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1. Introducción 

1.1. Los anticuerpos. Historia y desarrollo de su conocimiento.  

 

Los anticuerpos, junto a las enzimas, constituyen las dos maravillas proteicas de 

reconocimiento fino en el mundo biológico. Son capaces de contener una información 

secuencial que, transformada en espacial y funcional, las convierten en protagonistas de 

dos eventos trascendentales en la evolución: La bio-catálisis y el reconocimiento 

específico. No es posible exagerar la importancia de estos mecanismos moleculares y, por 

tanto, de sus efectores directos [1].  

 

Indudablemente que Eduard Jenner en 1796 inmunizando con el virus vaccinia para 

proteger humanos contra la viruela y Louis Pasteur casi cien años más tarde con sus 

cepas atenuadas del virus de la Rabia fueron los gigantes de pensamiento que adivinaron 

y prácticamente, por primera vez, demostraron que el organismo podía ¨defenderse¨ de 

las infecciones con ¨elementos¨ que debían estar presentes en los humores corporales [2]. 

 

En la misma época en la que Elie Metchnikoff describía la fagocitosis como una 

respuesta defensiva celular, otros bacteriólogos se percataban de las respuestas del suero 

de los mamíferos contra los retos microbianos. George Nuttall observó en 1888 que 

algunas bacterias eran eliminadas por sangre animal defibrinada, lo cual quedó apoyado 

poco más tarde por la demostración de Hans Buchner de que el suero puede ser 

definitivamente bactericida después de una exposición previa del animal con los 

microbios correspondientes, efecto que quedaba abolido mediante calentamiento a 55°C 

por una hora. En consecuencia este investigador, llamó ¨alexinas¨ a la causa directa de 

esta acción en el suero [3]. Jules Bordet retomó estas observaciones en 1893 mientras 

estudiaba la lisis de Vibrio cholerae en el peritoneo de cobayos inmunizados con cultivos 

de bacteria muerta (fenómeno Pfeiffer) y demostró que las alexinas de Buchner, que hoy 

conocemos como complemento, debían tener una contraparte funcional en el suero como 

elementos específicos que finalmente resultaron los anticuerpos [4]. 
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Genialmente intuidos también por Paul Ehrlich [5] en el siglo XIX, quien nos presentó, 

además, una elegantísima y adelantada teoría de su generación [6], los anticuerpos fueron 

originalmente demostrados de forma funcional por Shibasaburo Kitasato y Emil von 

Behring (primer Premio Nóbel en Medicina y Fisiología) en su relación directa y 

neutralizante de las toxinas diftérica y tetánica cuando encontraron que animales 

inmunizados con dosis sub-letales de toxina producían un suero que neutralizaba la 

toxina y podía conferir protección a animales normales retados con dosis letales. A estas 

alturas ellos no sospechaban siquiera cual era la estructura química de tales herramientas 

moleculares [7]. De igual manera las “aglutininas” de Karl Landsteiner responsables del 

rechazo sanguíneo resultaron, finalmente, ser anticuerpos [8]. 

 

Como parte central de la Inmunidad Humoral predicha por Buchner y brillantemente 

defendida por Ehrlich en su momento [9], los anticuerpos transitaron por etapas difíciles 

en la interpretación cabal de su estructura y función que fueron naturalmente paralelas al 

desarrollo de los procedimientos posteriores de purificación y caracterización de las 

proteínas.  

 

Investigadores agudos como Almroth Wright captaron muy rápidamente (1904), la idea 

de que los anticuerpos podían circular libremente en la sangre y que llegaban, incluso, a 

rodear a las bacterias que eran finalmente destruidas por los fagocitos introduciendo así el 

concepto y el término de opsonización [10]. 

 

En los años 20 del siglo pasado Michael Heidelberger y Oswald Avery observaron que 

aquellas “antitoxinas” de von Behring y Kitasato precipitaban a los antígenos 

correspondientes y comprobaron que podían ser (o contener) proteínas [11] lo cual fue, 

años más tarde, confirmado al profundizarse sobre la naturaleza química de la interacción 

entre los antígenos y los anticuerpos en un detallado estudio realizado por John Marrack 

y publicado en 1938 [12]. Ya por aquella época Arné Tisselius se dedicaba, 

visionariamente, en su legendario aparato de electroforesis en fase fluida en Uppsala a 

comprobar que las proteínas relacionadas a la inmunidad de los conejos se encontraban 

en la fracción gamma del suero [13]. 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Shibasaburo_Kitasato&action=edit�
http://en.wikipedia.org/wiki/Almroth_Wright�
http://en.wikipedia.org/wiki/Michael_Heidelberger�
http://en.wikipedia.org/wiki/Oswald_Avery�
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No fue hasta la década de los 40 en que una mayor claridad funcional pudo ser 

encontrada en la interacción de los anticuerpos con sus antígenos cuando Linnus Pauling 

apoyó la clarividente teoría de “llave cerradura” ya  antes sostenida por  Ehrlich y 

propuso, sorprendentemente, que más que un enlace químico, esa relación dependía de la 

forma espacial de acomodamiento. Además afirmó que era caracterizada por fuerzas 

débiles como las electrostáticas, las de van der Waals y los puentes de hidrógeno 

introduciendo de forma brillante el concepto de ajuste biomolecular [14], tan 

trascendental para comprender “la lógica molecular de los seres vivos” al decir de Albert 

Lehninger [15]. 

 

Ya en 1948 son descubiertos los linfocitos B que después de ciertas transformaciones 

celulares son los responsables directos de segregar anticuerpos funcionales y se tuvo 

entonces la primera relación citológica para estos efectores moleculares [16]. En la 

década del 50 Niels Jerne introdujo el concepto de selección clonal [17] que fue 

certeramente modificado por Mac Burnett ofreciendo, con su propuesta de teoría de la 

selección clonal [18], una solución ingeniosa y momentánea a la candente controversia 

entre instrucción y repertorio pre-establecido.  

 

A partir de este momento la atención se concentró, naturalmente, en descubrir la 

estructura de estás proteínas efectoras de la inmunidad humoral que permitía semejante 

maravilla de reconocimiento fino. La década del 60 se inaugura con un esclarecedor 

resultado en el que Edelman y Gally informan acerca de la existencia de la cadena ligera 

en la estructura de los anticuerpos lo cual apuntó definitivamente a que estas moléculas, 

como se esperaba, constituían una estructura multimérica [19]. En este trabajo se 

informaba también la estrecha relación de estas cadenas ligeras con las proteínas 

segregadas en la orina de los pacientes con mieloma múltiple llamadas proteínas de 

Bence-Jones en honor a su descubridor Henry Bence Jones en 1845 [20]. 

 

Edelman, en sus investigaciones posteriores, llegó a descubrir que las cadenas y pesadas 

de los anticuerpos estaban unidas por puentes disulfuro [21] y finalmente en Rodney 

Porter encontró que los anticuerpos tenían un fragmento muy relacionado al 
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reconocimiento antigénico y por tanto responsable de la especificidad y la afinidad y otro 

encargado de las funciones biológicas o de destino final de la acción inmune integrada 

[22]. Ambos investigadores recibieron el premio Nóbel en 1972 por su extraordinario 

aporte en la explicación de la estructura y función de los anticuerpos. 

 

Estos estudios estructurales se habían limitado a las inmunoglobulinas G y M pero muy 

rápidamente en 1967 es descubierta la IgA secretora con la expansión de todo un campo 

de acción efectora de los anticuerpos en las mucosas [23]. Un poco antes había sido 

descrita la IgD [24] y para completar el cuadro de las clases de inmunoglobulinas, los 

esposos Ishikasa identifican a la IgE como un anticuerpo estrechamente relacionado con 

las alergias agudas [25].   

 

En estos momentos, una vez comprendida la estructura y función de los anticuerpos 

quedaba un asunto realmente intrigante que parecía retar a las bases mismas de la 

Biología Celular y la Genética Molecular. ¿Cómo era posible la generación de un 

repertorio de más de 100 millones de especificidades para proteínas con un único y 

constante arsenal genético celular? Esto no era posible con los conceptos tradicionales de 

que todas las células tienen “siempre” la misma dotación genética a menos sean que 

gaméticas o que sufran mutaciones “no naturales”. Susumu Tonegawa [26] demostró que 

los linfocitos B “reordenan” su  dotación genética en la maduración previa al encuentro 

con el antígeno para dar una brillante explicación inmunogenética a la distribución clonal  

lo que le valió un premio Nóbel en 1987. 

 

En 1975 Goerge Kohler y Césas Milstein también en un esfuerzo por comprender las 

bases genéticas de la diversidad de los anticuerpos perfeccionaron las técnicas de fusión 

celular por complementación y selección bioquímica y de esta manera revolucionaron las 

investigaciones biomédicas y la Inmunoanalítica con la Tecnología de Hibridomas [27] 

para generar Anticuerpos Monoclonales (AcMs) por lo que recibieron el Premio Nóbel en 

1984. 
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Posteriores avances tecnológicos y científicos nos han brindado la posibilidad de 

disponer de anticuerpos catalíticos (“abzimas”) cuando se hicieron realidad las 

predicciones de Linus Pauling en los años 40 [28] respecto al mecanismo de acción de 

anticuerpos y las enzimas y llevar adelante la idea de que un paratopo puede ser un 

“bolsillo catalítico” para un estado de activación [29].  

 

Hoy día los anticuerpos recombinantes y sus fragmentos son una realidad en la Analítica, 

el Diagnóstico, la Inmunoterapia y la Imaginología llevando el concepto de selección a su 

estado del arte (selección artificial) y asumiendo que la disponibilidad real del repertorio 

puede suprimir la necesidad de la inmunización lo cual, en la práctica, sigue siendo un 

tema muy controversial [30]. 

 

Los “intrabodies” o anticuerpos intracelulares se definen como moléculas de 

inmunoglobulinas que, expresadas intracelularmente, son dirigidas hacia compartimentos 

subcelulares definidos. Su potencial aplicación terapéutica incluye tumores, agentes 

infecciosos, trasplantes y otras enfermedades asociadas  a una sobre expresión de 

proteínas o mutagénesis [31]. 

 

Finalmente en este recuento histórico de los anticuerpos, los “nanobodies”  aparecen 

como un hallazgo interesante en camellos y llamas que tienen una circulación de 

anticuerpos simplificados capaces de infiltrar, por su pequeña talla, a una variedad de 

estructuras tisulares y que pueden ser obtenidas muy eficientemente a bajo costo [32]. 

 

1.2. Los inmunoensayos y sus posibilidades analíticas. 

 

Los inmunoensayos son técnicas analíticas que tienen como base la reacción antígeno-

anticuerpo la cual introduce un importante elemento de selectividad (especificidad) para  

moléculas con o sin información antigénica nativa. Hoy día cuenta con niveles de 

detección inferiores a un nanogramo y las variantes miniaturizadas con sistemas de 

revelado amplificados están ya bajando el picogramo. Han sido utilizados por más de 50 

años para la detección y cuantificación de una amplia variedad de analitos en el 
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diagnóstico clínico [33], inspección alimentaria [34] y los análisis ambientales [35]. 

Aunque las versiones originales del inmunoensayo radioisotópico (RIA) [36] y el ensayo 

de enzima ligada a inmunadsorbente (ELISA) [37] fueron desarrollados en tubos, la 

forma más versátil y práctica ha resultado en placas de microtitulación para lectores 

automatizados durante y después de los años 80s [38].   

 

El futuro inmediato de los inmnoensayos contempla la búsqueda de mayor sensibilidad, 

automatización, miniaturización con el uso de micro matrices que permitan el análisis de 

un alto número de muestras [39] y la multidetección con una única muestra [40].  De esta 

manera existen ya analizadores sofisticados que procesan un alto número de muestras en 

muy poco tiempo en formatos homogéneos o heterogéneos, en tubos plásticos o pocillos 

de placas que contienen 96, 384 o 1536 posibilidades analíticas. Con el objetivo de 

reducir los costos e incrementar la capacidad de procesamiento, hoy es posible, con la 

ayuda de sistemas de pipeteo pieozoeléctrico y producción de tecnología de chips, 

trabajar con placas de micro titulación de 4 cm2 y 625 pocillos con volúmenes de 50–100 

nL en lo que se ha dado en llamar ensayos de microspot o tecnología de nanochips con el 

objetivo final de detectar cientos de analitos en la misma muestra [41]. Sin embargo,  en 

contraste con el análisis de DNA en el cual es posible predeterminar diferentes 

especificidades con sondas de nucleótidos químicamente sintetizadas, la generación de 

anticuerpos para cada analito necesita mucho más trabajo previo. Por ejemplo en el 

diagnóstico clínico la determinación de numerosos analitos simultáneamente en el mismo 

spot  es un problema a resolver [42].  

  

Debido a que un spot inmunoreactivo en un chip tiene generalmente un área de menos de 

10μm2, los beneficios primarios de la miniaturización de los inmunométodos es la 

dramática reducción en el consumo de reactivos como ocurrió con el Sistema Ultra Micro 

Analítico SUMA en Cuba en los años 80 [43] cuando revolucionó los conceptos de 

inmunoensayo al reducir el volumen de reacción a 10μL. También la miniaturización se 

favorece con la utilización de anticuerpos con especificidad amplia para reconocer 

patrones estereotipados en lugar de especificidades finas, algo parecido a los que hace la 

Inmunidad Innata con los patrones asociados a la patogenicidad y naturalmente la 
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posibilidad de una alta multiplicidad de determinaciones con una única muestra que 

parece ser el objetivo ¨dorado¨ de cualquier multianálisis automatizado.  En 1999 Weller 

y colaboradores [44] informaron de un inmunoensayo óptico con 1600 "spots" en 1.8cm2 

para el control ambiental de diferentes plaguicidas. Con un volumen de 2 nL de solución 

de anticuerpo a 10μg/mL por “spot” y 1000 “spots” por cada “chip”, la cantidad total de 

anticuerpo utilizado se calcula en solamente 20ng. 

