnica de ELISA es un método heterogéneo en donde se tiene un conjugado:
anticuerpo-enzima; en una fase sélida (placa) se adhiere el antigeno o el anticuerpo. La
enzima reacciona con su sustrato y en la reaccién de 6xido-reduccién el cromoégeno
origina una reaccion colorida que se puede cuantificar colorimétricamente. Este método
es tan sensible como RIA y no necesita licencia para trabajar con radiactividad, y las

enzimas son mas estables que los isétopos.

Las enzimas que dan la reaccion colorida son, en la actualidad, los marcadores
utiizados con mas frecuencia: la peroxidasa de rabano picante (horseradish
peroxidase- HRP) y la fosfatasa alcalina del intestino de ternero (alkaline phosphatase-
AP). La glucosa oxidasa de Aspergillus niger, la ureasa de soya y la galactosidasa de
Escherichia coli son alternativas adicionales. Una ventaja en la amplificacion de la

reaccion de fosfatasa es el uso de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADP),
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como sustrato para generar NAD, el que ahora actia como coenzima para un segundo

sistema enzimético. (Figura 16.)

Placa de

microtitulaciin \l
//\ Anticuerpos , “ & )
l/ y/ oo Antigenos \\r(/ vv /
/: ,/ Q/,, BOYIE A L

/‘! . ' /7 /7'

i
[Lyye/4 w YY)
— A

Figura. 16 Principio basico de ELISA directo o no competitivo: se tapiza la placa

con el anticuerpo especifico frente al antigeno a determinar. Se afiade la muestra
donde esté presente el antigeno que se requiere medir

Otros marcadores: La proteina G estreptocdcica o la proteina A estafilocécica
marcadas con enzimas, se unen a la IgG. Con frecuencia se utiliza la conjugacion con

la vitamina biotina; dado que este conjugado puede detectarse con facilidad por su
reaccion con la avidina o estreptavidina ligada a enzima (esta ultima da un menor fondo

de union), ambas se unen con una alta especificidad y afinidad.

Los sistemas quimioluminiscentes, basados en la reaccion luminol, incrementada
por la HRP, donde la luz proveniente del sustrato luminol oxidado se intensifica y la
duracion de la sefal se incrementa por el uso de un reactivo intensificador, provee

mayor sensibilidad y variaciones dinamicas. Debe hacerse una mencion especial a los
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ensayos de fluoresceina con resolucién en el tiempo basado en quelatos de tierras

raras como el europio 3%, aunque estos tienen un papel mas importante en los ensayos

para antigenos.33:4248:49:
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de los estuches para el diagndéstico del estrés oxidativo en proteinas se
basan en la condensacién de los grupos carbonilos con DNPH a través de una
reaccion de reconocimiento con anticuerpos. Sin embargo estos estan dirigidos contra
el hapteno y no contra la proteina lo que disminuye la especificidad del ensayo, esto
limita la informacion que se puede obtener, al solo ser posible determinar la presencia

de grupos carbonilos y no de proteinas especificas.

Por otra parte el costo de estos es elevado y su uso se restringe solo a un tipo de

prueba, limitando el rango de aplicaciones.

Debido a lo anterior este trabajo propone generar anticuerpos dirigidos contra los
conjugados de proteina-DNPH, esto permitiria aumentar la especificidad del ensayo al
poder reconocer proteinas especificas permitiendo ampliar la informacién obtenida, a su
vez al generar anticuerpos especificos estos podrian ser usados en otros tipos de
técnicas Inmunoenzimaticas y no solo en ELISA como en la mayoria de los estuches

comerciales.
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5 HIPOTESIS DEL TRABAJO

A partir de la generacion de un antigeno artificial (DNP-Ovoalbimina) y la inmunizacion
de conejos se obtendran anticuerpos especificos anti-DNP, los cuales podran ser

utilizados en la determinacién de grupos carbonilos en proteinas a través de la técnica
de ELISA,;
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6 OBJETIVOS

General

e Elaboracion de reactivos bioldgicos inmunoenzimaticos para la determinacion de

grupos carbonilos

Particulares

e Elaborar los antigenos artificiales OVA-DNP y BSA-DNP.

e Obtener un anticuerpo especifico anti DNP (Inmunizacion).

e Purificacion del anticuerpo por el método de Inmunoabsorbente.

