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SINTESIS

El diagnoéstico precoz del infarto agudo del miocardio (IAM), patologia que constituye una de
las causas principales de muerte a nivel mundial, es fundamental para la aplicacién temprana de
una terapia que puede salvar la vida del paciente. En las primeras 0.5-2 horas de apariciéon de
los sintomas clinicos, y antes de que sean detectables otros indicadores séricos, los niveles de
mioglobina (Mb) se elevan, constituyendo uno de los indicadores més precoces de la necrosis
miocardica. Dada la carencia en Cuba de un diagnosticador de este tipo, los Laboratorios de
Investigacién de la EPB “Carlos J. Finlay” y de Inmunologia de la Facultad de Biologia se dieron
a la tarea de desarrollar un reactivo de latex-aglutinacion en ldmina para mioglobina, que
brindara una respuesta rapida (2-3 minutos) y de fécil ejecucién, para ser aplicado en el nivel
primario de salud. Los problemas principales a enfrentar fueron: el trabajo con el musculo
humano, la baja inmunogenicidad de la mioglobina y sus posibles relaciones o asociaciones con
la hemoglobina (Hb). Estos inconvenientes fueron resueltos en buena medida con el empleo de
la Mb equina, en base a sus similitudes antigénicas con la Mb humana. El trabajo se desarroll6
en dos etapas. La primera, de investigacion basica, incluy6 la purificacion y caracterizacion de
la Mb humana y sus anticuerpos especificos, y la segunda etapa, la adecuaciéon a la practica
productiva de los resultados obtenidos a escala de laboratorio, asi como la evaluacién de la
efectividad del reactivo en el terreno. Los resultados mas importantes de la primera etapa
fueron: (1) El desarrollo de un método de purificacion de Mb humana consistente en
cromatografia de exclusion molecular en Superose 12 e intercambio aniénico en Mono Q con
empleo del sistema FPLC, el cual rindié Mb de pureza elevada. (2) Un método para la obtencién
de anticuerpos policlonales anti-Mb humana en carnero con empleo de un conjugado Mb
humana-hemocianina que alcanz6 titulos 1/6,400 por ELISA. (3) Un método de
inmunoabsorcion simple para la purificaciéon de los anticuerpos, con Mb equina polimerizada
con glutaraldehido, que permitié la recuperacién de unos 300 pg de anticuerpos por mL de
antisuero y eliminé su reactividad frente a la hemoglobina (Hb) humana, ademas de facilitar la
reacciéon de aglutinacién. Los resultados mas sobresalientes de la segunda etapa fueron: (1) La
propuesta de un flujo tecnoldgico, a partir del ajuste de los resultados obtenidos en la primera
etapa, que rinde por mL de antisuero hasta 500 pg de anticuerpos purificados para el
recubrimiento de las particulas, y la preparaciéon del juego de reactivos de latex-aglutinacion,
nombrado MIOLATEX. (2) La evaluacién del reactivo en el terreno con muestras de suero de 85
pacientes que acudieron al centro hospitalario con sintomas de IAM, la cual evidencié buena
correspondencia entre los resultados del MIOLATEX y el diagnéstico final. El reactivo
demostré contar con la sensibilidad, especificidad y valores predictivos requeridos para este tipo
de diagnosticador y resulté util para descartar el infarto de miocardio a las 6 horas de la
admision, ademds de contribuir a su diagnoéstico, al monitoreo de la reperfusién y a la deteccién
de reinfarto.



INDICE

INTRODUGCION ...ctteeeee ettt e ettt e e e e ettt e e e e e s e be et e e e e e e e unb e e eeeeeesaannreeeeaeeeeaaansseeeeeeeseaannneneneeesesannnnne 1
CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA.......coiuieiiiiriniitieeiesietiesieese st 6
Y T =d Fo] o 1T = T L= g =T = T F- o [T PR 6
1.2 Organizacién estructural y gendmica de la mioglobina .........ccceeieiiiiiieiiiee e 6
1.3 Mioglobina y hemMOglobiNa........c.eeiiiieeece e e s e e et e e e e e e e enarr e e e e e s 8
1.4 Funciones de 1a MIOgIODING .......ceuiiiiieec e e e e e e e e e aa e e e s 9
1.5 Aislamiento y purificacion de la mioglobina .........cceei i 12
1.6 Antigenicidad e inmunogenicidad de [@a Mb.......oooi i 13
Técnicas bioinformaticas para estudios de antigenicidad ...........ccoereeiiiieecciiie e 18