 

Además del multianálisis masivo también es conveniente la posibilidad del unianálisis 

con tecnología apropiada en lugares donde no hay tecnología costosa y complicada. Las 

tiras reactivas que corrientemente brindan información semi-cuantitativa derivarán 

necesariamente al concepto de ¨inmunosensor¨ que puede ser definido como un 

dispositivo en el que un inmunreactivo se encuentra íntimamente relacionado a un 

transductor físico-químico o de otro tipo. Mientras los sistemas de inmunosensores 

comercialmente disponibles como BIAcore (Biosensor, Uppsala, Suecia) e Iasys 

(Affinity Sensors, Cambridge, UK) son extremadamente caros, y complejos desde el 

punto de vista técnico, han tenido éxito en proyectos de investigación para estudiar 

cinéticamente reacciones de afinidad, los intentos de popularizar sistemas biosensores 

para uso común o personal no están a la vista.  Los dispositivos inmuno-electroquímicos 

son generalmente baratos, sensibles, miniaturizables y no demandan fuente de energía 

independiente parecen ser el futuro inmediato de estas aplicaciones. Ejemplos de ello son 

el sensor enzimático de tamaño de bolígrafo MediSense Pen 2 de Abott (E.E.U.U) y  

Biosen (EKF, Magdeburg, Alemania) para la determinación de glucosa. Si los 

transductores electroquímicos pudieran ser utilizados de una manera similar a los 

inmunoensayos o a los inmunosensores, seguramente encontrarán su nicho de mercado 

especialmente para muestras muy coloreadas u opacas que dificultan su análisis 

espectrofotométrico en un ensayo homogéneo [45]. Los directivos de la empresa Tecno-

SUMA de Cuba acaban de anunciar públicamente una próxima incursión en este sentido. 
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1.3. Inmunodetección de agentes infecciosos. 

 

La cantidad de personas afectadas por enfermedades infecciosas es alarmantemente 

elevada y el grado de miseria que generan es tan dramático que supera callada y 

cotidianamente los terribles efectos de cualquier catástrofe o tragedia natural de otro tipo 

que ocurran en un momento determinado. Estas afecciones se encuentran en un momento 

muy especial de la civilización humana debido a factores como:  

 

a) La aparición o exacerbación de patógenos asociados al propio desarrollo (o 

subdesarrollo) como el hacinamiento en ciudades, los productos químicos 

ambientales, la alimentación, la industrialización, la deforestación, los cambios 

climáticos, la inmediatez de la transportación de muchas de personas a grandes 

distancias, etc. [46]. 

 

b) La aparición, emergencia o re-emergencia de agentes infecciosos resistentes al 

tratamiento por el abuso de los antibióticos convencionales [47]. 

  

c) El incremento de sub-poblaciones de personas inmuno-deprimidas de forma 

artificial (trasplantes, cáncer, enfermedades autoinmunes y alérgicas) o natural 

(SIDA, Malaria, ancianidad, desnutrición, etc.) [48].  

 

d) La utilización de agentes infecciosos como armas biológicas [49].    

 

Si se tiene en cuenta la real amenaza de la emergencia o re-emergencia de enfermedades 

causadas por microorganismos y utilización de agentes infecciosos como armas 

biológicas se hace más perentoria la necesidad analítica, masiva e inmediata de detectar a 

estos agentes en individuos en riesgo con el objetivo de fortalecer la vigilancia 

epidemiológica. Durante los últimos 20 años se han desarrollado inmunométodos y 

equipamiento que han aumentado la sensibilidad, especificidad y la rapidez en la 

detección de estos agentes [50] 
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Los anticuerpos continúan siendo el reactivo más crítico y decisivo en los inmunoensayos 

destinados a detectar agentes infecciosos y por tanto a complementar el diagnóstico de 

estas enfermedades. La capacidad analítica de los anticuerpos además, de la inherente 

especificidad y robustez  de la prueba en que se utilicen, depende de dos factores 

principales: la afinidad si se trata de un AcM o la avidez en caso de una preparación 

policlonal. El grado de pureza de estas preparaciones que puede decidir la 

monoespecificidad o capacidad para no incluir anticuerpos que reaccionen con los 

contaminantes más frecuentes que acompañan a analito en el escenario de análisis para el 

caso de los policlonales y evitar la reactividad contra epítopos no exclusivos del analito 

en el caso de los AcMs [51]. 

 

Los ensayos tipo ELISA a comienzos de los 70s constituyeron una respuesta a la falta de 

sensibilidad de los inmunoensayos de segunda generación prevalecientes hasta el 

momento y a la peligrosidad personal y ambiental de los muy sensibles inmunoensayos 

radioisotópicos para la detección de agentes infecciosos. Los inmunoensayos de enzima 

ligada se caracterizaron por su heterogeneidad (versiones artesanales y relativamente 

sencillas de poner a punto en un laboratorio convencional, sobre todo con el 

advenimiento de materiales y equipos modulares comerciales) y en versiones 

homogéneas basadas en molécula híbridas patentadas y ofrecidas en su conjunto como 

costosos estuches comerciales. Los AcMs han ido desplazando a las preparaciones 

policlonales sobre todo en aquellos casos en los que la compartición de epítopos entre 

patógenos y comensales hace impracticable los métodos de absorción de inespecificidad 

[52].    

 

La inmunocromatografía fue un concepto aplicable a los ensayos con anticuerpos en los 

años 60 principalmente para detectar proteínas séricas [53] y posteriormente para drogas   

[54] y otras proteínas. Esta generación de las llamadas “tiras reactivas” tipo “sándwich” 

basadas en el marcaje de anticuerpo con oro coloidal tiene varias limitaciones: sólo se 

puede detectar un analito por tira, la sensibilidad varía según el analito (tipo de 

microorganismo) y la detección es subjetiva. El ensayo inmunocromatográfico de flujo 

lateral intenta solventar algunas de estas dificultades mediante un reactivo aumentador 
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basado en una sal de plata [55]. Avances recientes incluyen la detección con 

nanopartículas superparamagnéticas de óxido férrico [56]  lo cual hace que la señal sea 

permanente, la detección cuantitativa en milivoltios y la sensibilidad, comparable a la 

obtenida con radionúclidos y por nefelometría. 

Los ensayos TRF están basados en las propiedades fluorescentes únicas de los quelatos 

lantánidos  [57] que producen una fluorescencia sostenida en el tiempo diferenciando la 

señal positiva muy significativamente del fondo inespecífico del ensayo. Por otra parte, 

una vez ocurrida la reacción específica, el quelato se disocia de la molécula portadora y 

produce una amplificación de la señal que incrementa notablemente la sensibilidad de los 

ensayos. Este sistema de revelado puede montarse en una la plataforma típica del ELISA 

lo que lo hace muy asimilable, por supuesto, si se dispone de la tecnología para utilizar y 

preparar los conjugados lantánidos. Existen ya aplicaciones de este sistema para detectar 

agentes infecciosos [58], algunos de los cuales pueden llegar a lograr una detección 

multi-epitópica. 

 

La aplicación de la electro-quimio-luminiscencia (ECL) y la separación selectiva 

partículas magnéticas recubiertas con antígenos o anticuerpos (IMS), por su alta  

especificidad y sensibilidad, han permitido la aparición de varios sistemas de 

inmunoensayos comerciales [59]. La separación inmunomagnética ha sido utilizada por 

años para la captura, separación,  purificación y concentración de antígenos solubles o 

particulados [60] con la utilización de microesferas que contienen FE3O4 paramagnético. 

Los ensayos electro-quimio-luminiscentes utilizan la plataforma ELISA de ensayo y la 

detección se lleva a cabo con el uso de un quelato del metal pesado Rutenio (II) tris-

bipiridal Ru(bpy)3
2+ conjugado al anticuerpo que junto a la tripropilamina (TPA) son 

oxidados y provocan la señal detectora [61]. Este sistema extremadamente sensible ha 

sido aplicado a agentes infecciosos cuya detección muy temprana involucra muy serias 

implicaciones clínicas y epidemiológicas [62]  

 

El análisis por inyección sobre flujo (FIA) [63] se ha desarrollado como una herramienta 

de análisis que permite el estudio continuo de muestras sobre flujo de solvente sostenido. 

Esto garantiza un escenario uniforme de comparación contra reactivos controlados por 
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monitoreo constante  muy útil para monitorear procesos en línea. El inmmuno-FIA 

aprovecha el exquisito reconocimiento de los anticuerpos por sus antígenos con los 

mismos propósitos analíticos siendo un buen ejemplo un sistema para evaluar in situ la 

fermentación de hibridomas a través de la inyección  y evaluación de antígeno a través de 

un conector estéril en la línea de producción [64].    

 

1.4. Aportes de la tesis e impacto de los resultados 

  

Pertinencia de los resultados atribuidos al el aspirante y autorización  para 

utilizarlos en los 14 artículos principales de la tesis 

 

• Primer autor: 6 artículos. 

• Ultimo autor (responsable de la investigación): 3 artículos. Autorización y 

acreditación de los primeros autores. 

• Autoría intermedia: 5 artículos.  Avalados por escrito para el permiso y pertinencia 

de resultados  por lo primeros autores o por los responsables directos de la 

investigación. 

 

Contribución del aspirante a resultados relevantes y premios (avalados por escrito 

por las autoridades pertinentes de las instituciones correspondientes) 

 

1984: Dos aportes de relevancia a la Tecnología de Hibridomas para anticuerpos 

monoclonales referidos a la detección y clasificación mediante inmunoensayo de 

tipo ELISA.  Logro Institucional del CNIC.  Autor principal. Responsable de la 

investigación (Art. 1). 

1985: Medio metabolizado por macrófagos transformados como suplemento para la 

generación, expansión y clonaje de hibridomas de ratón. Logro Institucional del 

CNIC. Autor principal. Responsable de la investigación (Art. 3).  

1987:  Juego  inmunoensayo microELISA para la clasificación del antígeno de superficie 

de la Hepatitis B utilizando Anticuerpos Monoclonales Hepatitis B.  Logro 
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Institucional del CNIC.  Autor principal.  Responsable de la investigación (Arts. 5 y 

7). 

1990: Cuantificación de anticuerpos anti HSV y anti CMV con una sola dilución con el 

empleo del SUMA. Resultado Relevante IPK. Coautor. Aporte directo en la 

aplicación al UMLISA CMV del diseño, aplicación y validación del procesamiento 

estadístico para la determinación del título viral con una única dilución del suero 

(Art. 8). 

1991: Introducción de nuevas tecnologías aplicadas al diagnóstico virológico.                   

Resultado Relevante IPK. Coautor.  Aporte directo en la aplicación al                   

UMLISA HVS del diseño, aplicación y validación del procesamiento                   

estadístico para la determinación del título viral con una unica dilución del suero 

(Art.13). 

1991: Normalización y producción de un juego diagnóstico para la detección de 

anticuerpos IgG al virus de la Rubeola (UMELISA). Resultado Relevante IPK. 

Coautor. Aporte en la puesta a punto del ensayo (Art. 10,  complementario). 

1994: Impacto de la Tecnología de avanzada en el diagnóstico de las infecciones 

respiratorias agudas de etiología viral. Resultado Relevante IPK. Coautor. Aporte 

directo en la aplicación al UMLISA AdV del diseño, aplicación y validación del                  

procesamiento estadístico para la determinación del título viral con una única 

dilución del suero (Art. 27). 

1995: Validación de un ELISA indirecto útil en el diagnóstico de la leptospirosis humana 

y en la evaluación de una vacuna cubana contra la leptospirosis. Lic. Ana M. 

Obregón. Resultado Relevante IPK (Segundo autor). Aporte directo en el diseño, 

puesta a punto y   validación del ensayo (Art. 15, complementario) 

1996: ELISA para la cuantificación de anticuerpos monoclonales tipo IgG. Resultado 

Relevante IPK. Coautor. Responsable y gestor de la investigación (Art 30). 

1997: AcMs contra el virus Dengue 2 (cepa cubana A-15). Su utilidad en el estudio del 

Dengue. Resultado Relevante IPK. Coautor. Aporte en la generación y detección de 

los Anticuerpos Monoclonales (Art. 31,  complementario) 

2000: Cuantificación de anticuerpo monoclonal IgM mediante técnica                         

inmunoenzimática utilizando componentes desarrollados en el                          
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laboratorio. Resultado Relevante IPK.  Coautor. Responsable y gestor de la 

investigación. Destacado Forum Nacional de Ciencia Y Técnica. (Art 37). 

2001: Bases moleculares de las diferencias funcionales entre Sticholisina I  y II. 

Resultado más destacado UH en Ciencias y  Humanidades. Coautor.  Generador y 

responsable de la investigación que originó los anticuerpos utilizados en el estudio 

(Art 41). 

2002: Nuevo aporte a la toxinología: Sticholisinas I y II forman un poro toroidal de 

estructura definida de un nanómetro de radio en membranas naturales y artificiales. 

Resultado más destacado UH en   avance científico de mayor trascendencia y 

originalidad. Coautor. Generador y responsable de los anticuerpos y del 

inmunoensayo para la cuantificación de las Sticholisinas (Art 41). 

  2004: Inmunoensayo Inmunoenzimático CAT- ELISA para el pesquizaje masivo de 

inhibidores de proteasas del virus de la Inmunodeficiencia humana  y de P. 

falciparun. Resultado destacado UH en Salud Humana. Coautor. Aporte directo y 

principal en el diseño y puesta a punto del Inmunoensayo de actividad catalítica 

(Art 40). 

 2004: An Immunoenzymatic Solid-Phase Assay for Quantitative Determination of HIV-

1 Protease Activity. Gutiérrez Omar A.; Salas Emir; Hernández Yanko; Lissi 

Eduardo A; Castrillo Gabriel; Reyes Osvaldo; Garay Hilda; Aguilar Arístides; 

García  Beatriz; Otero Anselmo; Chávez Maria A; and Duarte Carlos A. (2002) 

Anal. Biochem. 307(1): 18-24. Coautor. Mención en la Facultad de Biología al 

mejor artículo publicado (Art. 40). 

 2005: Los lípidos de la membrana actúan como moduladores de la actividad 

permeabilizantede la Sticholisina II, una toxina formadora de poros con potenciales 

aplicaciones biomédicas. Premio ACC. Colaborador. Generador y responsable de la 

investigación que originó los anticuerpos y el Inmunoensayo utilizados en el 

estudio (Art.41). 

2007: Productos naturales de fuentes marinas. Evaluación del potencial de algunas 

especies en la búsqueda de nuevas moléculas anti-maláricas. Una nueva capacidad 

tecnológica del PK. Resultado Relevante IPK. Coautor. Aporte directo en el diseño 
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y puesta a punto del Inmunoensayo de actividad catalítica (Art 42, 

complementario). 

 

Aportes al conocimiento y estado del arte en la Tecnología de Hibridomas  y el 

Inmunoensayo Enzimático. 

 

1. Dos métodos documentados y prácticos para evaluar la capacidad fisiológica de los 

mielomas para la fusión celular y para la promoción del crecimiento de hibridomas, 

la aplicación de un  novedoso pesquisaje primario de anticuerpos monoclonales de 

ratón y su cuantificación sensible y útil en el monitoreo de la inmunoterapia en 

humanos y animales. 

2. La aplicación, en la búsqueda de inhibidores de proteasas  de importancia médica, 

de un inmunoensayo de tipo catalítico original, sensible y flexible para el 

pesquisaje masivo de extractos naturales. 