e Marcar el anticuerpo con peroxidasa de rabano usando glutaraldehido.

e Titulacién del conjugado anticuerpo anti DNP-enzima.
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2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
Albumina sérica bovina F-V (BSA)
Ovoalbumina grado Il (OVA)
Dimetilsulféxido (DMSO)
Bicarbonato de sodio

Acido clorhidrico

Glutaraldehido

Sulfato de amonio

Lisina

Formaldehido

Glicina

Borohidruro de sodio

Clorohidrato de guanidina
Peroxidasa de rabano F VIA
Acido ascérbico

Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA)
Sulfato de amonio ferroso
Amortiguador de fosfatos (PBS) pH=7
O-fenilendiamina

Gelatina U.S.P.

Per6xido de hidrogeno 30%

Tween 20

7 REACTIVOS

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Baker
EM Science
Baker
Baker
Baker
Baker
Sigma
Reasol
Sigma
Sigma
Merck
Baker

Baker

Sigma
Baker
Sigma

Sigma
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8 MATERIAL
Matraz balén Pyrex
Vasos de precipitado Pyrex
Refrigerante Pyrex
Homogenizador potter Thomas Company
Tubos de ensayo Pyrex
Pipetas
Micropipetas Finnpipette / Menarini
Membrana de celulosa Sigma
Tiras de pH Whatman
Gradilla

Placa de 96 pocillos de ELISA Nunc
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9 EQUIPOS
Parilla de agitacion Corning
Centrifuga Cole Parmer
Espectrofotometro Thermo scientific spectronic 20+
Lector de ELISA Awareness Tecnology INC
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10 METODOS

10.1 Preparacion de conjugados DNP-BSA y DNP-OVA

El BSA y la OVA se conjugaron con el DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina), ambos

antigenos fueron preparados de la siguiente manera:

Se pesaron 200-300mg de BSA y OVA, ambas por separado, se disolvieron en
una solucion de 20mL de bicarbonato de sodio 0.1M a pH=9, se disolvieron 20 mg de
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) en 1mL de DMSO (dimetilsulféxido), y fue agregada
lentamente a la solucion de BSA u OVA con agitacién, se incubaron durante toda la

noche las reacciones a temperatura ambiente.

El hapteno libre fue eliminandose a través de una membrana de celulosa por
dialisis 7 veces con PBS (NaCl 8 g, KH,P0O,4 0.2 g, Na;HPO,4-12H,0 2.9 g, KCI0.2 g en
1000 mL de agua destilada) a pH= 7.>® Se realiz6 una prueba cualitativa para ver que
no quedaran restos del DNP con acetofenona, generandose un precipitado™ y se
evaluaron con un espectro absorcién ultravioleta (200-300nm) para observar la

conjugacion

Valorando, la presencia de cambios significativos en los espectros con respecto a
los reactivos de origen tomandose en cuenta que las proteinas absorben a una longitud
de onda de 280nm (BSA y OVA) y el DNPH a 310nm. Al conjugado se le realiz6 una
curva estandar para la cuantificacién de proteinas por el método de Lowry.

10.2 Método de Lowry

Para conocerse la concentracion de la OVA-DNPH para la inmunizacién. Se

prepararon las siguientes soluciones:

Solucién A: 2.0g de carbonato de sodio en 100mL de hidréxido de sodio al 0.4%.
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Solucion B;: 1.0g de tartrato de sodio y potasio en 50mL de agua.
Solucion B,: 0.5g de sulfato de cobre en 50mL de agua.

Solucion de trabajo Ci: 50mL de solucién A + 0.5mL solucién B; + 0.5mL de solucion
Bo.

Solucion estandar: 0.025¢g de suero albumina bovina (BSA) en 100mL de agua.

Se prepararon los tubos, de acuerdo a la tabla 3 se dejaron reposar en un tiempo
de 10 minutos, después se afiadid la solucion de Folin Cicalteau y se dejaron reposar
durante 30 minutos, pasando este tiempo se leyeron en el espectrofotometro a un

absorbancia de 600nm.