1.7 La mioglobina como marcador CliNICO..........uuiiiiie it e e e e e rraae e e e 22
1.8 Deteccidn y cuantificacion de mioglobina..........ceoeeioiiiiiii e 25
1.9 Inmunoensayo de [3teX-aglutinacion ............uuiiiii i e e 27
ASOICION FISICA weeueteeriieitie ettt ettt e st e st e st e s bt e e sabeesabeesbeeesabeesabeeenneeessneesasns 28
Adsorcion de iNMUNOGIODUIINGS........vvviiiiiieeeee e e e e e e e st rre e e e e e e eeaaraaaeeaee s 29
Deteccidn de la inmunoaglutinacion. Observacion visual........cccccuveiviciiiiiiiie e 30

El problema de la estabilidad coloidal..........cuviiiiiiiiiiiiie e e 30

LV 11T EToi o o IO ST TTR T YR USTURPPON 31
CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS .......cuuiuuieriuneeriereentitesensensessasssesssssessessessessessessessessessessessessessessesnens 34
2.1 Corazones y SUEI0S A€ PACIENTES ......uuiiiiieeeiiiiiiiieiee e e e eecttre e e e e e esertre e e e e e e e ssabraeeeeaeeessnnstaseeaesessnnsssenes 34
2.2 Animales para [as iINMUNIZACIONES.........uuiiii it e et e e e et e e e e e e esabrte e e e e e e e s sasntaaeeaeseeeassranes 34
2.3 Columnas, EQUIPOS ¥ FEACTIVOS ....ccceeiiiiiiee e e ettt e e e eee e e e e e e eeettre e e e e e e e santrteeeeaesessnnssaeeeaesesansssanes 35
PR Y/ =3 oo [o LT TP PSP PPRPRP 35
2.4.1 Estudios bioinfOrmMaAtiCOS .....c.uiiiiiiiiie ittt 35
2.4.2 Purificacion de Mb hUmana ......c.cooiiiiieeeee ettt 36
2.4.3 Caracterizacion de la fraccién obtenida en la recromatografia en Superose ........cceecvvvvereenn. 38
2.4.4 Preparacion de anticuerpos anti-mioglobina humana........ccccceeeiiiii e 39

2.4.5 Purificacion de 105 aNtiCUBIPOS ...c.uviii ittt etee e e e e e eaba e e e e rabe e e eenneaeeee 43



2.4.6 Preparacion del reactivo de latex-aglutinacion en lamina para mioglobina..........cccccccuvveennneen. 45

2.4.7 Evaluacién del desempefio del reactivo MIOLATEX en el diagndstico de IAM...........cccoevevene..... 47
2.4.8 Tratamiento tromMbBOIIICO . ..c.uiiiiie e 48
2.4.9 Determinacion dE TGO ......cocuiiriieiiie ettt et ettt e st e st e e s it e e sabeesbeeesateesabeesabeesseeesabeesaseenns 48
2.4.10 Procesamiento de 105 datos ......cceceereiriienieiieiie sttt 49
CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION ......oiuiuitireiirieeieteteisesste ettt ae bbb 51
ST a =T T o Lo =PSSO PPPPPPPPPPPP 51

3.1 El estudio de las similitudes estructurales entre las mioglobinas sugirié que el carnero podia ser
mejor respondedor a la Mb humana y que la Mb equina podia utilizarse en la purificacién de los
anticuerpos anti-Mb MUMANA. ......coiiiice e e e e e re e e e ee e s e abe e e e s aees 51

3.1.2 La combinacién de las cromatografias de exclusion molecular en Superose 12 e intercambio
aniénico en Mono Q rindié una Mb humana de pureza elevada (RZ=3.6) ....cccccceeevveeiecveeecciieeeenns 56

3.1.3 El método de purificacion rindio la forma oxi de la mioglobina humana y la focalizacion
isoeléctrica sugiere la presencia de dos variantes isoeléctricas de esta proteina......cccccceeccvvveeeeeennn. 60

3.1.4 Se obtuvieron titulos aceptables de anticuerpos anti-Mb humana en carnero con el conjugado
Mb humana-hemocianina. Estos anticuerpos tuvieron una reactividad cruzada elevada con la Mb
(Lo (U1 o T TSP P PP O P O PPP PR PPPPPPPPPIORE 62

3.1.5 Los antisueros anti-Mb humana fueron reactivos con la hemoglobina humana. Esta
reactividad fue eliminada cuando los anticuerpos se purificaron con Mb equina .......ccccccecvvveeenneen. 65

3.1.6 Los anticuerpos anti-Mb humana purificados frente a la mioglobina equina funcionaron
satisfactoriamente en el ensayo de latex aglutinacion ..........cccccvveeeii i 68

R I Y=Y (W] o F= 1 o I Y TS PSR 70
3.2.1 La cromatografia en DEAE Sepharose Fast Flow permitioé obtener, en una sola etapa, una Mb
humana de pureza aceptable (RZ = 3.2) para la inmunizacidn de los animales ..........cccceeeecvveeeennneen. 70