3. Un inmunoensayo original, sensible y no disponible comercialmente para la 

inmunodetección de proteínas tempranas de M. fijirensis para el diagnostico pre-

sintomático efectivo de la Sigatoka negra en hojas de banano. 

4. La serología viral masiva y económicamente sustentable en tres Ultra Micro 

Inmunoensayos indirectos estadísticamente robustos como base del  diagnóstico 

virológico de Citomegalovirus, virus Herpes simple y Adenovirus. 

5. Dos inmunoensayos de competencia suficientemente sensibles para la estimación 

confiable de la avidez de los anticuerpos humanos de pacientes seropositivos como 

marcador de la progresión del SIDA y para la cuantificación de citolisinas en su 

perpectiva terapéutica  como “inmunotoxinas” 
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2. Tecnología de Hibridomas:  

2.1. Los plasmacitomas y su aptitud para la fusión celular. Utilización del 

cloruro de trifeniltetrazolium (TTC) como marcador fisiológico de 

plasmacitomas en experimentos de fusión celular para la generación de 

anticuerpos monoclonales contra el antígeno de superficie de la Hepatitis B 

(Artículo 6). 

 

Antes de cumplirse los 10 primeros años de la publicación en la Revista Nature del 

artículo, ya legendario, de César Milstein y George  Köhler, en el que divulgaron un 

procedimiento confiable y reproducible para generar líneas celulares híbridas productoras 

de anticuerpos de especificidad predeterminada [27], los anticuerpos monoclonales 

habían ya protagonizado una verdadera revolución biomédica en terrenos como la 

finísima caracterización antigénica, la detección y aislamiento de antígenos en mezclas 

complejas así como numerosas aplicaciones Biomédicas en áreas como el 

Inmunodiagnóstico y la Inmunoterapia [65]. 

 

Actores esenciales en esta tecnología son los plasmacitomas parentales, responsables 

directos de la ¨inmortalidad¨ proliferativa de los hibridomas generados. El hecho de que 

el mieloma múltiple fuera explicado como un neoplasma de células productoras de 

anticuerpos y que cada tumor es el resultado de una población proveniente de una célula 

única y por tanto un clono que produce un idiotipo específico hizo que en los años 60 

estas poblaciones fueran seleccionadas para investigar la estructura de los anticuerpos 

originándose los famosos mielomas de ratón de Potter  provenientes del programa de 

inducción  en el Instituto Nacional de Salud (NIH) de los EE UU [66]. Como ya se sabe 

durante muchos años fue imposible, de forma práctica, inducir tumores secretores de 

anticuerpos especificidad predeterminada por inmunización previa de los ratones ya que 

la malignización es un evento aleatorio y por ello la generación, por esta vía, de líneas 

celulares continuas productoras de anticuerpos monoclonales es un suceso muy raro [67]. 

 

La condición fisiológica de las células involucradas en la generación de los hibridomas y 

que les confieren directamente la imprescindible capacidad proliferativa es un tema a 
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tener en cuenta para el éxito de un experimento de fusión celular. Los linfoblastos 

provenientes del bazo de los animales inmunizados, como uno de los componentes 

parentales en la fusión, generalmente son células primarias recién cosechadas del propio 

animal inmunizado y por tanto deben conservar intacta la capacidad proliferativa propia 

del medio natural del que provienen condición ésta, muy relacionada al concepto de 

viabilidad como la capacidad de producir colonias celulares [68].  

 

Los plasmacitomas, el otro parental, frecuentemente se conservan en congelación y son 

re-ingresados al cultivo in vitro unos días antes de la fusión celular. Existe una tendencia 

a ¨pasar¨ al plasmacitoma que será utilizado en una fusión por un proceso de tumor 

ascítico en el peritoneo de ratones  isogénicos con el objetivo de aumentar su vigor, su 

capacidad fusionable y su viabilidad [69] que además prácticamente elimina cualquier 

infección subyacente y muy peligrosa de micoplasmas completamente incompatible con 

la generación de los hibridomas por secuestro de precursores nucleotídicos. Un 

procedimiento más sencillo y extendido es sembrar el plasmacitoma tres días antes de la 

fusión y cambiar el medio de cultivo 24 horas antes para ¨garantizar¨ una apropiada fase 

exponencial  en el momento de la fusión [70]. De cualquier forma es razonable intentar 

mantener a un cultivo de plasmacitomas en fase exponencial, o cercana a ella,  como 

criterio de excelencia fisiológica, en el momento de la fusión celular como condición de 

máxima efectividad para producir colonias de hibridomas.  

 

La fase exponencial del crecimiento es un evento que se observó por primera vez en los 

cultivos líquidos agitados de los microorganismos y ha sido matemáticamente 

caracterizado en su aplicación para cultivos industriales dentro de la llamada Ingeniería 

Bioquímica. En el caso del crecimiento unicelular casi sincrónico y sin restricciones de 

crecimiento, otras que no sean determinadas por el agotamiento de sustrato, la tasa de 

crecimiento puede ser expresada en base a un sustrato limitante como: dX/dT=f (X, S) 

donde X es la masa de células por unidad de volumen y S, la concentración del sustrato 

limitante. La velocidad específica de crecimiento de define como μ = 1/X dX/dt = d 

lnX/dt que es llamada la ecuación del crecimiento exponencial donde μ es independiente 

de la masa celular y es constante durante la fase exponencial. Jacques-Lucien Monod a 
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mitad del siglo XX relacionó genialmente la cinética  multi-enzimática con la cinética 

celular en los procesos fermentativos continuos microbianos con su famosa ecuación: 

 μ = μmax (s / Ks + s). Estos son parámetros clave en la teoría y práctica en las 

fermentaciones continuas [71]. 

Las células de mamíferos por su origen tisular e interdependiente aún cuando no formen 

parte de un tejido sólido en el animal de origen, tienen un comportamiento heterogéneo 

en condiciones de cultivo in vitro en cuanto a la talla celular individual, asincronismo 

natural de crecimiento, inhibición dependiente de la densidad de ciertos factores 

reguladores en el medio y por tanto la modelación matemática de su crecimiento es 

complicada y multifactorial. Si se asume que a tiempo t=0, todas las células tienen la 

misma talla individual y T0 es el tiempo de generación promedio:  

  
El número de células que será encontrado en el enésimo intervalo de división será: 

  

Donde   es el número de células al inicio del intervalo. 

Finalmente:  

 
En la que se asume que la distribución de los tiempos de generación es normal con una 

media T0 y en la ƒn (T) describe la frecuencia de células dividiéndose en un intervalo 

dado en una población inicialmente  sincrónica [72]. 

 

En las células animales en cultivo y en particular las de mamíferos la existencia de una 

fase exponencial es un tema muy polémico, sobre todo en cultivos estáticos de células 

ancladas o semi-ancladas porque las cantidad de células que permanecen en un momento 

determinado del crecimiento en un estado de quiescencia hace que el crecimiento muy 

rápidamente abandone la fase exponencial si, finalmente, se ha alcanzado [73]. En el caso 

de células creciendo en suspensión en biorreactores, como células CHO recombinadas, la 

situación es más parecida a lo que acontece con los microorganismos en fermentadores y 



   18 

por ello la determinación del momento exacto de terminación de la fase exponencial es 

crucial para estimados de eficiencia de escalado en producciones de moléculas 

recombinantes asociadas al crecimiento [74]. En estos casos se utilizan los conteos de 

células viables, el volumen de células empacadas, la razón o relación de nucleótidos 

intracelulares, el análisis de ciclo celular, la tasa de adquisición de oxígeno en línea 

(OUR) y la densidad óptica de la turbidez del medio.  

 

De forma general, el concepto de crecimiento exponencial en células de mamíferos en 

cultivo está basado en la aparente linealidad de los gráficos semi-logarítmicos del número 

de células (o algún componente celular directamente relacionado al crecimiento) y el 

tiempo. Este método de análisis gráfico se ha considerado poco confiable para estimar 

una hipótesis de crecimiento exponencial [75]. Se ha re-examinado esta cuestión con el 

mucho más sensible método de Smith  [76] en el cual la velocidad específica de 

crecimiento o sea la tasa de crecimiento referida al número de células en un momento 

determinado es graficada contra el tiempo. Un crecimiento exponencial se comporta de 

acuerdo a este tratamiento como una línea horizontal. De 125 juegos de datos cinéticos a 

los cuales se aplicó este método gráfico, sólo 11 mostraron una fase exponencial real lo 

cual ejemplifica lo poco frecuente de este comportamiento sobre todo en líneas celulares 

adherentes y semi-adherentes. Más que hablar de una fase exponencial debe pensarse en 

un momento exponencial que además sería muy dependiente del tiempo de duplicación 

de las células de mamíferos en cultivo que es entre 10 y  24 horas. Por lo tanto si todas 

las condiciones ambientales son favorables debe esperarse este momento exponencial 

entre las 24 y 72 horas después de la siembra. El punto débil de este enfoque es que se 

requiere el subsiguiente punto de la curva cinética para estimar la velocidad específica de 

crecimiento y por tanto el comportamiento horizontal indicativo de la fase exponencial. 

Un evento en el que una bacteria como E. coli puede tener 19 minutos como tiempo de 

generación, en un cultivo de células animales pueden ser perfectamente 24 horas lo cual 

hace que el momento deseado de máxima eficiencia fisiológica, sencillamente, haya 

pasado 24 horas después de tener una evidencia medible. Es en esta situación en la cual 

una apropiada y rápida tinción vital que estime, indirecta pero proporcionalmente, el 

número de células producida en el cultivo puede resultar en una estimación mucho más 
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práctica de la condición ideal de una población celular para una acción biotecnológica 

como lo es un experimento de fusión somática. 

 

La reducción metabólica de las sales de tetrazolium en formazán coloreado 

(originalmente insoluble) ha sido utilizada durante muchos años para la localización 

histoquímica de actividad enzimática [77, 78, 79] y su detección colorimétrica, después 

de extraído convenientemente, ha sido relacionada directamente con el crecimiento 

celular de microorganismos y células superiores [80, 81, 82] 

 

En la época en que se evaluó la utilización del cloruro de 2-3-5 trifenil tetrazolium (TTC)  

en el Departamento de Cultivo Celular del CNIC para estimar el vigor y la capacidad 

fusionable de los plasmacitomas en la Tecnología de Hibridomas (1986), el derivado 

solubilizable con detergentes MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium) ya tenía tres años de haber sido informado por Mosmann [83] como 

una más sencilla alternativa para estimar la vitalidad de poblaciones de células de 

mamíferos. Sin embargo este reactivo no estaba disponible comercialmente y su 

preparación en el laboratorio escapaba a nuestras habilidades de síntesis química. De 

hecho el procedimiento y juego comercial para evaluar la proliferación celular de células 

animales basado en MTT y recomendado por American Type Culture Collection (ATCC) 

no estuvo disponible hasta 1989. Más tarde apareció el derivado, más costoso, que 

produce el formazán directamente soluble en el medio de cultivo eliminando así la 

necesidad de un paso adicional de solubilización [84] y haciendo de la proliferación 

celular, un experimento más eficiente y práctico al ser evaluado en placas de 

microtitulación de 96 pocillos y lector de microELISA.  

 

Si bien el procedimiento informado en el artículo 7 no es novedoso en su año de 

publicación con respecto al colorante, en cambio si lo es para evaluar la condición y 

capacidad fisiológica los plasmacitomas para generar hibridomas viables. Considero por 

tanto que estas innovaciones posteriores en la solubilidad del formazán refuerzan la 

validez de la intención original del uso de las sales de tetrazolium para la estimación de la 
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capacidad hibridogénica de los plasmacitomas utilizados en los experimentos de fusión 

somática con el objetivo de obtener Anticuerpos Monoclonales. 

  

 

2.2.  Promoción del crecimiento de los hibridomas de ratón. Introducción de un 

medio metabolizado por una línea celular de macrófagos transformados de 

ratón como un suplemento adecuado para la generación, clonación y 

expansión de hibridomas B de ratón (Artículo 3). 

 

Desde principios de los 70s se conoce que la esencia molecular del control del 

crecimiento de las células animales in vitro se encuentra firmemente relacionado a 

fenómenos como la capacidad de anclaje de las células a las superficies donde se 

cultivan,  la dependencia de factores presentes en el suero animal adicionado al medio de 

cultivo, cambios morfológicos asociados a estadios circunstanciales o definitivos y en el 

papel del calcio en la transformación de una determinada masa celular [85]. 

 

La idea original relacionada con la importancia del contacto físico entre las células para 

controlar el crecimiento in vitro y evitar la superposición de capas celulares, fenómeno 

que también se puede observar en las formaciones titulares naturales, fue rápidamente 

superada cuando se demostró la importancia de factores solubles que dependían, 

naturalmente, de la densidad celular y cuya acción controladora se podía lograr con su 

adición aun en estadios tempranos del cultivo [86]. 

 

En el control de crecimiento de las células de mamíferos están involucrados polipéptidos 

algunos de ellos con acción hormonal así como compuestos de bajo peso molecular [87] 

que actúan a través de receptores específicos. Los años 80 fueron testigos de la amplia 

difusión de informes sobre factores de crecimiento de diferentes tipos celulares en 

cultivo, normales o transformadas. 

 

En 1985 Arden y sus colaboradores encontraron el sistema celular  adecuado para 

detectar lo que se ha llamado factor de crecimiento de hibridomas (HGF) [88] basado en 
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un hibridoma muy sensible a este factor y que es evaluado en un sistema de crecimiento 

en alta densidad por incorporación de timidina tritiada. El HGF es producido en grandes 

cantidades por los monolitos y macrófagos y no por las células T. Es un polipéptido  de 

26 KDa con una secuencia casi idéntica al la del Interferón ß2. El HGF tiene casi un 30% 

de homología con la Interleucina 1 y se ha comprobado que las células productoras no 

necesitan se estimuladas para su segregación pero que definitivamente requieren la 

presencia de suero animal como aditivo en el medio de cultivo que puede ser suplido por 

proteínas bovinas purificadas pero no por otras proteínas como ovoalbúmina o gamma 

globulinas humanas. La producción de HGF in vitro comienza a las dos horas de la 

inoculación y se  completa en las siguientes 24 horas de cultivo [89]. 

 

Por la época en que se realizó esta investigación, a principios de los 80s, los laboratorios 

que en Cuba generaban AcMs de ratón se agrupaban en dos escuelas con respecto a la 

promoción del crecimiento de los hibridomas recién generados. La primera añadía una 

suspensión de células esplénicas de ratones normales al cultivo con células recién 

fusionadas y la segunda aplicaba una capa alimentadora de macrófagos peritoneales de 

ratón preparada el día anterior (o unas horas antes) en las mismas placas de cultivo que se 

iban a utilizar en la fusión. Esta última variante, considero que tiene una serie de ventajas 

como:  

• La segregación de Interleucinas I y VI promotoras del crecimiento de células B en 

trasformación blástica 

• La fagocitosis de restos celulares resultantes de la acción destructiva del medio 

selectivo. 