Tabla. 3 Esquema de preparacion curva de calibracion®®

Tubo mL estandar mL H,O mL sol. C; mL sol. Folin
1 0.1 0.9 3.0 0.1
2 0.2 0.8 3.0 0.1
3 0.3 0.7 3.0 0.1
4 0.4 0.6 3.0 0.1
5 0.5 0.5 3.0 0.1
6 0.6 0.4 3.0 0.1
7 0.7 0.3 3.0 0.1
8 0.8 0.2 3.0 0.1
9 0.9 0.1 3.0 0.1
10 1.0 0 3.0 0.1
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En la preparacion del tubo problema, se tomaron 0.1mL de la muestra, se
afiadieron 0.9 de agua mas 3mL de solucion C; se dejo que reposaran por 10minutos y
después se agrego la solucion de Folin Cicalteau, dejandose reposar y prosiguiendo
con la lectura.

Preparacién de tubo blanco: 1mL de agua se agregaron 3mL de solucion C; mas 0.1mL

solucién de Folin Cicalteau.

Conociéndose las lecturas de los tubos (ABS) y se interpolo el resultado para

conocerse la concentracion real del conjugado OVA-DNPH.>®

10.3 Inmunizaciéon

Se preparo un conejo albino obtenido del bioterio para el procedimiento y se

contindo con el siguiente procedimiento de inmunizacion.

En el dia cero se preparo 1mL de solucién salina mas 1mL de adyuvante completo
de Freund, se aplicaron en multiples sitios (lomo del conejo), via subcutanea; se
dejaron pasar 14 dias, se reanudo la inmunizacion con 1mg del antigeno en 1mL de
adyuvante incompleto de Freund; siguiendo el mismo procedimiento de aplicacién; para
el dia 35, se aplicdé otra inmunizaciéon con 0.5mg del antigeno en 1mL de solucién
salina, mismo procedimiento de aplicacion para el dia 40, se preparo 0.5mg del
antigeno en 1mL de solucién salina, misma aplicacién (subcutanea y mdultiples sitios),
para el dia 45 se sacrificd, realizdandose con la técnica de puncién cardiaca, se
comenzo anestesiando al animal, limpiandose la zona izquierda del térax y localizando
el corazon y se extrajo lentamente la sangre con jeringa y aguja del nimero 20 x 30. Se
retuvo el coagulo por 24h en refrigeracion y después se agrego sulfato de amonio para
la precipitacién de la gamma globulina (IgG).>
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10.4 Método Acoplamiento de dos Pasos de Glutaraldehido (Método

Avrameas)

Se disolvieron 10mg de peroxidasa de rabano en 0.2mL de amortiguador de
fosfatos 0.1M a pH=6.8 que contiene 1.25% de glutaraldehido, dejandose 18h en
agitacion a temperatura ambiente. Se elimind el glutaraldehido por dialisis y se

estabilizdé con solucién salina al 0.85%.

En esta reaccién se tom6 una muestra se ajustdé a un 1mL y se adicion6 1mL de Ig
G a 5mg/mL en solucion salina y 0.1mL de amortiguador de bicarbonato de sodio 1M a

pH= 9.5, se agito suavemente y se dej6 24h a 4°C.

Se prosiguié con la adicion de lisina al 0.2M, dejandolo 2h a temperatura ambiente y
se dializo con PBS a 4°C.

Se centrifugo a 5000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se desecho para
eliminar la enzima libre; en el precipitado esta presente el conjugado; éste se redisolvio
en PBS con 0.01 de timerazol o formalina para evitar su contaminacion. En esta etapa
hay anticuerpo contra el DNP y contra la enzima y se prosiguiéo con la técnica de

Inmunoabsorbente, para obtenerse los anticuerpos anti-DNP.>’

10.5 Método de Inmunoabsorbente

Se disolvieron 300mg del precipitado en 16mL de solucion reguladora de fosfatos
pH=7, se vertieron a la solucién anterior, gota a gota, 2.0mL de la solucion de

glutaraldehido constantemente, y se dej6 toda la noche a temperatura ambiente.