3.2.2 Resultaron factibles el escalado del programa de inmunizacién en carneros con empleo del
conjugado Mb-KLH vy la purificacién de los anticuerpos anti-Mb humana con el inmunoabsorbente
(o L 1Y/ < I =T o [0 - ST PRP 72

3.2.3 Se desarrollé un método que permite evaluar el grado de sensibilizacion éptimo de las
[oF [ (oW1 = T [T - 1 < USRS 74

3.2.4 Se disefié un flujo tecnoldgico para la elaboracién del reactivo MIOLATEX factible para la
[T Te [T 4 I T T OO UPPRTOUPRRTPRROPPRINt 79

3.2.5 El reactivo MIOLATEX tuvo un desempefio satisfactorio, que lo hace Util para diagnosticar y, en
particular, descartar el IAM a las seis horas de la admisidn del paciente .........cccccceeeeiivcciieeeeeceenens 81

3.2.6 El reactivo MIOLATEX permitié monitorear el tratamiento trombolitico y detectar reinfarto . 89

CAPITULO 4. DISCUSION GENERAL.......oevveieerieceeseeetessae st sesae s st saesesasaesesse s s ssnssses s sasassesesaesanas 90



4.1 Sobre la utilidad del conocimiento de las similitudes antigénicas entre las mioglobinas ................ 90

4.2 Sobre la utilidad de la mioglobina en el diagndstico del infarto agudo del miocardio..................... 93
CONGCLUSIONES ...ttt ettt ettt et b e s bt e bt e s bt e sbe e s ae e e a et e abe e bt e bt e b e e bt e sbeesbeesaeesabesabesabeenbeebeensean 99
RECOMENDACIONES ...ttt ettt e e e ettt e e e e s e sttt e e e e e e e anb b et e e e e e saasnbeeeeeeeesannrneeeeeeeaaans 100
LISTADO DE REFERENCIAS ...ttt ettt ettt e e e e ettt e e e e s s e bbbt e e e e e e e s aansebeeeeeeseannnneeeeeasnn 101
LA A D O PO PPN PPPPPPPPPTORE 116
ANEXO 1: CUESTIONARIO LLENADO A LOS PACIENTES......eeiiiiii ittt ettt e e e eee e 117
ANEXO 2: CURVA PARA DETERMINAR MASA MOLECULAR ..ccoiiiietteee ettt e e e 118
ANEXO 3: CURVA PARA DETERMINAR MASA MOLECULAR ..cooiiieeteee ettt eeveeeee e 119
ANEXO 4: VALOR DE DISCRIMINACION Y ZONA GRIS ....ovvivieiecececeeeeeeeeeeessssesesesesesesesesesesssssssssssssssesnns 120
ANEXO 5: PROSPECTO DEL MIOLATEX .....vvvvveeeteeeeetetetetete ettt setessssssssesasssssssssasesssesesesesesesesenaes 121
ANEXO 6: ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL MIOLATEX .....ovvivececececeeeceeeceeeesssss e esesesesesessssssssss s senns 122
ANEXO 7: ESTIMACION ECONOMICA PRELIMINAR DEL MIOLATEX ....c..covurureeineeneeeeeeneseeneesenseeeeeseeseeens 123
ANEXO 8: AUTOBIBLIOGRAFIA ...ttt ettt s s s s s s st et sss st sssassateseaesesesens 124

ANEXO 9: TRABAJOS PRESENTADOS EN EVENTOS......ciiiiiiiiiiiiietiieee ettt e e 125



INTRODUCCION

La mioglobina (Mb) es una proteina hémica de baja masa molecular, que es sintetizada y ejerce
sus funciones principalmente en los musculos esquelético y cardiaco (Ordway y Garry 2004). Se
encuentra, ademas, en el suero sanguineo y la orina a muy bajas concentraciones (Powell y col
1984). Esta globina ha sido durante muchos afios un prototipo para el estudio de los conceptos y
leyes que gobiernan a las biomoléculas (Frauenfelder y McMahon 2001). Fue la primera
proteina a la que se le intenté determinar su estructura antigénica completa (Atassi 1975) y, por
integrar una familia de proteinas, la Mb de cachalote se constituyé en modelo para el estudio de
la antigenicidad de las Mbs a través de los ensayos de reactividad cruzada, que se convirtieron a
su vez en una metodologia para el estudio antigénico de proteinas relacionadas (Hurrell y col
1977, White y col 1978). La reactividad cruzada de los antigenos ha sido de utilidad en diversas
situaciones y un ejemplo de ello es el diagnoéstico de la sifilis que utiliza antigenos de origen
bovino por su identidad inmunoquimica con antigenos del Treponema pallidum (Larsen y col
1995). También las identidades inmunoquimicas de las proteinas de especies diferentes pueden
resultar desventajosas como sucede con la inmunogenicidad, es decir, la capacidad de una
entidad molecular de inducir una respuesta inmunitaria efectiva en animales de
experimentacion. Este es el caso de las mioglobinas que no resultan buenos inmunégenos en la

inmunizacién convencional (Atassi 1975).