• El control de la no poco frecuente infección latente y asintomática con 

micoplasmas cuya presencia, por mínima que sea, inhibe el desarrollo de los 

hibridomas por secuestro de timidina que es clave para el éxito selectivo del 

sistema.  

 

No obstante esta práctica no deja de constituir otro cultivo primario añadido a la ya 

trabajosa Tecnología de Hibridomas que consume animales, medio de cultivo, suero fetal 
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bovino (SFB), laboriosa manos de obra adicional y constituye otra fuente de 

contaminación e infección al cultivo. 

 

Por estas razones y por no estar informado hasta en aquel momento (1983), se escogió el 

medio condicionado (TMCS) por la línea de macrófagos transformados J774.A1 para 

conocer si era posible sustituir la capa alimentadora de macrófagos como promotor del 

crecimiento de los hibridomas recién formados y como soporte para el crecimiento de 

clonos celulares obtenidos por la técnica de dilución limitante. 

El sistema D4 desarrollado en el INOR [90] para la evaluación de factores de crecimiento 

de linfocitos B da ratón está basado en un hibridoma que es dependiente del medio 

condicionado de células endoteliales humanas (HECS) [91] y muestra una respuesta muy 

efectiva en presencia de este aditivo por lo que se utilizó para servir de control en los 

experimentos de evaluación.  

 

La optimización de la producción de TMCS en el tiempo por la línea celular J774.A1 fue 

evaluada con y sin la presencia de SFB en el medio de cultivo con respecto al sistema D4 

en alta densidad. Se encontró que había un máximo de actividad promotora a las 48 horas 

después de la confluencia celular independiente de la presencia o no del SFB. Esta 

actividad decreció a partir de ese momento. Este resultado es importante porque deja 

fuera de dudas la posibilidad que la promoción se deba a remanentes del suero fetal 

utilizado en la producción del promotor en la línea de macrófagos transformados durante 

esas 48 horas de producción. 

 

Esta premisa sirvió de base para la evaluación del medio condicionado promotor 

producido en ausencia de SFB. Para descartar la posible influencia del suero fetal 

presente en el medio para lograr la confluencia de los macrófagos transformados se 

practicó un abundante lavado de la monocapa antes iniciar la producción en las siguientes 

48 horas que fue comprobadamente efectivo de acuerdo al comportamiento de los 

controles correspondientes. En el sistema D4 controlado con HECS que por cierto es 

producido con suero humano al 30%, el medio condicionado por macrófagos 

transformados TMCS al 12.5% fue superior al SFB al 10% mostrando un 
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comportamiento característico de dosis-efecto. Este suplemento utilizado al 50% produjo 

una promoción ligeramente superior a los controles sin aditivos probablemente debido al 

debilitamiento del medio de base y consiguiente salida de componentes importantes del 

rango de crecimiento celular. 

 

La capacidad de clonación del TMCS a diferentes concentraciones en el sistema D4 a 

baja densidad fue expresada en términos de eficiencia de clonación con una base de SFB 

del 5% que no fue capaz de generar colonias. La capacidad de este aditivo promotor a 

baja densidad celular resultó con las mismas cualidades mostradas a alta densidad, un 

máximo de actividad a las 48 horas después de la confluencia en ausencia de suero y a 

una concentración del 12.5%. Este mismo esquema de trabajo fue desarrollado para 

evaluar le influencia de este medio condicionado en un híbrido no relacionado al sistema 

D4 y que fue generado en presencia del promotor en estudio TMCS al 10% 

inmediatamente después de efectuada la fusión celular. 

 

Por último la efectividad del TMCS para promover el crecimiento de hibridomas recién 

formados fue comparada con la actividad de una capa alimentadora de células esplénicas 

de ratón  en un experimento típico de fusión celular. Se encontró además que los 

macrófagos que provienen del bazo son estimulados en cierta medida y aunque pudiera 

esperarse una trasformación de los linfocitos B no fisionados, esta no fue encontrada en 

los experimentos controles correspondientes. 

 

En 1985 teníamos dos razones de peso para suponer que el efecto promotor del 

crecimiento de TMSC no era exactamente el factor de crecimiento de hibridomas HGF 

(Il-6). En primer lugar Arden y colaboradores encontraron que el HGF no es producido 

por los macrófagos en ausencia de suero bovino como fue nuestro caso y en segundo 

lugar el efecto promotor encontrado por nosotros en el TMCS fue muy similar al que 

produjo la IL-1 de ratón purificada en comparación al HECS de células endoteliales [90]. 

Obviamente una combinación de ambas influencias en una determinada relación no pudo 

ser descartada a menos que se purifiquen las moléculas involucradas en la promoción. 

 



   24 

En esta misma época Sugasawara y colaboradores [92] habían evaluaron la promoción 

del medio condicionado del cultivo primario de macrófagos y el sobrenadante de tres 

líneas de macrófagos transformados primarios entre ellas la J774 pero no se adentraron 

en la naturaleza de las moléculas involucradas. Por otra parte Rathjen y Geczy [93] 

confirmaron las cualidades del medio condicionado por esta línea de macrófagos 

transformados cuando se le potenciaba en su producción con LPS.  

 

Años más tarde Liu y colaboradores [94] demostraron que el  requerimiento de suero 

bovino en el medio de cultivo para la generación de hibridomas podía ser sustituido 

completamente con 300 unidades /mL de HGF (IL-6). 

De cualquier forma la utilización de Interleucina 6 (HGF) o Interleucina 1 (IL-1) 

purificadas para promover el crecimiento, clonación y expansión de hibridomas B de 

ratón en el medio de cultivo es un procedimiento muy costoso en relación al uso de un 

medio condicionado obtenido en ausencia de suero fetal bovino y utilizado al 12.5%. 

La compañía Sigma Chemical Co. de Estados Unidos ha ofertado por muchos años un 

producto con la siguiente descripción: 

¨CONDITIONED MEDIUM FROM J774A.1CELLS, HYBRI-MAX¨_ (Product No. M 

8782) Prepared using a mouse macrophage cell line, J774A.1, grown in IMDM with 2% 

FBS. 

El éxito comercial de este producto demuestra la pertinencia de nuestra investigación a 

principios de la década de los 80s. 

 

 

2.3.  Detección primaria de Anticuerpos Monoclonales de ratón. Detección de 

anticuerpos monoclonales de ratón en sobrenadantes de cultivo de hibridomas 

mediante la utilización del Sistema Ultra Micro Analítico SUMA       

(Artículo 1). 

 

La evaluación primaria de los sobrenadantes de cultivo de hibridomas en la tecnología de 

hibridomas es el paso de mayor elaboración intelectual de la tecnología porque de él 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Rathjen%20DA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Rathjen%20DA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Rathjen%20DA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
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depende básicamente que los monoclonales de interés puedan ser identificados en un 

momento en el que no es posible disponer de más de 24 a los sumo 48 horas para una 

decisión razonable a costa de tener que mantener una gran cantidad de hibridomas sin 

saber si realmente son positivos a la especificidad que pretendemos [95]. 

 

En este sentido la práctica ha demostrado que una premisa debe ser consistentemente, 

observada. El sistema de pesquisaje de los sobrenadantes de hibridoma en un 

experimento de generación de AcMs debe estar lo más relacionado posible al ensayo 

analítico de destino final que se pretende para ese o esos anticuerpos.  En otras palabras, 

si se desea utilizar un AcM en un ensayo tipo ELISA no debe buscarse ese anticuerpo por 

inmunofluorescencia u otra técnica alejada en cuanto a principio de detección. 

 

Una alta afinidad en los anticuerpos está relacionada a la necesaria sensibilidad 

(detectabilidad) de la prueba final en la que se desea utilizar el o los AcMs. Debe tenerse 

en cuenta esta circunstancia en el diseño y aplicación del protocolo de inmunización. Por 

otra parte, la afinidad de un anticuerpo puede modificarse post- inmunización, 

mimificando lo que hace el Sistema Inmune in vivo mediante el mecanismo de 

hipermutación somática. Esto se puede lograr clonando y expresando las regiones 

variables en fagos filamentosos especialmente diseñados para mostrar la proteína 

específica en su superficie para ser enfrentada al antígeno. Ejecutando repetidas sesiones 

de enfrentamiento antigénico puede lograrse una especie de selección in vitro a favor de 

regiones variables cada vez con mayor afinidad [30]. En el pesquisaje primario de los 

hibridomas puede tenerse una idea preliminar de la afinidad de cada inmunoglobulina 

diluyendo seriadamente los sobrenadantes evaluados. 

 

Un inmunoensayo para detectar AcMs de ratón en los sobrenadantes de cultivo de 

hibridomas debe cumplir ciertos requisitos analíticos: 

 

a. Tener la suficiente sensibilidad como para detectar anticuerpos en los 

sobrenadantes de un cultivo de 100 µL de hibridomas o sea inmunoensayos de 

tercera generación en el orden de los microgramos. Se descartan los ensayos de 
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aglutinación y otras poco sensibles. Estas cualidades se investigarán, 

necesariamente, en análisis secundarios [96] 

b. Ser capaz de detectar, al menos, todas las subclases de IgG mediante un 

conjugado con anticuerpos de otra especie que reconozca a la molécula completa 

de IgG de ratón) Si se busca una IgM se deberá utilizará un conjugado con 

anticuerpo anti-cadena µ de ratón. 

c. Capacidad de automatización en placas de microtitulación, lectores automáticos, 

etc. La inmunofluorescencia indirecta es una excepción muy pertinente para 

antígenos superficiales celulares no purificados. 

d. Utilización de controles analíticos apropiados:  

• Positivo: sobrenadante de hibridoma productor de un AcM similar (epítopo o 

antígeno), si existiera, o en su defecto suero hiperinmune de los ratones 

utilizados en la fusión celular. 

• Negativo: sobrenadante de hibridoma productor de AcM irrelevante en 

especificidad o, en su defecto, sobrenadante de cultivo del plasmacitoma 

utilizado para la fusión celular. 

 

El Sistema Ultra Micro Analítico (SUMA)™, fue desarrollado en Cuba en los años 80s 

[43] como un micro inmunoensayo de fluorescencia (10µL) para el pesquisaje masivo y 

cuantitativo de alfafetoproteína en suero de embarazadas en la detección de defectos 

fetales del tubo neural. Hoy día su utilización se extiende a numerosas aplicaciones [97]. 

La plataforma analítica de este sensible inmuno método resultó muy apropiada para el 

pesquizaje de los primeros AcM generados en el CNIC. 

 

Este sistema micro analítico tenía, en 1982, una serie de conveniencias para ser utilizado 

como soporte para pesquisar AcMs: 

 

a. Volumen analítico de 10µL lo cual permite análisis múlti-epitópicos o de 

diluciones seriadas con el mismo sobrenadante en el ensayo primario. 

b. Economía general de reactivos como antígenos y conjugados. 
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c. Sensibilidad incrementada por la amplificación fluorimétrica, la cual es muy útil 

para descubrir débiles positivos (nada descartadles) así como una estimación 

preliminar de la afinidad del anticuerpos antes de ensayos. 

d. La eficiente automatización inherente al sistema. 

 

Con estas características y los primeros resultados nos quedó claro como se puede 

apreciar en la figura 2 del artículo 1, que aún con la utilización de un valor de corte 

exigente como criterio de posibilidad (3 ó 4 veces el promedio de fluorescencia de los 

controles negativos) fue posible discriminar los sobrenadantes positivos. Esta 

consideración no es irrelevante porque resulta muy frecuente que una amplia “zona gris” 

en el ensayo primario incluya señales para muestras cuya positividad resulta incierta y 

requieren confirmación costosa en tiempo y materiales. Este ensayo demostró que los 

negativos se distribuyen muy cerradamente alrededor del nivel de blanco y bien alejados 

del valor de la muestra control considerada como débil positiva.   

 

Este ensayo, en particular, fue diseñado para tres anticuerpos porque aún cuando la 

alfafetoproteína humana es una estructura globular, aparentemente poco deformable al 

unirse al poliestireno, se disponía de un antisuero de conejo mono específico cuyas 

bondades de especificidad y sensibilidad fueron aprovechadas como reactivo de captura. 

Téngase en cuenta además con respecto a la precisión, que  esta versión del SUMA 

utilizaba placas de cloruro de polivinilo recubiertas con poliestireno proceso superado 

con la posterior incorporación de placas completamente hechas de este último material, 

inclusive no transparente.   

 

El Ultra Micro ELISA para detectar AcMs permitió desde el mismo ensayo primario, una 

discriminación apropiada de la positividad de los de sobrenadantes que fue confirmada  

posteriormente en pesquisajes secundarios. Este hecho demuestra la factibilidad de la 

utilización de la plataforma SUMA en el diseño y puesta apunto de inmunoensayos tipo 

ELISA para el pesquisaje de anticuerpos monoclonales lo que constituyó la primera 

aplicación del sistema SUMA en la Tecnología de Hibridomas. 
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2.4.   Cuantificación de Anticuerpos Monclonales de ratón. Inmunoensayos de 

tipo ELISA para la cuantificación de IgG total y subclases de 

inmunoglobulinas ratón en sobrenadantes de cultivo de hibridomas y en suero 

humano para monitorear anticuerpos monoclonales terapéuticos. 

Cuantificación de IgM de ratón en sobrenadantes de cultivo de hibridomas. 

(Artículos 30 y 37). 

 

La cuantificación de los anticuerpos monoclonales en los sobrenadantes de hibridomas y 

en los fluidos ascíticos no sólo representa un parámetro de control de calidad productivo 

sino también un control de clonalidad y homogeneidad celular en las líneas de 

hibridomas [98]. Se convierte en una herramienta indispensable para la avaluación de los 

anticuerpos terapéuticos que son o serán administrados en humanos para combatir el 

cáncer, las infecciones, las enfermedades autoinmunes y las alergias así como para 

producir la inmunosupresión necesaria para los trasplantes [99]. 