Se adiciono al gel un pequefio volumen de solucion reguladora de fosfatos y
fraccionando con la ayuda del homogenizador Potter-Elvehjem, suspendiendo la

proteina insoluble en 8mL de la solucion reguladora glicina-HCl pH=2.8 y centrifugando
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a 3000 rpm durante 15 minutos y volviendo a suspender la proteina en 80mL de
solucion reguladora salina-fosfatos y dejandolo sedimentar por 30 minutos y eliminando

el sobrenadante con el objetivo de quitar todas las particulas pequefias.®’

10.6 Método de ELISA

Se diluyé una solucién de BSA-DNP haciendo diluciones al doble, partiendo de

una concentracion inicial de 128ug/mL

Se prepararon 7 tubos que se etiquetaron de la A a la G. En el tubo A colocando
3mL de la solucion de BSA-DNP a una concentracion de 128ug/mL disuelto en
amortiguador de recubrimiento y realizando diluciones al doble con volimenes de
1.5mL del amortiguador de recubrimiento en los tubos B a la G, de tal manera que, al
final, tengan todos los tubos con 1.5mL de volumen, excepto el tubo G, que se queda

con 3mL.

Colocando con una pipeta automatica 100uL del amortiguador de recubrimiento
carbonato-bicarbonato pH=9.6, en la fila H de la placa de poliestireno (testigo negativo
del antigeno). Realizando lo mismo con el resto de las filas empezando con la fila G y
terminando con la fila A en ese orden y, usando una sola punta, se colocaron siempre

100pL en cada pozo, incubando por 1h a 37°C.
El sobrenadante se elimina y se lava 6 veces con PBS-Tween

Se bloqued con 1% de gelatina (300uL en cada pocillo), incubando en un periodo

de 30 minutos.

Se desecho el sobrenadante de la gelatina, se realizd 6 veces el lavado con PBS-

tween, dejando actuar un minuto la solucién de lavado antes de tirar los sobrenadantes.
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Después, se etiquetaron 11 tubos del 1 al 11 y realizaron diluciones al doble en
PBS del conjugado de anti-DNP, comenzando de una dilucion 1:100 y usando

volimenes de 1mL para hacer las diluciones.

Se coloco en la columna 12 de la placa, 100uL de PBS (testigo de conjugado).
Del tubo nimero 11 a la columna 11 en ese orden hasta llegar al tubo 1, usando una

sola punta y colocando en cada pozo 100uL, incubando la placa a 37°C por una hora.
Se lavo 6 veces con PBS-tween.

Se adicion6 100uL del sustrato (peréxido de hidrogeno) con el cromogeno (O-

fenilendiamina) en cada pozo e incubo por 15 minutos a 37°C

Se ley6 a 450nm en el lector de ELISA.*®
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11 RESULTADOS

Comprobacién de las conjugaciones: Para comprobar las conjugaciones del
hapteno (DNPH) con las proteinas antigénicas (OVA y BSA), se recurrio a un analisis
cualitativo de espectrofotometria de absorcion ultravioleta, realizando un barrido de
estas proteinas antigénicas puras en solucion salina y observando la absorcion de los
conjugados en una longitud de onda diferentes. Los resultados indicaron que se
encontrd del barrido con ovoalbimina con solucién salina (sin conjugar) en un rango de
una longitud de onda de 200 a 500nm donde se observa la longitud de onda de los aa

presentes en la ovoalbumina. (Figura 17).
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Figura. 17 Espectro de UV de ovoalbumina
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Se realizaron los mismos estudios para el BSA y nuestros resultados mostraron que en

la figura 19 se observo de un barrido de 200-400 nm un pico de los aa presentes en el

BSA (sin conjugar)
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Despues del proceso de conjugacion del BSA-DNPH, se realizo un rango de

lectura de 200-600nm, se observo el cambio en la longitud de onda comparando con el

BSA-solucion salina y comprobando la conjugacion, figura 20.
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Dilucion 6ptima del anticuerpo. Con la finalidad de encontrar la dilucién 6ptima del

anticuerpo se procedio a evaluar una serie de concentraciones decrecientes del mismo
a través del ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y utilizando como agente bloqueador,
leche descremada, gelatina en PBS, los resultados indicaron que la dilucién éptima de
trabajo del anticuerpo es de 1:200. A su vez la concentracion del antigeno se fue
disminuyendo a razon 1:2 en PBS partiendo de una concentracion inicial de 128 pg/mL
hasta 1pg/mL, observandose que la concentracibn de 16 pg/mL da los mejores

resultados (tabla 4 y grafica 1.)