La Mb se libera del musculo a la sangre en diversas situaciones, por lo que constituye un
marcador bioquimico de diferentes patologias y, en particular, del infarto agudo del miocardio
(IAM). La deteccion de la Mb se realiza por métodos inmunoquimicos (Stone y col 1975, Lestin
y col 2002, Le Moigne y col 2002), para lo cual es necesario la obtencién de anticuerpos capaces
de reconocerla selectivamente. En el suero sanguineo como objeto diagnéstico una de las
interferencias principales es la presencia de hemoglobina (Hb), la cual a su vez es uno de los
contaminantes de las preparaciones de mioglobina. Trazas pequefas de Hb en la Mb utilizada
en la inmunizaciéon experimental podrian inducir una respuesta de anticuerpos, incluso mayor
que la mioglobina (Dresser 1986), dado que la Hb cuadruplica su masa molecular. Estos
anticuerpos podrian crear interferencias en las determinaciones inmunoquimicas de Mb en los

sueros hemolizados.



Debido a la carencia, en el sistema de salud cubano, de un diagnosticador de respuesta rapida
para la deteccién de isquemia miocardica, la EPB “Carlos J. Finlay” y la Facultad de Biologia se
dieron a la tarea de desarrollar un inmunoensayo de latex-aglutinacion en ldmina para
determinar niveles patolégicos de Mb sérica. La determinacién de los niveles de Mb en el suero
sanguineo resulta un ensayo valioso para descartar o confirmar el IAM, sobre todo, si puede ser
ejecutado en breve tiempo (Konings y col 1989) y asi lo recomiendan las guias de la International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) y la National Academy of Clinical Biochemistry de
EUA, en particular, en combinacién con otro marcador especifico del miocardio (Stork y col

2000, Fesmire y col 2004, Sallach y col 2004).

Se debian enfrentar tres problemas fundamentales al desarrollar el inmunoensayo para Mb
sérica: En primer lugar, el trabajo con el misculo humano que presenta inconvenientes de tipo
ético y el peligro de transmisién de virus entre otros despropésitos. En segundo lugar, la baja
inmunogenicidad de las mioglobinas, que atenta contra la obtencién de cantidades aceptables de
anticuerpos. Y, en tercer lugar, el requerimiento de alta selectividad de los anticuerpos anti-Mb
que no deben reaccionar con la hemoglobina humana. Ante esta realidad, con vistas a
disminuir el trabajo con el musculo humano y lograr niveles aceptables de anticuerpos
altamente selectivos para la Mb humana, teniendo en cuenta las similitudes antigénicas de las
Mbs de mamiferos y la disponibilidad de Mb equina comercial, se plante6 esta hipétesis de

trabajo:

Las relaciones antigénicas entre las mioglobinas humana y equina permiten la utilizacién de
la mioglobina equina para purificar los anticuerpos policlonales anti-mioglobina humana y
eliminar su reactividad con la hemoglobina humana, siendo capaces de funcionar estos
anticuerpos en un ensayo de latex-aglutinacion con vistas al diagndstico temprano del infarto

agudo del miocardio.
A partir de esta hipotesis el objetivo general del trabajo fue:

Demostrar la utilidad de las relaciones antigénicas entre las mioglobinas humana y equina en
la purificacion de anticuerpos policlonales anti-mioglobina humana con mioglobina equina,
para la preparacion de un reactivo de latex-aglutinacion con vistas al diagndstico temprano

del infarto agudo del miocardio.



Para cumplimentar este objetivo se requirieron dos etapas de trabajo. La primera etapa, de
investigacion basica en el laboratorio de investigacion y desarrollo, la cual fue precedida por un
estudio sobre las similitudes estructurales entre las mioglobinas humana, equina, de carnero y
conejo, y que incluy6 la obtencién y caracterizacion de la mioglobina humana y sus anticuerpos
especificos. La segunda etapa, de adecuacién de los resultados obtenidos en la primera etapa a
nivel de planta piloto para la produccion del reactivo de latex-aglutinacion, y la evaluacién del

reactivo en el diagnoéstico temprano del infarto agudo del miocardio.
PRIMERA ETAPA

Objetivo parcial 1: Estudiar las similitudes estructurales entre las mioglobinas humana, equina,

de carnero y conejo.

Tareas para dar cumplimiento a este objetivo parcial 1:

e Estudios informaticos de alineamiento, anfipaticidad, protuberancia y superposicion.