 

Efectivamente el amplio uso de la Tecnología de Hibridomas para la generación de 

anticuerpos monoclonales ha creado la necesidad de métodos simples, rápidos, 

específicos y sensibles para la cuantificación de la producción de inmunoglobulinas en 

sobrenadantes de cultivo de hibridomas. Una determinación precisa de los niveles de 

anticuerpos es crítica para una mejor comprensión del el efecto de los parámetros físicos 

en el crecimiento de los hibridomas y la segregación de inmunoglobulinas. Este aspecto 

reviste especial importancia con el amplio uso de fermentadores en la producción a gran 

escala de AcMs en cultivos controlados en medio con o sin suero animal. La 

determinación de la concentración de inmunoglobulinas en los sobrenadantes es también 

necesaria cuando se intentan establecer condiciones reproducibles en diferentes 

inmunoensayos cuando la disponibilidad de anticuerpo proviene solamente de 

sobrenadantes de cultivo. Los niveles habituales de concentración de AcMs en los 

sobrenadantes en cultivos estacionarios oscila entre 5 y 50μg/mL, en dependencia del 

clono y de la densidad celular. En los biorreactores se obtienen mucho mayores 

concentraciones de anticuerpos [100]. 
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Un hibridoma puede perder la capacidad de expresión de su inmunoglobulina 

clonalmente distribuida y rescatada del esplenocito original de forma inmediata después 

de cierto subcultivo por un reordenamiento genético incompatible con la expresión de 

inmunoglobulinas lo cual, frecuentemente, es generacionalmente determinado. Por otra 

parte puede desarrollarse un clono en el cultivo de mayor tasa de crecimiento que no 

exprese anticuerpos y que se vaya acumulando en cada generación con la consecuente 

pérdida gradual en la capacidad productiva de la población general y que se manifieste en 

una disminución en la concentración  de anticuerpos en el medio de cultivo al cabo de un 

tiempo determinado. 

 

La mayoría de los ensayos de tipo ELISA informados para cuantificar inmunoglobulinas 

de ratón de clase IgG [101, 102, 98, 103] utilizan anticuerpos de otra especie, específicos 

para subclase, introduciendo así el elemento seleccionador dentro de la cuantificación los 

cuales serán conjugados individualmente o revelados por un segundo anticuerpo de otra 

especie unido a la enzima. Esta característica los hace particularmente caros. 

 

La novedad en nuestro ELISA tipo sandwich directo  para cuantificar anticuerpos 

monoclonales de ratón de clase IgG (Artículo 30) es que no requiere anticuerpos de otra 

especie específicos para cada subclase como es frecuentemente encontrado como oferta 

de casas comerciales, los cuales son más difíciles de obtener porque hay que inmunizar 

conejos, ovejas o cabras con las subclases de IgG de ratón purificadas. Un buen 

anticuerpo policlonal contra las 4 subclases proveniente de un suero hiperinmune 

obtenido en alguna de estas otras especies y que haya sido generado inmunizando con 

IgG total de ratón es apropiado para poner a punto este ensayo teniendo en cuenta, 

naturalmente, que las curvas patrones deben ser confeccionadas con los anticuerpos de 

las subclases correspondientes porque solamente la fracción de anticuerpos que reconoce 

la subclase de interés actuará de igual forma que lo hará con el patrón seleccionado 

naturalmente de la misma subclase de manera que con la excepción del patrón que es 

diferente en caso de las cuatro subclases de IgG de ratón, el resto de los componentes 

específicos son universales para el ensayo. 
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Este enfoque es apropiado también cuando se intenta cuantificar anticuerpos en el suero 

de pacientes tratados con inmunoterapia anticancerosa o autoinmune. La mayoría de estos 

anticuerpos son de clase IgG  y subclases 1, 2a y 2b por lo que el ensayo es aplicable 

utilizando la subclase correspondiente en la curva patrón. El ensayo informado en el  

artículo 30 fue capaz de no tener interferencias con las proteínas séricas humanas 

incluyendo naturalmente las inmunoglobulinas y mantuvo la sensibilidad necesaria para 

un seguimiento farmacocinético.  

 

 Aunque la inmunoterapia del cáncer con AcMs se ha centrado en los anticuerpos de la 

clase IgG, sus subclases y fragmentos, es razonable pensar que la inmunoterapia 

antibacteriana, antifúngica, anti-protozoaria e inclusive antiviral pasen por ensayos 

clínicos que involucren la utilización de anticuerpos de ratón de clase IgM por su 

capacidad multivalente y poder aglutinante. En esta alternativa los fragmentos 

recombinantes de IgG apropiados para lograr una rápida infiltración de los tumores 

pueden no ser suficientemente aptos para neutralizar directamente a los patógenos o 

dirigir una actividad biológica apropiada. 

 

 La IgM humana ha sido cuantificada mediante a simple pero robusto ensayo que no 

requiere equipamiento sofisticado y que puede ser utilizado para diagnosticar la 

enfermedad del sueño. Una concentración elevada de IgM en el fluido cefalorraquídeo 

que ocurre debido a una síntesis masiva de IgM intratecal es un marcador de interés para 

el diagnóstico de meningo encefalitis por tripanosoma [104]. Se ha desarrollado también 

un ensayo tipo ELISA para estudiar la distribución de IgM humana nativa en ratones 

como alternativa a las técnicas analíticas radioisotópicas convencionales [105].  

 

La corporación ZeptoMetrix de Nueva York, en Estados Unidos oferta un inmunoensayo 

tipo ELISA (IMMUNO-TEK) que anuncian como rápido y sencillo para determinar IgM 

de ratón en sobrenadantes de cultivo de hibridomas, ascitis y otros fluidos biológicos. 

Resulta particularmente útil para monitorear la producción y purificación de anticuerpos 

monoclonales y todo ello en menos de dos horas con un rango de cuantificación entre 7.8 
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y 125ng/mL. El conjugado es a base de anticuerpos policlonales anti IgM de ratón y 

peroxidasa de rábano picante y revelado con tetrametilbencidina. 

 

Los ensayos desarrollados en los artículos 30 y 37 de esta tesis cierran un paquete de 

herramientas analíticas desarrolladas en la Unidad de Hibridomas del IPK en los años 90 

para enfrentar, principalmente, la generación de anticuerpos monoclonales contra agentes 

infecciosos y su cuantificación con fines diagnósticos, Aunque la generación de 

monoclonales con fines terapéuticos tienen su ideología y diseños particulares, las 

herramientas analíticas para su cuantificación pueden ser compartidas si éstas son 

compatibles con el escenario sérico o tisular donde éstos tienen que actuar y ser 

evaluados. En este caso, aunque no existió la posibilidad rea de evaluar un monoclonal 

terapéutico de clase IgM, fue posible disponer de dos ensayos apropiados y bien 

calificados. 
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3. Inmunoensayos directos. 

3.1.  Electro-inmunoensayos. Inmunoensayo potenciométrico de enzima ligada 

(IPELI) para la detección del subtipo "ad" del antígeno de superficie de la 

Hepatitis B (Artículo 4). 

 

Los inmunoensayos electroquímicos pueden ser directos cuando se utilizan transductores 

potenciométricos, amperométricos o capacitivos que indican la reacción antígeno 

anticuerpo sin otra reacción acoplada o accesoria. Estos ensayos se basan en la detección 

de cambios en la densidad de cargas o en la conductividad de la transducción.  El hecho 

de trabajar sin marcadores para revelar la reacción  es muy atractivo sobre todo en el 

desarrollo de inmunosensores in vivo que permiten una evaluación en tiempo real con la 

deseada ausencia de reactivos peligrosos y con la posibilidad de utilizar anticuerpos de no 

muy alta afinidad. Ya hace más de 30 años Janata y colaboradores detectaron un cambio 

de potencial con valor analítico cuando incubaron  manano y Concanavalina A 

inmovilizada en una membrana de PVC que representa un antecedente importante para 

estos electro-inmunoensayos de evaluación directa [106]. En 1984 Keating y Rechnitz 

utilizaron un electrodo sensible a potasio con un conjugado dioxon-ionosforo en una 

membrana de PVC para detector anticuerpos anti dioxina. Aún cuando algunas  

publicaciones han informado resultados con efectos similares, no quedaba completamente 

claro si el cambio de potencial es el resultado de un disturbio en el transporte de iones o 

es el producto de cambios de carga en la superficie de la interacción de las proteínas 

[107].  

 

En los inmunoensayos electroquímicos indirectos el evento de unión molecular es 

visualizado mediante una reacción auxiliar mediante un compuesto marcado. Los 

transductores amperométricos acoplados a la reacción son capaces de detectar 10-10 

Ampere en un rango lineal con potenciostatos comerciales [108]. Debido a que los 

anticuerpos y los antígenos no son electroquímicamente activos con el potencial REDOX 

en el rango apropiado es necesario acoplar compuestos activos REDOX como 

marcadores para la detección de la reacción antígeno-anticuerpo de manera que cualquier 

unión inespecífica no contribuya a la señal de interés. En un ensayo amperométrico el 
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compuesto REDOX marcador debe tener las siguientes propiedades: ser electroactivo en 

un rango de potencial entre 0 y 200 mV, no debe alterar el funcionamiento del electrodo, 

no tener reacciones colaterales con la matriz, ser estable en el tampón de reacción y tener 

disponibles grupos químicos activos para la conjugación [109]. 

  

Los inmunoensayos electroquímicos indirectos también pueden ser enzimáticos de tipo 

homogéneos con el formato EMIT (Enzyme Multiplied Immunotechnique, Syva, Palo 

Alto, Ca) o heterogéneos con el formato ELISA convencional. En este último caso un 

transductor electroquímico sustituye al lector colorimétrico de microplacas lo cual reduce 

los costos y permite lecturas de trabajos de campo. Los electrodos pueden ser integrados 

en el pocillo de reacción o la mezcla de reacción ser llevada a la celda de medición.  Este 

es el caso de un inmunoensayo tipo sandwich  para la hormona estimulante de tiroides 

(TSH) con la enzima fosfatasa alcalina (AP) como agente revelador. Después del lavado 

final, se añadió NADP+ como sustrato. El NAD+ producido se determine por 

amplificación enzimática con alcohol dehidrogenasa (ADH) y diaforasa como enzima 

acoplada. En una versión comercial de ELISA amplificado (AmpliQ de Dako, 

NovoClone AELIA, Novo BioLabs) se utilizó INT-violeta como sustrato de la diaforasa 

[110,111].  

El ferricianuro convirtiéndose en ferrocianuro puede ser detectado amperométricamente. 

En configuraciones similares se reemplaza la ADH por la formiato dehidrogenasa, la 

glucosa dehidrogenasa, la carnitina dehidrogenasa o la glycerol dehidrogenasa [112,113]. 

 

En lugar del p-nitrofenilfosfato (PNPP) habitualmente utilizado en los inmunoensayos 

que de revelan con fosfatasa alcalina o el NADP+ ya mencionado, el p-aminofenilfosfato 

(p-APP) es también frecuentemente usado en la determinación electroquímica de la AP. 

El producto enzimático es  p-aminofenol (p-AP) que puede ser medido con muy alta 

sensibilidad  mediante un electrodo de carbón vidriado. El método fue propuesto por 

Kulys y colaboradores en 1980 e introducido en una inmunoensayo por el grupo de 

Heineman Y  Halsall [114]. Este mismo grupo 10 años más tarde utilizó un electrodo de 

disco rotatorio directamente a una micro gota de 50μl en la detección electroquímica de 

IgG de ratón como modelo analítico en un inmunoensayo basado en microesferas [115]. 
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En el caso del inmunoensayo potenciométrico que se describe en el artículo 4 se intenta 

sustituir la lectura colorimétrica por una potenciométrica en base a la ecuación de Nernst  

con la reacción REDOX del ABTS reduciéndose a expensas de la oxidación del peróxido 

de hidrógeno a agua. Naturalmente el carácter artesanal del dispositivo utilizado solo 

permite la comparación con la variante colorimétrica tradicional para la peroxidasa 

basada en el cromógeno ortofenilendiamina (OPD). El concepto electroquímico de la 

detección hace a la detección independiente de la turbidez de la muestra, miniaturizable 

en términos de volumen y automatizable si se diseña y construye un dispositivo capaz de 

medir la diferencia de potencial en placas tipo suma con  posiblemente menos de 5μL de 

muestra. Por otra parte la sensibilidad puede, en términos de detectabilidad, ser 

aumentada notablemente ya que la actividad REDOX de fondo es mínima.  

 

A casi 20 años de informado y con el advenimiento de las nano-tecnologías de 

miniaturización, creemos que con el trabajo que se presenta en el artículo 4, se demuestra 

la pertinencia de este intento de incursionar en otro concepto inmunoanalítico diferente al 

tradicional espectrofotométrico. 

 

3.2.  Inmunoensayos para detectar actividad proteolítica. Inmunoensayo de tipo 

ELISA para detectar inhibidores de la proteasa aspártica expresada por el 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana VIH (Artículo 40). 

 

Existe un amplio rango de métodos disponibles para la evaluación de actividad de 

endoproteinasas (y potencialmente para sus inhibidores) que utilizan sustratos proteicos y 

peptídicos  [116-119]. Algunos de ellos están basados en la detección de los productos de 

la proteólisis [120, 121] o por el contrario, del sustrato remanente [122]. Estos ensayos 

frecuentemente miden la liberación de marcadores coloreados en el sustrato proteico o 

cuantifican aminoácidos o péptidos precipitados en medio ácido. Todos ellos requieren 

tratamiento y relativamente grandes volúmenes a os efectos de una escala analítica. La 

sensibilidad puede ser aumentada con la utilización de sustratos a los que se ha unido 

covalentemente compuestos cromogénicos o fluorogénicos en las regiones C terminales 
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de los péptidos [123] o isótopos radioactivos [124, 125]. Estos ensayos requieren 

usualmente la acción de proteinasas específicas, requieren equipo especializado y costoso 

e implican riesgos de operación además de presentar alta variabilidad entre muestras así 

como premura en la detección debido a la inestabilidad de los productos. 