TABLA.4 ABSORBANCIAS DE ELISA

Log dilucién 2 2.3 2.4 2.9 3.2 3.5 3.8 4.1 4.4 4.7 5
Pocillos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12 128 0.485 | 0.378 0.349 0.336 0.325 0.336 0.332 0.332 0.328 0.337 0.326

1B 64 0.418 | 0.383 0.360 0.352 0.344 0.353 0.353 0.352 0.341 0.339 0.365

1C 32 0.410 | 0.371 0.372 0.354 0.348 0.352 0.346 0.342 0.337 0.338 0.333

1D 16 0.423 | 0.390 0.365 0.356 0.352 0.382 0.359 0.349 0.351 0.350 0.347

1E 8 0.442 | 0.378 0.358 0.364 0.346 0.364 0.350 0.343 0.342 0.340 0.335

1F 4 0.458 | 0.384 0.411 0.351 0.359 0.354 0.350 0.356 0.357 0.347 0.358

1G 2 0.508 | 0.380 0.361 0.349 0.348 0.347 0.344 0.343 0.345 0.346 0.339

1H 1 0.607 | 0.400 0.368 0.361 0.385 0.357 0.345 0.349 0.346 0.347 0.353
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Para la elaboracién de la curva de calibracion con los datos obtenidos

anteriormente se comenzé con la dilucién de 512 para el antigeno y la dilucién de

1:200 para el anticuerpo como se observa en la tabla 5 y la grafica 2.

En la tabla 5 que se observa a continuacion la linealizacion de la grafica 3

Tabla 5 Resultados de ELISA de curva de calibracion

[ugrmt] absorbancias Promedios
128 0.868 | 0.986 | 0.965 | 0.941 | 0.922 | 0.969 | 0.916 | 0.902 | 0.940 | 0.954 | 0.914 | 0.916 | 0.932
91.4 1.005 | 0.919 | 0.963 | 0.944 | 0.930 | 0.901 | 0.863 | 0.926 | 0.903 | 0.926 | 0.919 | 0.916 | 0.926
65.3 0.927 | 0.932 | 0.861 | 0.901 | 0.914 | 0.856 | 0.850 | 0.908 | 0.873 | 0.744 | 0.875 | 0.856 | 0.874
46.6 0.896 | 0.845 | 0.868 | 0.885 | 0.852 | 0.819 | 0.859 | 0.827 | 0.820 | 0.799 | 0.809 | 0.878 | 0.846
33.3 0.975 | 0.916 | 0.854 | 0.830 | 0.834 | 0.814 | 0.809 | 0.810 | 0.779 | 0.767 | 0.821 | 0.905 | 0.842
23.7 0.842 | 0.821 | 0.783 | 0.763 | 0.776 | 0.788 | 0.760 | 0.749 | 0.769 | 0.773 | 0.730 | 0.801 | 0.779
16.9 0.754 | 0.724 | 0.733 | 0.704 | 0.707 | 0.613 | 0.669 | 0.708 | 0.707 | 0.702 | 0.716 | 0.745 | 0.706
12.14 0.568 | 0.663 | 0.667 | 0.651 | 0.613 | 0.654 | 0.640 | 0.619 | 0.642 | 0.608 | 0.577 | 0.616 | 0.626
8.67 0.669 | 0.658 | 0.684 | 0.681 | 0.631 | 0.624 | 0.632 | 0.665 | 0.681 | 0.673 | 0.686 | 0.614 | 0.658
6.19 0.619 | 0.625 | 0.610 | 0.635 | 0.653 | 0.609 | 0.599 | 0.680 | 0.645 | 0.567 | 0.665 | 0.542 | 0.620
4.4 0.603 | 0.618 | 0.599 | 0.617 | 0.599 | 0.568 | 0.524 | 0.536 | 0.606 | 0.590 | 0.601 | 0.570 | 0.650
3.1 0.659 | 0.620 | 0.639 | 0.552 | 0.565 | 0.590 | 0.571 | 0.622 | 0.582 | 0.594 | 0.619 | 0.629 | 0.603
2.2 0.600 | 0.618 | 0.573 | 0.530 | 0.570 | 0.526 | 0.527 | 0.534 | 0.532 | 0.555 | 0.548 | 0.622 | 0.561
1.6 0.533 | 0.548 | 0.530 | 0.488 | 0.497 | 0.424 | 0.473 | 0.495 | 0.496 | 0.503 | 0.561 | 0.527 | 0.506
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12 ANALISIS DE RESULTADOS