Objetivo parcial 2: Aislar, purificar y caracterizar la mioglobina humana.

Tareas para dar cumplimiento a este objetivo parcial 2:

e Desarrollo de un método de purificacion de Mb humana para obtener la proteina con un

grado alto de pureza.

e Caracterizacion de la Mb humana a través de métodos bioquimicos, espectrofotométricos e

inmunoquimicos.

Objetivo parcial 3: Obtener y purificar anticuerpos anti-Mb, y evaluar su desempefio en el

ensayo de latex-aglutinacion.

Tareas para dar cumplimiento a este objetivo parcial 3:

e Desarrollo de un método para la producciéon de anticuerpos policlonales anti-Mb humana

con rendimiento satisfactorio de anticuerpos.

e Desarrollo de un procedimiento de purificacion de los anticuerpos anti-Mb humana con el

empleo de la Mb equina, para eliminar la reactividad de los sueros con la Hb humana.



e Estudio de la capacidad de los anticuerpos anti-Mb humana purificados para unirse a

particulas de latex de poliestireno y reconocer la Mb humana en el suero sanguineo.
SEGUNDA ETAPA

Objetivo parcial 4: Adecuar a la practica productiva los resultados obtenidos en la primera

etapa, con vistas al desarrollo del reactivo de latex-aglutinacion para Mb humana.

Tareas para dar cumplimiento a este objetivo parcial 4:

e Desarrollo de un método de purificacién de Mb humana de un solo paso para obtener Mb de

pureza aceptable para la inmunizacion.

e Adecuacion de los métodos de produccion y purificacion de anticuerpos anti-Mb humana a

la practica productiva.
e Determinacion del grado de sensibilizacion 6ptimo de las particulas de latex.
e Conformacion del juego de reactivo latex-aglutinaciéon para Mb MIOLATEX.

Objetivo parcial 5: Evaluar la utilidad del reactivo en el diagnéstico del IAM.

Tareas para dar cumplimiento a este objetivo parcial 5:

e Evaluaciéon de la efectividad del reactivo de latex-aglutinaciéon para Mb en el diagnoéstico del

IAM.

e Evaluacién preliminar del reactivo de latex-aglutinaciéon para Mb humana en el seguimiento

de pacientes infartados con tratamiento trombolitico.

Este documento consta de sintesis, introduccion, 4 capitulos (revisién bibliografica, materiales y
métodos, resultados y discusion, discusiéon general), conclusiones y recomendaciones, el listado
de bibliografias consultadas y siete anexos. El primer capitulo describe la estructura y funcion de
la Mb, las relaciones estructurales y funcionales entre la mioglobina y la hemoglobina, los
métodos que se han propuesto para el aislamiento y purificacién de la Mb, los aspectos basicos
de su antigenicidad e inmunogenicidad y la utilidad de las herramientas bioinforméticas en este
campo, la importancia clinica de su determinacién y los métodos que se han empleado con este

fin, haciendo énfasis en los ensayos de latex-aglutinaciéon. El segundo capitulo describe los



materiales y métodos que se emplearon en el trabajo experimental. Los resultados obtenidos se
presentan y discuten en el tercer capitulo, organizados en 2 bloques correspondientes a la
primera y la segunda etapas del trabajo. En el capitulo 5 se discuten la utilidad de las
similitudes antigénicas entre las mioglobinas y el valor diagndstico de la Mb humana.
Finalmente, se presentan las conclusiones y recomendaciones. El documento contiene 19 tablas,

22 figuras y 369 referencias bibliograficas.

La importancia tedrica de este trabajo es de caracter metodolégico y estd dada por el desarrollo
de una metodologia para la preparaciéon de un inmunodiagnosticador de latex-aglutinacién, que
permitié resolver total o parcialmente dificultades en cuanto a: la inmunogenicidad de la Mb
humana, el empleo de musculo humano y la reactividad del antisuero frente a la hemoglobina,
un contaminante principal de las preparaciones de Mb. La importancia practica estd dada por
el desarrollo de un reactivo de latex-aglutinaciéon nacional para determinar niveles patolégicos
de Mb, capaz de excluir del diagnéstico de IAM a pacientes sospechosos a las 6 horas de la
admision. Las novedades de este trabajo son: (1) El método de purificacion de la Mb humana
consistente en filtracion molecular en columna Superose 12 e intercambio aniénico en columna
Mono Q. El método fue reproducible y permitié obtener una Mb de pureza elevada y detectar
dos variantes isoeléctricas de la Mb humana. (2) El método de purificacion de Mb humana en un
solo paso cromatogréfico en DEAE-Sepharosa Fast Flow, el cual rindi6 una Mb de pureza
aceptable para la inmunizacién de animales de experimentacién. (3) El método de purificacion
de los anticuerpos anti-Mb humana con Mb equina polimerizada con glutaraldehido. Este
procedimiento tiene ventajas sobre los métodos tradicionales, pues sustituye las matrices de
importacion que se emplean habitualmente con este fin, es més sencillo en su ejecucién y utiliza
la Mb equina, mas asequible, con la que se elimina la reactividad original de los antisueros con
la hemoglobina humana, y se facilita la reaccién de aglutinacién (tiempos més cortos). (4) El
disefio de un flujo productivo, de poca complejidad y factible de introducir en la industria, con
vistas a la obtencién de un reactivo de latex-aglutinacion para determinar niveles patolégicos de

Mb sérica.