Un enfoque diferente centra su atención en los inmunoensayos tipo ELISA y los 

anticuerpos específicos contra una región específica del sustrato que resulta excluyente 

después de la proteólisis [126, 127]. Un enfoque de similar estructura pero que no 

involucra anticuerpos utiliza un conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina para detectar 

el sustrato previamente biotinilado [128] 

La detección, con fines terapéuticos, de la actividad inhibidora de proteasas de forma 

rápida y masiva sobre todo relacionada con entidades epidémicas y pandémicas ha sido 

enfrentada con inmunoensayos que cumplen con estas expectativas de pesquizaje. En este 

sentido se ha informado un ELISA para la detección de actividad proteolítica y su 

inhibición de la proteasa aspártica del VIH con un sustrato inmovilizado relacionado a la 

proteína gag. En estas condiciones el pestatín fue capaz de inhibir la proteólisis y rendir 

una señal discriminadora con suficiente sensibilidad como para enfrentar candidatos 

extractos  naturales y sintéticos [129] 

Se ha generalizado la denominación  cat-ELISA para referirse a los inmunoensayos con 

esta estructura que intentar evaluar la actividad catalítica o su inhibición en fase sólida y 

de con este enfoque se informó de un ensayo para evaluar la actividad proteolítica 

aspártica del VIH y la evaluación de potenciales péptidos sintéticos inhibidores Este 

inmunoensayo cuantitativo en fase sólida fijó un sustrato biotinilado por el extremo c-

terminal con un extracto crudo de enzima y un anticuerpo altamente específico  el 

extremo c-terminal del producto de escisión . Una curva estándar sirvió de base para 

estimar la actividad enzimática y los autores aseguran que el método es menos costoso y 

más sensible que el convencional, cromatográfico  [130] 

Ya en 1991 el grupo de Maurizio Denaro en la Universidad de Milán había informado de 

un inmunoensayo tipo ELISA para detectar inhibidores de la proteasa aspártica del VIH 
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en mezclas tan complejas como fracciones de fermentación microbiana a partir de un 

péptido con la secuencia apropiada y un AcM. El fragmento escindido está conjugado 

con beta galactosidasa por lo que la actividad inhibidora se evalúa como la aparición de 

actividad beta galactosidásica en lugar de la disminución de la actividad proteolítica lo 

que aporta una ventaja analítica al sistema además de un procesamiento rápido y masivo 

de muestras [131] 

Lo más interesante, desde el punto de vista inmunoquímico, en el ensayo descrito en el 

artículo 40 es, entre otras cosas, la excelente curva lineal de calibración que se pudo 

lograr con el péptido de interés proteolítico DU1 en un rango entre 0.25 y 0.46 nMol/L lo 

que ofrece un escenario apropiado para evaluar la proteólisis (disminución en la 

intensidad de la reacción) y la inhibición (recuperación de la intensidad de la reacción). 

Lo puntos críticos de la puesta a punto fueron primero el pre-tratamiento de las muestras 

que provenían de extractos  de invertebrados organismos marinos, con la consiguiente 

carga salina, tarea nada sencilla por la cantidad de combinaciones ensayadas y en 

segundo lugar el compromiso analítico entre la concentración adecuada de péptido DU1 

(4.6 nMol/L) y su relación señal -fondo, la disminución de la señal por la proteólisis hasta 

un rango con la sensibilidad necesaria para con una valor de corte, razonablemente 

objetivo, detectar actividad recuperadora de la señal como evidencia de la inhibición de la 

enzima. La capacidad del péptido DU1 de unirse a la estreptavidina y de ser reconocida 

por el AcM 322 sin reacciones cruzadas con el recubrimiento de biotina ni con el bloqueo 

garantizó un fondo excelente para estimar la sensibilidad del sistema en términos de 

cantidad mínima detectada (121 pMol/L) 

La independencia estructural del sitio de corte proteolítico y el sitio de reconocimiento 

inmunoquímico en el péptido DU1, permite la utilización de este diseño en la búsqueda 

de inhibidores para otras proteasas e inclusive puede contener la secuencia de más  de un 

sitio de corte simultáneo otorgando cierta universalidad sólo condicionada por la 

capacidad física y catalítica de la construcción [132] 
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3.3.  Inmunoensayos de triple anticuerpo. Inmunoensayo de tipo TAS-ELISA 

con anticuerpo monoclonal de captura para la detección temprana de 

antígenos del hongo Mycosphaerella fijiensis agente causal de la Sigatoka 

Negra en el banano (Artículo 49). 

 

Con el advenimiento de la Tecnología de Hibridomas, la posibilidad de disponer de 

anticuerpos de estructura homogénea (idiotipo e isotipo) y afinidad constantes con un 

razonable o exigente grado de pureza según la aplicación de destino, cambió por 

completo los conceptos de variabilidad e inestabilidad de las tradicionales preparaciones 

de anticuerpos policlonales tan dependientes de la fuente animal. Por otra parte, este 

advenimiento abrió nuevos horizontes en el mapeo epitópico superficial (caracterización 

molecular) de microorganismos y células superiores, introduciendo una nueva dimensión 

en el análisis biológico que llega inclusive a convertir a estas preparaciones monoclonales 

en herramientas para la demostración de mecanismos de acción en procesos bioquímicos 

e inmunológicos [133]. 

 

La clásica disyuntiva, muy difícil de encarar con anticuerpos policlonales,  para distinguir 

epítopos exclusivos en un agente infeccioso que comparte otros epítopos presentes en 

flora normal no patogénica, pudo ser resuelta de manera racional y efectiva con el 

establecimiento de la Tecnología de Hibridomas que permite obtener las líneas celulares 

productoras de AcMs. Efectivamente es posible, sin la necesidad de purificar los epítopos 

exclusivos, inmunizar con los patógenos completos y en el paso de evaluación de los 

sobrenadantes de los hibridomas, pesquisar la reactividad de los AcMs contra los 

microorganismos patógenos y los no patógenos de forma paralela. Solamente serán 

seleccionados los anticuerpos que reaccionen con epítopos relacionados, exclusivamente, 

con las especies patógenas de interés [134]. 

 

El tema de la elección de los antígenos, inclusive los epítopos, sobre los cuales generar 

una respuesta de anticuerpos con fines analíticos y/o diagnósticos está, naturalmente, 

muy relacionado con la complejidad de ciclo infectivo del patógeno. De hecho los 

parásitos protozoarios y multicelulares que interaccionan con los vertebrados han tenido 



   38 

la capacidad de retar y condicionar la respuesta inmune del hospedero muy a favor de 

estos invasores y en detrimento de los organismos parasitados como ocurre con el 

Plasmodium (Malaria), el Tripanosoma (Enfermedad de Chagas) y la Leishmania 

(Lesmaniasis) que han convertido su complejo ciclo de vida en un formidable factor de 

virulencia en términos de desestabilización y desorientación de la respuesta inmune.  

 

Aunque en el reino vegetal aún no se descubierto una franca respuesta adaptativa, aunque 

ya hay ciertos indicios de ella, la respuesta innata frente a las infecciones microbianas 

está ya firmemente establecida, inclusive con una cascada de inducción de señal muy 

semejante a la encontrada para células animales [135]. 

 

Los hongos sin llegar a estas ingeniosas y efectivas transformaciones antigénicas de los 

parásitos protozoarios, pueden presentar, en sus diferentes fases reproductivas, 

alternativas a tener en cuenta con respecto a que tipo de antígenos se deben considerar 

para generar anticuerpos, sobre todo monoclonales.   

 

Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente etiológico de la Sigatoka Negra en bananos y 

plátanos enfermedad devastadora para este cultivo, descubierta en las Islas Fidji en 1963 

y que apareció en América en 1972.  Su control se basa en la aplicación de fungicidas 

muy tóxicos para los animales y el ecosistema. La detección temprana de la infección en 

ausencia de síntomas permitiría una aplicación mucho más racional y segura de 

sustancias anti-fúngicas [136].  

 

Los inmunoensayos con anticuerpos que reconocen estructuras fúngicas exclusivas de 

forma específica y sensibles pueden detectar antígenos tempranos que ofrezcan una 

valoración de la intensidad y pronósticos de una infección asintomática. Por lo tanto la 

elección de los antígenos sobre los cuales generar los anticuerpos se convierte en la 

primera tarea de diseño del inmunensayo [137].  

 

En el caso de este hongo la fuente para la consideración de los antígenos provienen de: 
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1. Extracto de micelio de hongo cultivado in vitro 

2. Extracto de micelio proveniente de infección natural o experimental 

3. Proteínas fúngicas segregadas en el cultivo in vitro 

4.  Conidias 

5. Ascosporas 

 

Si el origen de la infección en época lluviosa es una o varias ascosporas  o conidias en 

época seca que penetran en la hoja por los estomas, parece razonable pensar que los 

anticuerpos de captura reconozcan proteínas de estas estructuras como candidatos 

tempranos de infección. Obviamente estos antígenos aparecerán nuevamente en la fase 

necrótica avanzada cuando un nuevo muy abundante lote de esporas esté preparado para 

proseguir la propagación a nuevas plantas. La pregunta es: ¿la abundancia de esporas en 

un área foliar determinada es suficiente para que el inmunoensayo logre la detectabilidad 

suficiente para un criterio analítico?   

 

Esto nos lleva a la intención de que ese anticuerpo policlonal o esas mezclas de AcMs 

como anticuerpos de captura reconozcan también antígenos de micelio y proteínas 

segregadas que permiten al hongo abrirse camino en las estructuras titulares de las hojas. 

La utilización de extracto de micelio como antígeno  tiene la ventaja de incluir también a 

las proteínas segregadas que provienen de él. Esta fue la estrategia utilizada en nuestro 

ensayo  para generar AcMs y lográndose un hibridoma que segrega una monoclonal que 

reconoce una proteína de alto peso molecular que pudiera ser una enzima  (Figura 1 del 

artículo 49). 

  

En este caso el tema de la sensibilidad analítica (detectabilidad del ensayo) puede 

manejarse con la cantidad de tejido foliar utilizado para hacer la prueba lo cual 

naturalmente incluiría una etapa extracción, concentración y clarificación más o menos 

compleja en dependencia de el concepto que se establezca de ¨estadio temprano¨. Esta 

consideración será la que decida, aún trabajando en el límite de sensibilidad del ensayo 

cuan útil será la prueba para diagnosticar la infección antes que aparezcan las lesiones 

características de esta enfermedad.  
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La utilización de un sistema de tres anticuerpos (TAS-ELISA) informado en el artículo 

50 de tres especies mejoró notablemente la detectabilidad por amplificación cuando se 

comparó con la variante del conjugado directo con al policlonal de conejo (resultados no 

mostrados en ese artículo). Esta modalidad TAS-ELISA se encuentra bastante extendida 

en aplicaciones inmunoanalíticas comerciales por ejemplo de la firma Agdia de EEUU 

que presenta una amplia variedad de ensayos para el diagnóstico  y detección de agentes 

infecciosos en plantas. 
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4. Inmunoensayos indirectos. 

4.1. Reveladores del conjugado enzimático. Introducción de un sustrato de 

enzima peroxidasa para revelado de conjugado de fosfatasa alcalina en 

inmunoensayo tipo ELISA que incluye a un anticuerpo monoclonal que 

reconoce al subtipo "ad" del  antígeno de superficie de la Hepatitis B 

(Artículo 5). 

 

En los ensayos no competitivos (sandwich o ensayos de saturación secuencial) se utiliza 

un significante exceso de anticuerpos con respecto a la concentración de antígeno. En 

este caso la difusión resulta un fenómeno tan decisivo como la avidez o afinidad de las 

inmunoglobulinas involucradas. Mientras que la menor concentración de analito 

detectable en los ensayos de competencia está en el orden de 107  moléculas por mililitro, 

un ensayo no competitivo es potencialmente capaz de detectar concentraciones menores 

en varios órdenes de magnitud [138]. Por otra parte debido al exceso de uno de los 

componentes analíticos, el ensayo no competitivo es habitualmente más rápido que su 

equivalente competitivo [139].  

  

En los ensayos tipo ELISA  no competitivos de tipo sandwich para cuantificar antígenos 

o indirecto del tipo serológico para estimar el título de anticuerpos, la reacción final 

involucra a un compuesto cromógeno que genera un producto coloreado cuya 

concentración es, en un cierto rango manejable, proporcional a la concentración del 

analito. Por lo tanto la elección de este revelador tendrá una influencia en la sensibilidad 

del sistema en términos de cantidad mínima detectable. Las enzimas que, durante años, 

han sido más frecuentemente utilizadas en los inmunoensayos son la peroxidasa de 

rábano picante y la fosfatasa alcalina de intestino bovino. Con respecto a la peroxidasa, 

hay autores  que sostienen que la relación cromógeno-producto con el par peroxido-agua 

es tan estrecha que deben considerarse a estos compuestos como parte de un sustrato 

complejo para la peroxidasa. Esta enzima utiliza como sustrato al peróxido de hidrógeno 

que se oxida a agua y la contraparte que intercambia electrones en el evento REDOX 

puede ser el cromógeno 3,3,5,5′- tetrametilbenzidina (TMB), el ortofenilendiamina 

(OPD) y el 2,2′-azinobis[3-etilbenzil-tiazolino-6-ácido sulfónico] (ABTS). Este último 
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cuya fórmula general es C18 H18 N4 O6 S4 y masa molar 514.62 g/Mol es un cromógeno 

soluble en agua asociado que rinde un producto de punto final de color verde. Presenta 

dos picos de absorción en su espectro de absorción, 410 nm y 650 nm. El ABTS es 

menos sensible que el OPD y el TMB en aplicaciones de ELISA pero esa misma 

propiedad puede ser en algunas circunstancias beneficiosas si una mayor sensibilidad 

produce fondos inadmisibles. Por otra parte ABTS tiene un desarrollo de color más lento 

(20 minutos) que los otros cromógenos lo cual también puede ser favorable por la misma 

razón [140]. 

 

Un estudio de la firma KPL (Gaithersburg, MD, E.E.U.U.) referido en su reporte de 

servicio técnico ML-108-03 comparó los cromógenos TMB, OPD y ABTS de acuerdo a 

su comportamiento en un ELISA de dos pasos con IgG humana como recubrimiento y un 

conjugado anti IgG peroxidasa en condiciones de detención y no detención de la reacción 

enzimática. Ellos concluyeron que el TBM fue el cromógeno de mayor señal, seguido de 

OPD y ABTS cuando se añadió solución detenedora. Con respecto a la relación positivo 

negativo la diferencia no fue tan marcada lo cual demuestra que la mayor sensibilidad no 

necesariamente está relacionada con la mayor señal de absorbancia obtenida. Por otra 

parte TMB y OPD requieren dos filtros diferentes para reacciones detenidas y no 

detenidas a diferencia de ABTS que requiere solo un filtro para las dos variantes de punto 

final siendo éste, además, un compuesto no peligroso para los operadores del ensayo y a 

los efectos de su desecho. 

  
En un reciente inmunoensayo enzimático tipo ELISA–PCR [141], después de la 

optimización de la reacción, se evaluaron estos tres mismos compuestos. El cromógeno 

que aportó más sensibilidad al ensayo en términos de la relación señal-fondo fue el ABTS 

que genera un producto de color verde-azul con total independencia de el DNA era 

proveniente de extracto fúngico crudo o purificado.  El ABTS, además, mostró el menor 

fondo y la más clara y legible condición aún a la dilución de 1:250 del conjugado de 

peroxidasa. El OPD fue menos sensible con un mayor fondo debido a su mayor 

sensibilidad a la luz y la inestabilidad del cromógeno [142]. El color naranja incipiente 

del OPD fue difícil distinguir del amarillo del fondo y las reacciones negativas. EL 
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cromógeno menos sensible fue el TMB debido a su alto fondo. La combinación de ABTS 

con SDS resultó la más apropiada y estos autores auguran que será una alternativa muy 

ventajosa en el futuro de los inmunoensayos que utilicen conjugados de peroxidasa. 