La valoracién de las reacciones de acoplamiento OVA y BSA con el hapteno de
DPNH se llevo a cabo a través de espectroscopia de absorcion ultravioleta, la cual
detecta compuestos organicos a través de la interaccion de la radiacion de onda
corta con los dobles enlaces presentes en los aminoacidos donde se observo un
cambio significativo con respecto al valor arrojado por los blancos, se observa que
los acarreadores puros en las graficas 17 y 19 se presenta una sefal secundaria que
se puede interpretar como la reaccién de formacion del conjugado. Es importante
hacer notar que aunque la literatura reporta un tiempo de reaccion de 24 horas
(técnica reportada por Yang T°3) nuestro tiempo de reaccién tuvo que ser ampliado a
36 hrs debido que al realizar la prueba de acetaldehido todavia existia precipitacion
de DNP libre.

Una vez obtenido el conjugado y después de haber demostrado efectivamente que
se llevo a cabo la reaccion de acoplamiento, este se utilizo para inmunizar un conejo
de la variedad Nueva Zelanda para obtener un anticuerpo contra el complejo OVA-
DNP. El esquema de inmunizacion propuesto fue el adecuado, ya que el titulo de
anticuerpos anti DNP fue alto, determinado mediante precipitacion en capilar. La
buena respuesta se debe probablemente a que el acarreador usado (OA) es una
especie filogenéticamente diferente a la del conejo. Para logar purificar los
anticuerpos obtenidos se opto por el método reportado por Avrameas; el
inmunoadsorbente se preparo con la OA y tratamiento con glutaraldehido, este
Inmunoabsorbente resulto barato y rapido y se probé su especificidad para OA y con
BSA-DNP, donde la reaccién fue positiva con la BSA-DNP y no con la OA, lo que
nos indica que el Inmunoabsorbente fue eficaz.

Para la elaboracion del conjugado anticuerpo anti DNP-Peroxidasa de rabano se
sigui6 el método de Avrameas el cual tiene como ventaja estar disefiado
especialmente para la obtencién de anticuerpos a partir de antigenos de naturaleza
proteica como en nuestro caso (OVA y BSA) este método se basa en la
insolubilizacion del antigeno mediante la formacion de un gel con glutaraldehido lo
que permite es una mejor purificacion de los anticuerpos generados debida a la
diferencia de solubilidad con respecto a otras proteinas del suero total

La concentracion del antigeno que presenta una mejor absorbancia fue de 16ug/mL y
el factor de dilucion optimo para el anticuerpo fue de 1:200. Estos valores permiten
llevar a cabo el ensayo sin caer en la prozona que es aquella region en la que la alta
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concentracion del anticuerpo impide que se lleve acabo la reaccidon de
reconocimiento.

A patrtir de la concentracion seleccionada del antigeno se valoro el comportamiento
del ensayo a través de una curva de calibracion de la reaccion, modificado el agente
blogueador (usando glicina en vez de gelatina-leche) por que el tiempo de reaccion
era prolongado y habia una respuesta débil por lo que no se podian obtener
resultados fiables; por lo anterior se opto a usar glicina como agente bloqueador lo
cual disminuye el tiempo de reaccion y aumenta la intensidad de la respuesta (grafica
2), en el cual podemos observar que las concentraciones comprendidas entre los
valores de 8.67 y 3.1ug en la tabla 5, presentan una mejor linealidad para la reaccion
del conjugado antigeno-anticuerpo. Esto se observa de manera mas clara en la
grafica 3 en la cual al ampliar la region evaluada se observa un mejor
comportamiento lineal ya que su coeficiente de correlacion es alto (R* = 0.95) por lo
tanto se proponen estas condiciones para realizar la curva de calibracion.
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13 CONCLUSIONES

Se obtuvieron los siguientes reactivos biologicos:

1. Se lograron preparar los conjugados OVA-DNP y BSA-DNP

2. Se logro obtener el anticuerpo especifico a-DNP purificado mediante el
método de inmunoabsorcion y evaluado por la técnica de ELISA

3. Se obtuvo una reaccién especifica cuantificable entre el anticuerpo y el

antigeno misma que se corroboro mediante titulacion del sistema

14 SUGERENCIAS

1. Se propone realizar la validacion posterior de la técnica
2. Se deben elaborar nuevas formulaciones y técnicas de obtencion para los

conjugados y el anticuerpo
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