Los resultados parciales han sido publicados en cuatro articulos cientificos en las Revistas
Cubanas de Farmacia y Biologia. Se public6 ademds un quinto articulo de revision para la
Revista Biologia. Los resultados han sido presentados en 10 eventos cientificos, seis de ellos

internacionales. De este trabajo se derivaron diez tesis de diploma y dos tesis de maestria.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Mioglobina. Generalidades

Hace unos doscientos afios que los investigadores propusieron que el color rojo del tejido
muscular en los vertebrados era debido a un pigmento distinto de la hemoglobina (revisado en
Wittenberg y Wittenberg 1989). Estas hemoglobinas “de los tejidos” estan distribuidas
ampliamente entre diversos organismos que incluyen plantas, moluscos y mamiferos (Garry y
col 2003). En vertebrados, la Mb estd restringida principalmente al miocardio y a las fibras
oxidativas del musculo esquelético. Durante la cardiogénesis ella aparece tempranamente y
aumenta su expresion durante el periodo postnatal y en la adultez (Garry y col 1996, 2003), lo
que coincide con el incremento de las demandas metabdlicas del corazén relacionadas con el
crecimiento y el desarrollo. La expresion de Mb ha sido evidenciada en peces en tejidos no
musculares, como el higado y el cerebro (Fraser y col 2006). Aunque la Mb fue la primera
hemoglobina de tejido identificada en los vertebrados, otras dos globinas -neuroglobina y
citoglobina- han sido identificadas en tejidos adultos de vertebrados (Burmester y col 2000 y
2002, Kawada y col 2001, Mammen y col 2002, Wystub y col 2004, Xi y col 2007). Fraser y col
(2006) informaron de una isoforma de la Mb, distinta de la neuroglobina, la cual es expresada

exclusivamente en el tejido neural de peces.

1.2 Organizacion estructural y gendmica de la mioglobina
La Mb es una proteina hémica de baja masa molecular (17 500 Da) constituida por una sola

cadena de aminoacidos (Figura 1). Es una molécula extremadamente compacta y sus
dimensiones totales son de unos 45 x 35 x 25 A (Stryer 1995). Las llamadas holo y

apomioglobina corresponden a la molécula con y sin el grupo hemo, respectivamente.

Figura 1. Estructura de la molécula denb, @ MD fue la primera proteina que se

Consiste de ocho o-hélices que encierran un
residuo hemo (rojo). Los estudios de unidm
de xenon con  difraccion de  rayos-x e
identificaron cuatm cavidades designadas Completo- Este anahSlS fue
¥el-¥ed, las cuales pueden servir para A

concentrar ligandos o como rutas de escape conducido por ]Ohn Kendrew Yy sus
para los ligandos. Los residuos de

histidina,  oonservados  durante  1a colaboradores, quienes emplearon las
ewvolucion, sirven para estabilizar el grupo

hemo (His®) o como una puesta (His*,  técnicas de difraccion de rayos-x
amarillo) que regula la entrada o salida de

los ligandos. Tomado de Garry weol 2003, (Kendrew y col 1958 y 1960)