  
 
Una posible aplicación al uso del ABTS como sustrato alternativo al para-nitrofenil 

fosfato en conjugados de fosfatasa alcalina se basa en el hecho que los inmunoensayos en 

los que el analito se encuentra en un extracto vegetal no pueden ser detectados a partir de 

conjugados de peroxidasa debido al alto contenido de esta enzima en los tejidos vegetales 

que obviamente contaminará, aún en trazas, la secuencia inmunoquímica provocando 

falsos positivos generalizados en todo el ensayo. Resultan muy conocidos los habituales 

bajos y desalentadores niveles de intensidad del color de la para-nitrofenol que es el 

compuesto coloreado resultante de la acción enzimática de la fosfatasa alcalina sobre el 

para-nitrofenil fosfato. Esto hace que los revelados basados en este par enzima–sustrato  

sean difíciles de evaluar visualmente debido a la subjetividad por la poca diferencia entre 

débiles positivos, negativos y blancos. Los inmunoensayos visuales son particularmente 

atractivos en fitopatología cuando pensamos en pruebas masivas que requieren una rápida 

y enérgica decisión en el campo. En estos casos sería posible y probablemente deseable 

introducir el ABTS como cromógeno que ofrece mayor absorbancia neta y mejor relación 

positivo-negativo que el sustrato colorimétrico tradicional para la fosfatasa alcalina. 
 

 

4.2.  Serología diagnóstica viral con dilución única del suero. Aplicación de la 

estimación del título de anticuerpos contra Citomegalovirus, virus Herpes 

Simplex y Adenovirus con una sola dilución del suero y una curva estándar 

mediante la aplicación del SUMA. (Artículos 8, 13 y 27). 

 

Las enfermedades infecciosas pueden ser diagnosticadas por métodos inmunoquímicos 

mediante la detección de antígeno circulante (o extraído de tejidos) en ensayos de tipo 

directo o “sandwich” en los cuales se precisa determinar cuantitativamente la existencia 

de un marcador cuya concentración correlacione con el avance de la infección como es el 

caso del antígeno de superficie de la Hepatitis B [143]. Algunos agentes infecciosos 
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experimentan como, parte de su estrategia de incubación y/o evasión, períodos de 

ausencia antigénica en los fluidos corporales o se encuentran en los tejidos en zonas de 

difícil recuperación. Entonces el diagnóstico acude a los efectores de la respuesta inmune 

que esos agentes han provocado tras su entrada y tránsito por el organismo 

inmunológicamente competente. En general, la presencia (IgM) o la variación del título  

(IgG) de los anticuerpos específicos a un determinado agente infecciosos aportan una 

medida de la evolución de la infección y permiten tener una certeza de que el desarrollo 

de la respuesta inmune está relacionada con la sospecha de infección de un determinado 

microorganismo y ante un cuadro clínico específico [144]. 

 

De esta manera un ensayo tipo ELISA indirecto compuesto, en primer lugar unido a la 

fase sólida un antígeno apropiado y representativo del reto antigénico de la infección 

natural es necesario para detectar anticuerpos que el organismo infectado está generando 

contra este agente (representado por este antígeno) y que se unirán a él específicamente. 

El revelado dependerá de si el analista está interesado en revelar anticuerpos de la clase 

IgM si el patrón de infección es apropiado para estimación de una infección reciente 

[145] o en la evolución mediata de los títulos de IgG si es que se requiere la evaluación 

de una sero-conversión  o la elevación del título específico de IgG en varios órdenes de 

magnitud en el transcurso de dos semanas [146]. 

 

Esta determinación de título de anticuerpo IgG específico requiere que se realicen a la 

muestra de suero al menos 4 diluciones en un rango apropiado de manera que la 

magnitud indirecta cuantificada (densidad óptica en caso de ELISA) disminuya 

significativamente por debajo de un valor prefijado. Este valor es establecido mediante 

un histograma de frecuencias que relaciona valores medidos en el mismo ensayo en una 

población de individuos sanos y enfermos  y al que se denomina “valor de corte”. La 

definición de casos sanos y enfermos se establece mediante una prueba de máxima 

confianza a la que le llama “Prueba de Oro” y a la que se considera la “verdad absoluta” 

mientras no se pruebe o establezca lo contrario. De esta manera la mayor dilución del 

suero que ofrezca una densidad óptica superior al valor de corte será determinada como el 

“título” de anticuerpos específicos al agente cuyo antígeno fue vinculado a la fase sólida 
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del ensayo. Como puede apreciarse este valor es una aproximación por defecto a un 

“título real” que sería interpolado en el sitio exacto de intersección de la línea de valor de 

corte con la curva de dilución. Si la prueba se repite en el transcurso de dos semanas y el 

título específico se incrementa en al menos cuatro veces (diluciones seriadas dobles)  

entonces el médico puede tener una certeza de que el paciente está desarrollando una 

respuesta humoral frente a un agente infeccioso responsable del cuadro clínico que 

presenta el paciente. 

 

El hecho de tener que realizar cuatro diluciones a cada suero para estimar el título por 

interpolación de la curva con el valor de corte, indudablemente, encarece la prueba 

porque consume 4 posibilidades diagnósticas en la placa de ELISA. Para solucionar este 

inconveniente se han realizado intentos por hacer una estimación del título específico de 

un suero por ELISA utilizando una única dilución [147]. Este procedimiento consiste en 

escoger un panel de sueros de amplio espectro de reactividad en términos de título 

específico a un agente determinado y recalcular su título por interpolación directa en la 

curva de titulación calculando se esta forma lo que se ha llamado el “título a punto final” 

que no es más que el verdadero título y no la aproximación por defecto que se 

acostumbra a hacer para comparar posteriormente con una próxima titulación y evaluar 

una sero-conversión. La estimación del título a punto final se facilita si estadísticamente, 

a la curva de dilución del suero se aplica logaritmo a cada eje (densidad óptica y 

recíproco de la dilución) se aplica una regresión lineal interpolando el valor de corte en la 

ecuación correspondiente. Una vez compilados los títulos apunto final de este panel de 

sueros representativos del espectro de reactividad de la prueba es posible, para cada 

dilución ensayada,  confeccionar una curva estándar que relaciona los logaritmos de los 

recíprocos de los títulos a punto final en el eje de las absisas con el logaritmo de las 

densidades ópticas en el eje de las ordenadas de cada determinación. Un detallado 

análisis de regresión y factibilidad puede permitir al analista seleccionar la curva estándar 

más precisa y operativamente practicable. Con esta curva es posible entonces evaluar en 

el ensayo de ELISA una sola dilución del suero problema, para una vez conocida la 

densidad óptica correspondiente llevarla a la curva estándar y encontrar por interpolación 

el título a punto final que caracteriza a ese suero. Debido a que los médicos no están 
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acostumbrados a manejar títulos a punto final, el analista puede hacer una aproximación 

por defecto de este valor y entregar como diagnóstico un título discreto que le sirva al 

especialista para estimar, después de una segunda prueba, si hay sero-conversión  

 

Este enfoque fue aplicado, en los años 90, en el laboratorio de diagnóstico serológico 

viral en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” a los ensayos montados en el 

Sistema Ultra Micro Analítico (SUMA) [43, 97] para la titulación de sueros (IgG 

específica) contra Citomegalovirus (artículo 10), Herpes simplex (artículo 14) y 

Adenovirus (artículo 28). En el caso de Citomegalovirus, a manera de ejemplo, las 

determinaciones de título a punto final fueron calculadas a partir de regresiones lineales 

de curvas de dilución con coeficientes de determinación siempre mayores a 0.95. La 

curva estándar escogida para la dilución de 1/40, a partir de un panel de sueros amplio 

espectro de reacción, demostró una regresión lineal con un coeficiente de determinación 

r2 de 0.93. Con esta curva fue posible estimar los títulos a punto final de sueros 

problemas con una única dilución y compararlos con la determinación del título por el 

método clásico de cuatro diluciones. Se encontró una correlación estrecha entre ambas 

evaluaciones caracterizadas por un coeficiente de determinación rs de Spearman de 0.92 

para la estimación de la asociación entre magnitudes continuas y discretas. 

 

Estos resultados demuestran que es posible utilizar una única dilución del suero, en un 

sistema analítico tan sensible y demandante de habilidades técnicas como el SUMA, para 

estimar los títulos específicos de IgG para agentes infecciosos cuyos patrones de 

respuesta inmunológica permitan estimar una conversión sérica como indicador 

diagnóstico de infección en curso con la consiguiente optimación del espacio en la placa 

y disminución de costos en el ensayo sin sacrificar valor diagnóstico. 
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5. Inmunoensayos de competencia. 

5.1. Evaluación de la avidez en respuestas humorales vacunales. Estudio de la 

avidez en respuestas humorales vacunales. Inmunoensayo de tipo ELISA de 

competencia para estimar la avidez de los anticuerpos que reconocen péptidos 

de virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) en pacientes vacunados con 

gp160 recombinante (Artículo 26). 

 

La avidez de una preparación policlonal de anticuerpos por su antígeno correspondiente 

ha tenido durante años, además de su inherente y crucial importancia fisiológica, un rol 

fundamental en la calidad y sensibilidad de estos anticuerpos en los ensayos diagnósticos 

a los que han sido destinados. Por esta razón,  desde su generación en los animales de 

experimentación, ha sido posible mediante un apropiado protocolo de inmunización 

provocar la maduración de la respuesta para estos propósitos. Aunque es posible, 

naturalmente, evaluar de forma previa la avidez de estas preparaciones en una prueba 

particular, su propia introducción en  ensayo definitivo dirá la última palabra en cuanto a 

sensibilidad y calidad analítica [51]. En el caso de los AcMs debido a que su  afinidad 

puede encontrase en el rango de 105–1012 M–1, los inmunoensayos competitivos 

utilizando anticuerpos con una Kd = 10–12 M alcanzan su más alta sensibilidad en el 

rango picomolar [148]. 

 

Mientras que la afinidad es una medición termodinámica de la interacción de antígeno y 

anticuerpo medida en el equilibrio, la avidez es una más relativa medida de la fortaleza de 

la interacción, enriquecida por el efecto bonificador de la policlonalidad y que es una 

función de la valencia antigénica, la valencia de anticuerpo, la concentración de ambos y 

de la afinidad individual de los anticuerpos integrantes de la preparación policlonal [149]. 

La evaluación de la avidez de una respuesta humoral en respuesta a una infección es un 

evento de crucial importancia en el seguimiento y control de las infecciones y puede 

decidir la estrategia de vacunación si el agente infeccioso provoca una reacción 

neutralizante potenciada por la avidez de sus anticuerpos específicos. La avidez de una 
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preparación o respuesta policlonal puede medirse en un inmunoensayo mediante 

antígenos radiomarcados [150,151], a través de una agente caotrópico como la urea o el 

tiocianato que provocan el desprendimiento de antígeno inmovilizado y su anticuerpo 

específico y determinando lo que queda en la fase sólida [152]  y también mediante 

ensayos de competencia en los cuales el antígeno marcado compite por el nativo por los 

anticuerpos o el antígeno soluble compite con el antígeno unido a la fase sólida por 

anticuerpos que también están en la fase fluida. [153, 154]  

Con respecto al papel de la avidez de la respuesta de anticuerpos contra el VIH y su 

relación con la protección [155], la atención ha sido centrada, además en los títulos 

neutralizantes naturales o provocados por vacunación  [156, 157, 158]. Las respuestas de 

anticuerpos inducidas por la glucoproteína de la envoltura (Env) de los lentiviruses SIV 

[156, 157] y de la anemia infecciosa equina [159] maduran lentamente.  La maduración 

en función de la protección se define como el desarrollo de una avidez significativa, altos 

títulos de anticuerpos neutralizantes y algún grado de actividad neutralizante cruzada. 

Mientras que los títulos de anticuerpos se incrementan durante varias semanas de la 

infección y los anticuerpos neutralizantes lo hacen durante varios meses, la avidez de los 

antisueros policlonales se incrementa más lentamente alcanzando sus máximos valores 

entre 6 y 8 meses después de la infección. Este incremento de la avidez es coincidente 

con la amplitud de la respuesta neutralizante protectora a los virus heterólogos [156, 

157]. Una maduración lenta en la avidez y el desarrollo de anticuerpos de neutralización 

cruzada después de los 8-12 meses se ha observado en individuos infectados con el VIH 

[160]. Por el contrario la avidez de la respuesta de anticuerpos en infecciones causadas 

por virus diferentes a los Lentivirus como la Hepatitis C virus [161], virus Varicela-

Zoster  [162] y virus Rubéola [163], es rápidamente alcanzada y de manifiesta alta en 

intensidad en períodos de algunos meses e inclusive en algunas semanas.  

El protocolo inicial del imunoensayo de avidez que se presenta en el artículo 27 de esta 

tesis llegó a mis manos en Febrero de 1992 con bastante poca robustez en términos de la 

definición del blanco que, en este tipo de ensayo, define el 100 % de reacción sin 

competencia sobre el cual será necesario calcular la afinidad relativa así como la 

determinación de la dilución de los sueros con la cual ejecutar los ensayos de 
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competencia. También fue necesario diseñar un procesamiento estadístico riguroso para 

llegar a resultados confiables en cuanto a la afinidad relativa como medida de la avidez 

de los anticuerpos de los pacientes seropositivos inmunizados con gp160 recombinante. 

El inmunoensayo de competencia para estudiar la avidez se montó sobre un diseño 

anterior para péptidos sintéticos del lazo V3 de la gp120 del VIH [164] que tenía la 

característica de no necesitar bloqueo debido a la compactación del recubrimiento 

peptídico que impedía a  los anticuerpos del suero y los del conjugado su acceso al 

soporte sólido de la placa. 

EL número de repeticiones del blanco de competencia (PBS Tween en lugar de péptidos 

en solución compitiendo por el péptido) fue aumentado a 5 en cada placa para garantizar 

una cifra estadísticamente robusta sobre la cual calcular el 50% de señal máxima. 

Sucedió lo mismo con la concentración de péptido en solución que definió el otro 

extremo de la curva de competencia o señal mínima cuando el péptido unido a la fase 

sólida no tuvo oportunidad de recibir los anticuerpos del suero por estar saturados de 

péptido en solución. Estos dos niveles extremos de señal son el resultado de valores 

asintóticos muy difíciles de estandarizar mediante promedios, sobre todo el inferior 

cuando la señal tiene al fondo del experimento que es la reacción cuando se utiliza como 

blanco PBS-Tween en lugar de la mezcla anticuerpo y péptidos en competencia. Otro 

aspecto interesante de la puesta a punto es la selección de la dilución de anticuerpo para 

lugar una competencia comparable entre muestras de suero. En este sentido el protocolo 

original de Steward [148] indica que debe utilizarse una dilución del suero que rinda una 

absorbancia de 0.5 unidades y en nuestro artículo se indica un rango entre 0.5 y 1.0 

unidades. La práctica demostró que cuando se fijó una dilución de los sueros mucho más 

precisa a partir de valores de 1.0 ± 0.1 unidades de absorbancia,  se obtuvieron valores 

mucho más consistentes y reproducibles  en las concentraciones molares inhibitorias. La 

interpolación estadística (y no gráfica) permitió una mayor precisión en la determinación 

de esta concentración que finalmente fue importante en el análisis de la significación en 

el incremento de la avidez. Llama la atención el tratamiento lineal de la inhibición por 

competencia cuando el tratamiento sigmoidal (ecuación de Boltzman) pudo aplicado 

ampliando  el rango de análisis pero, realmente, el segmento lineal de la curva contuvo 
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suficientes punto de inhibición como para ser considerado, simplificando los cálculos 

naturalmente. 

La optimización de este inmunoensayo de competencia en el artículo 27 para determinar 

la avidez, y junto a otros determinaciones, la funcionalidad  de una respuesta humoral que 

se intenta sea protectora demuestra que los parámetros de control de calidad del ensayo y 

la robustez del tratamiento estadístico pueden ser decisivos para obtener los resultados 

consistentes y reproducibles que se pretendió con su elección en el protocolo de 

investigación. 

  

5.2. Cuantificación de citolisinas. Inmunoensayo de tipo ELISA de competencia 

para la cuantificación de Sticholisina I y II (Artículo 41). 

  

Siempre se había dicho en los círculos inmunoanalíticos que para la detección 

cuantitativa de antígenos pequeños los ensayos radioisotópicos  [36] competitivos  eran 

los más sensibles y por lo tanto mejores. Esta consideración histórica ha sido modificada 

con los años y estaba racionalmente basada en la inherente sensibilidad en la detección 

con isótopos. Los tradicionales ensayos para hormonas, antibióticos y otras moléculas 

orgánicas de importancia clínica o farmacológica en los años 60, 70 y 80 son testigos 

fieles de esta evolución. La práctica analítica masiva y rutinaria condenó a los ensayos 

isotópicos por lo costoso de los isótopos, los equipos de detección y sobre todo por la 

peligrosidad de manipulación y descarte de deshechos radiactivos. Por otra parte en los 

años 80 los ensayos inmunoenzimáticos bajaron la elitista barrera de los nanogramos y 

comenzaron a competir analíticamente con los ensayos radioisotópicos [38]  

 

Indudablemente el tamaño del antígeno y de la molécula que centra el revelado (isótopo o 

enzima) en un ensayo de competencia determina la factibilidad del ensayo. Por supuesto 

la primera premisa que debe cumplirse es que las especies que deben competir lo hagan 

en un rango suficientemente sensible para la cuantificación. En el caso de los ELISA 

además del clásico diseño de antígeno marcado y no marcado (caliente y frío, en la jerga 
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analítica) es posible pensar en un escenario para la competencia entre el antígeno fijado 

en la placa y el antígeno en solución por el anticuerpo que también está en solución. En 

este caso, naturalmente, la condición poli o monoclonal de las inmunoglobulinas 

utilizadas, su avidez o afinidad, el peso molecular del analito y el número de epítopos y 

su repetición así como el grado de purificación del antígeno capturado en la fase sólida y 

los contaminantes del analito en solución, deben decidir la factibilidad del ensayo de 

cuantificación [154]  

 

Otro aspecto a tener en cuenta es la selección del rango de cuantificación y el 

procesamiento de ajuste de regresión este rango. En estos ensayos la definición del 100% 

de reactividad a partir del cual la competencia del analito en solución comienza a 

disminuir la densidad óptica  debe contener una robustez de precisión a la cual debe 

conferírsele toda la atención.  Hemos encontrado que nunca debe trabajarse este 100% 

con menos de cinco réplicas [165]  como criterio de exclusión de los valores apartados de 

la tendencia. Por lo tanto este valor promedio debe ser trabajado con criterios estrictos de 

calidad (epígrafe 5.1 de esta tesis). 

 

La posibilidad de trabajar en un rango lineal de la curva de competencia es factible desde 

el punto de vista estadístico de igual manera que en una curva de saturación es posible 

sacrificar las dos secciones parabólicas  y trabajar en la sección lineal. Este enfoque tiene 

dos inconvenientes, el primero es que se restringe el rango de estimación lo cual provoca 

que el analista deba intuir con mucha estrechez las diluciones que deberá practicar a su 

muestra con analito para que la determinación de densidad óptica quede incluida en el 

rango de interpolación  y evitar así las muy criticadas (con razón) e inseguras 

interpolaciones cuando los comportamientos dejan de ser lineales. El otro inconveniente 

es que aferrándose un rango lineal para simplificar los cálculos muchas veces se sacrifica 

el nivel de sensibilidad o detectabilidad en términos de cantidad mínima detectable. 

Antes del advenimiento de los procedimientos estadísticos cibernéticos en computadoras 

personales, para hacer un ajuste sigmoidal con predicciones había que tener algo más que 

una calculadora aritmética por no decir que hace 30 años había que luchar con Fortran y 

las tarjetas perforadas en una CID-201B. Por lo tanto los ensayos de competencia se han 
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favorecido con las facilidades computacionales actuales cuando se trata de interpretar los 

resultados con procedimientos estadísticos de ajustes de regresión. 

 

El inmunoensayo de competencia informado en el artículo 41 fue puesto a punto con la 

intención de cuantificar la Sticholisina II (StII) y la Sticholisina I (StI) así como 

confirmar su identidad antigénica para ser utilizadas como inmunotoxinas en la obtención 

de conjugados para ensayos contra células tumorales.   

 

La alta homología entre la StII y la StI permitió cuantificar a esta segunda molécula en el 

mismo ensayo de competencia con los anticuerpos policlonales de conejo que fueron 

obtenidos inmunizando con StII purificada.  Los parámetros de calidad de este ensayo 

fueron:  

Rango de cuantificación:  2.5 -1149ng/mL 

Ajuste sigmoidal (ecuación de Boltzman): 

           

y = _____0.91399____________  + 0.19358 

      1 + e(x-4.38791) / 0.51562 

 

χ2 = 0.000317 

 

Detectabilidad: 2.5ng/mL 

Precisión (repetibilidad): C.V. menor del 10% 

           (reproducibilidad): C.V. menor del 15% 

 

Con estos criterios de calidad este ensayo no solo sirvió de base para estimar la 

homología antigénica de ambas moléculas sino para establecer un método de 

cuantificación específico y confiable de cada una de las citolisinas con la misma 

preparación policlonal purificada, naturalmente, utilizando la curva estándar 

correspondiente. 
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6. Consideraciones finales 
 
 

Los anticuerpos, desde el punto de vista analítico, son considerados reactivos ideales para 

el reconocimiento específico, confiriendo de forma inherente un elemento selectivo que 

se suma a la potencia físico-química analítica de la instrumentación que complementa el 

ensayo. Por ello son vistos como los verdaderos co-protagonistas en los bioensayos y los 

biosensores. La alta afinidad y especificidad por sus antígenos (analitos) permiten una 

unión selectiva en el rango de nano y pico moles en medio de muchos otras muchas 

biomoléculas incluyendo proteínas estructuralmente relacionadas y que pueden 

sobrepasar la concentración del analito en dos o tres órdenes de magnitud. Un impactante 

ejemplo histórico de la alta especificidad de un antisuero fue presentado en 1928 cuando 

Landsteiner y van der Scheer demostraron que un método inmunoquímico pudo, 

inequívocamente, distinguir entre dos isómeros ópticos de acetato de fenil-p-

aminobenzoil-amina [166].  

 

De esta manera los inmunoensayos determinan (detectan y/o cuantifican) analitos sin 

enriquecimiento o concentración, purificación o pre-tratamiento, procedimientos que 

frecuentemente dificultan y encarecen a los métodos analíticos y que son imprescindibles 

para procedimientos estandarizados y reconocidos como la cromatografía líquida de alta 

presión, la cromatografía gaseosa o la espectrometría de masas. De forma especial en el 

diagnóstico clínico donde es necesario analizar muestras muy complejas como sangre 

total, suero o plasma, orina y heces que contienen una gran cantidad de sustancias, 

orgánicas y biomoleculares, los inmunoensayos representan muy frecuentemente una 

alternativa muy deseable en cuanto a tiempo y sensibilidad [38, 41].  

 

Reforzado con el advenimiento y consolidación de la Tecnología de Hibridomas para 

generar anticuerpos monoclonales, hoy día es posible obtener anticuerpos contra casi 

cualquier analito inclusive moléculas orgánicas relativamente pequeñas originalmente no 

inmunogénicas por conjugación química con transportadores muy inmunogénicos como 

la albúmina bovina o la hemocianina obteniéndose anticuerpos que después reconocen al 

analito desacoplado del transportador. Los anticuerpos recombinantes han permitido 
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generar reactivos específicos contra moléculas muy tóxicas que no admiten inmunización 

o que son inestables in vivo. Los fragmentos de anticuerpos recombinantes de cadena 

simple desplegados en fagos filamentosos [167, 168] o ribosomas [169, 170] son 

seleccionados de bibliotecas enormes por encuentro e identificación de sus antígenos y en 

una suerte de selección artificial pueden ser mutados y enfrentados de nuevo con un panel 

de antígenos lo cual imita los procesos naturales de maduración de la afinidad [171]. 

   

La tecnología de anticuerpos recombinantes ha sido llevada a un nivel que permite la 

expresión de un fragmento de simple cadena variable (scFv) en E. coli en grandes 

cantidades y a un costo razonable. In cultivos de células de mamíferos el rendimiento es 

de aproximadamente 0.5–1 g/L con costos de cerca de 500 USD/g mientras que en 

bacterias el rendimiento puede llegar a 3 g/L con un costo de 200 USD/g [172]. Sin 

embargo en comparación con otros métodos bioanalíticos como los ensayos enzimáticos 

en los cuales la actividad enzimática es seguida directamente por el producto enzimático, 

la unión de un antígeno con su anticuerpo es acompañada por un pequeño cambio en las 

propiedades físico-químicas de ambas especies. En casi todos los inmunoensayos el 

evento de unión es analizado mediante una reacción auxiliar a partir de uno de los 

inmuno-reactantes conjugado con un marcador que refleja una señal espectrofotométrica 

que es proporcional a la cantidad de analito. Partiendo de los isótopos, cada vez más 

abandonados por sus secuelas humanas y ambientales, se han utilizado una serie de 

marcadores como enzimas, fluoróforos, compuestos REDOX, cofactores, apagadores 

fluorescentes, metales quimioluminiscentes, partículas de latex, liposomas, etc  [173]. 

 

Los ensayos inmunoenzimáticos exploran o explotan todas las propiedades de los 

anticuerpos tanto estructurales como funcionales como son en primer lugar su 

extraordinaria capacidad para reconocer específicamente motivos estructurales 

tridimensionales en las biomoléculas con alta afinidad. Esto garantiza la sensibilidad 

necesaria para que los ensayos en los que intervienen tengan el nivel de detectabilidad 

requerida desde el punto de vista analítico. Los anticuerpos pueden ser también los 

analitos cuando los métodos serológicos nos permiten descubrir, mediante su presencia y 

título (concentración/avidez) las huellas inmunológicas de una infección latente o actual 
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o cuando es posible valorar la magnitud de la avidez por un epítopo con la que la 

respuesta policlonal de un paciente se enfrenta a un agente infeccioso. Esta evaluación 

puede ser definitoria para el pronóstico del desarrollo de la enfermedad [42, 49]. 

 

La tendencia actual a la miniaturización seguirá siendo una importante consideración en 

el diseño y desarrollo de ensayos y analizadores.  Los sistemas de alto flujo de pesquisaje  

para el descubrimiento de nuevas drogas y los análisis a gran escala para los estudios 

genéticos necesitarán de estos conceptos de miniaturización. Existen numerosos ejemplos 

de ensayos y procesos analíticos que han sido adaptados con éxito al formato microchip y 

el objetivo tener un laboratorio en un chip parece estar al alcance de la mano. Los 

microchips fabricados en plástico [174] posibilitan ya la sustitución de los materiales 

completos en los dispositivos siliconados [175]. Hoy en día el desarrollo de las 

nanotecnologías en el terreno de la analítica es una realidad con la introducción de los 

nanochips [176] 

 

Los progresos en los inmunoensayos automatizados has sido impresionantes pero mucho  

más se vislumbra debido a la necesidad imperiosa de análisis masivos. Muchos 

inmunoensayos homogéneos son hoy día, casi inadvertidamente, integrados en los 

pesquisajes rutinarios de química clínica. Muchos de los más demandantes 

inmunoensayos heterogéneos puestos a punto en sistemas especializados ofrecen hoy 

atractivas opciones como  operación continua y acceso aleatorio a una matriz de muestras 

lo que permita el análisis puntual y no secuencial como era tradicional. No obstante estas 

innovaciones. No obstante todavía la calidad analítica de estos en inmunoensayos muy 

automatizados  debe ser mejorada. Nuevos y poderosos marcadores diagnósticos podrán 

ser introducidos solo si los sistemas automatizados son suficientemente confiables  [177].  

Por supuesto los mejores resultados de estas pruebas tendrán un costo inherente pero 

finalmente la automatización misma ayudará a reducir los costos. Las mega-

corporaciones emergentes en la industria del diagnóstico tienen amplios recursos para 

enfrentar estos retos pero la comunidad de los laboratorios deberá ser tenaz para 

demandar la calidad necesaria a precios razonables [178]. 
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La combinación de las cualidades estructurales y funcionales de los anticuerpos los hacen 

especímenes biomoleculares de relevante importancia como efectores de la Respuesta 

Inmune Humoral y como herramientas indispensables en la bioanalítica presente y futura. 

A pesar de los extraordinarios avances tecnológicos que buscan aumentar la eficiencia y 

sensibilidad en los Inmunoensayos para enfrentar nuevos (y viejos) retos, y que por 

supuesto implican una enorme disponibilidad de recursos financieros para su desarrollo y 

utilización, el formato ELISA convencional continúa siendo una herramienta analítica 

indispensable en todo laboratorio en el que se aíslan, purifican y caracterizan 

biomoléculas principalmente proteínas. Esta mentalidad inmunoanalítica cualitativa o 

cuantitativa donde la posibilidad de “crear” un inmnoensayo con fines académicos, 

investigativos o prácticos pasa, necesariamente, por un conocimiento profundo de la 

estructura y función de los anticuerpos, sigue teniendo como componente fundamental a 

las inmunoglobulinas portadoras de esa extraordinaria cualidad que es la especificidad. 
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