someti6 a un analisis estructural

Subsecuentemente, un ntmero de



estudios estructurales confirmé los hallazgos iniciales de Kendrew y facilit6 el conocimiento de
la estructura fisica de la Mb (Shoenborn y col 1965, Tilton y col 1984, Frauenfelder y col 2001,
Brunori y col 2008). Colectivamente, estos estudios establecieron que el esqueleto de la Mb
consiste de 8 segmentos a-helicoidales (designados A-H), todos ellos dextrogiros, situados
alrededor de una cavidad que contiene un grupo prostético protohemo. El primer residuo en la
hélice A se designa Al, el segundo A2 y asi sucesivamente. Existen cinco segmentos no
helicoidales entre las regiones helicoidales (llamados CD, por ejemplo, si estan localizados entre
las hélices C y D). Hay otras dos regiones no helicoidales: los dos residuos en el extremo amino-
terminal (llamados NA1l y NA2) y los cinco residuos en el extremo carboxilo-terminal
(denominados HC1-HC5). En el interior hay muy poco espacio vacio y contiene casi
enteramente residuos no polares. Los tinicos residuos polares son dos histidinas que tienen una
funcién critica en el centro activo. El exterior contiene a la vez residuos polares y apolares. El
grupo hemo queda localizado en una oquedad de la molécula, soportado a su vez por los dos
residuos de histidina (Stryer 1995). La His®* (E7) esta situada sobre el residuo hémico y la His*
(F8), por debajo de éste (Figura 1). El grupo protohemo prostético es un compuesto estable de
hierro con protoporfirina IX. De los seis sitios de coordinacién del atomo de hierro, cuatro estan
involucrados en uniones a la porfirina (Kendrew 1963, Wittenberg y Wittenberg 1989). La unién
del quinto sitio de coordinaciéon del atomo de hierro a la parte histidinica de la Mb (referida
como la histidina proximal o His%) estabiliza al grupo hemo, y el dltimo sitio (sexto) de
coordinacion del hierro estd disponible para unir ligandos (ejemplos: dioxigeno, 6xido nitrico y
monoéxido de carbono) (Wittenberg y Wittenberg 1989, Frauenfelder y McMahon 2001). Con el
empleo de la difraccién de rayos-x y estudios de unién con xendn, se identificaron cuatro
cavidades dentro de la proteina (Xel, Xe2, Xe3 y Xe4) (Shoenborn y col 1965, Tilton y col 1984,
Frauenfelder y col 2001) (Figura 1). Los estudios de Chu y col (2000), Ostermann y col (2000),
Frauenfelder y col (2001) y Scott y col (2001) sugieren que estas cavidades podrian funcionar
como rutas de escape para ligandos o como cavidades capaces de concentrar ligandos y
promover su unioén al residuo hemo. Brunori y col (2004 y 2008) revisaron este fascinante tema
en su estudio sobre la dindamica estructural de la Mb y sugirieron el papel esencial de estas
cavidades en el control de la funcién de la proteina (Nienhaus y Nienhaus 2004, Agmon 2004,

Teeter 2004, Cohen y col 2006, Olson 2007, Ruscio y col 2008).



Las conformaciones de las tres formas fisiologicamente importantes de la Mb: Ia
desoximioglobina, la oximioglobina/ferromioglobina y la ferrimioglobina/ metamioglobina, son
muy semejantes, excepto en la sexta posiciéon de coordinacion (Tabla 1). En la ferrimioglobina,
este centro estd ocupado por agua; en la desoximioglobina, estd vacio; en la oximioglobina, lo
ocupa el O». El lugar de enlace con el oxigeno involucra una pequefia fracciéon de la molécula,
quedando ligado el oxigeno directamente al atomo de hierro del hemo (Stryer 1995, Chen y col

2008)

Tabla 1. Variantes principales de la mioglobina. Tomado de Stryer 1995.

Estado de Ocupante
Forma oxidacion del 5ta posicién de 6ta posicion de
hierro coordinacion coordinacion
Desoximioglobina +2 His F8 Vacia
Oximioglobina +2 His F8 02
Ferrimioglobina +3 His F8 H20O

La mioglobina y la hemoglobina evolucionaron de un gen ancestral comun hace
aproximadamente 700 millones de afios (Stryer 1995, Garry y col 2003). La organizacién
gendmica para el gen de la Mb ha sido definida en numerosas especies, que incluyen la foca gris,
el cachalote, el raton y el humano (Weller y col 1984, Blanchetot y col 1986, Wittenberg y
Wittenberg 1989). Hay una gran homologia entre las diferentes especies, y la estructura
gendmica es relativamente simple, ya que el gen de la Mb consiste de tres exones y dos intrones.
En el ratén, uno de ellos codifica los residuos 1-30 (NA1 a B11), un segundo exén codifica la
region central formada por los residuos 31 a 105 (B12 a G6) y un tercer exén codifica los residuos
106 a 153 (G7 a HC5).  El centro de unién para el hemo estd practicamente codificado por el
ex6n central (Blanchetot y col 1986), cuya secuencia se utiliza en la sintesis de la microglobulina

recombinante (Ji y col 2008).

1.3 Mioglobina y hemoglobina

La Mb y la Hb son dos proteinas hémicas relacionadas, vitales para el transporte de oxigeno en
los vertebrados. La Hb presente en la sangre une el O» en los pulmones y lo conduce a los
musculos donde es liberado para ser usado de inmediato en las vias metabdlicas oxidativas o

transferido a la Mb, que lo almacena para un uso posterior (Stryer 1995).




El establecimiento de la estructura tridimensional de la hemoglobina fue una hazafa cientifica
que tuvo su comienzo en 1936 y duré un cuarto de siglo con la obtencién por Perutz en 1959 de
una imagen de densidad electrénica a baja resoluciéon de la oxihemoglobina de caballo (Perutz
1978). Desde entonces, se han conseguido mapas de alta resolucién tanto para las

oxihemoglobinas como las desoxihemoglobinas de caballo y humana (Stryer 1995).

La molécula de Hb es casi esférica, con un didmetro de 55 A, y una masa molecular de 68 kDa.
Las cuatro cadenas que la forman estdn empaquetadas en disposicion tetraédrica. Los grupos
hemo estdn localizados en oquedades cercanas al exterior de la molécula, uno en cada
subunidad. La hemoglobina A, la Hb principal en los adultos, consta de dos tipos de cadenas, a
y B, cada una representada dos veces en la molécula. Las ocho hélices de las cadenas a. y B de la
Hb se pueden superponer virtualmente con las de la Mb, a pesar de que existen muchas
diferencias entre las secuencias de aminoacidos de ambas hemoproteinas (Mathews y van Holde
1990). En realidad, las secuencias de las tres cadenas sé6lo coinciden en 24 de las 141 posiciones,
lo que demuestra que secuencias muy diferentes de aminoacidos pueden determinar estructuras
tridimensionales similares. Esta estructura, denominada el “pliegue de la globina”, parece ser
comun a todas las mioglobinas y hemoglobinas de los vertebrados. Un estudio de Perutz y
Lehmann (1968) sobre la estructura primaria de Mbs y Hbs evidencié que 7 residuos de
aminodcidos (7 de ~ 153) eran invariantes y aparecian en posiciones idénticas en todas las Mbs
que funcionan normalmente. Las mutaciones en esas posiciones criticas destruyeron la funcién
de la proteina. La mayoria de estos siete residuos criticos estan localizados alrededor del grupo
hemo. Por otra parte, los residuos situados sobre la superficie de la molécula son altamente
variables, incluso las prolinas, y s6lo unos pocos estan cargados positiva o negativamente
(Stryer 1995). Estas diferencias hacen que la hemoglobina y la mioglobina de una misma especie
puedan distinguirse en base a ligeras diferencias en el espectro de absorciéon, después que han

sido derivatizadas, o por técnicas inmunolégicas (Kranen y col 1999).

1.4 Funciones de la mioglobina
Las llamadas funciones clasicas de la Mb han estado relacionadas con el suplemento de O,. Esta

globina acttia como una proteina almacenadora de Oz en el musculo, liberando el oxigeno
durante periodos de hipoxia o anoxia (Wittenberg 1959). Esto ha sido sustentado por la
observacion que los mamiferos adaptados, tanto para bucear (ejemplo, la foca elefante del Norte

o el cachalote) como los que viven a elevadas alturas, tienen 10 veces mas concentracion de Mb



en el musculo esquelético (<0.5 mmol/L en mamiferos a nivel del mar contra 4-5 mmol/L en

mamiferos marinos tales como la foca) (Tabla 2; Hochachka 1999).

Tabla 2. Concentraciones de la Mb en especies animales diferentes.
Tomado de Garry y col 2003.

Organismo mg/g Tejido Referencia
de peso

Foca elefante del Norte 64 Misculo dorsal Noren y col 2001
Cachalote 57 Misculo esquelético | Dolar y col 1999
Delfin de nariz de botella 26 Misculo dorsal Noren y Williams 2000
Conejo blanco de Nueva Zelanda 8 Misculo esquelético | Noren y Williams 2000
Raton 1.9 Misculo esquelético | Perkoff y Tyler 1958
Humano 24 Corazon Swaanenburg y col 2001
Chimpancé 2.1 Misculo psoas Perkoff y Tyler 1958

Aunque en mamiferos marinos las funciones de la mioglobina parecen bien sustentadas, en los
animales terrestres que viven en un ambiente de oxigeno contintian siendo un tema de estudio y
debate. Desde 1970, Wittenberg refirié que la Mb también facilita la difusién del oxigeno desde
el sarcolema a la mitocondria en mamiferos terrestres. Numerosos han sido desde entonces los
trabajos realizados para investigarlo (Wittenberg 1959, Jones y Kennedy 1982, Wittenberg vy
Wittenberg 1985 y 1989, Taylor y col 1986, Gajesky y Honig 1991, Takahasi y col 1998, Chen y
col 1997). A favor de esta idea estd la demostracion de la desaturacion de O, de la Mb mediante
analisis espectroscépico de miocitos cardiacos o corazones aislados (Wittenberg y Wittenberg
1985, Gayeski y Honig 1991, Takahasi y col 1998). Las técnicas genéticas han constituido una
alternativa importante (Garry y col 1998, Godecke y col 1999, Grange y col 2001, Meeson y col
2001, Flogel y col 2005, Merx y col 2005) y han evidenciado que en ausencia de Mb se activan
multiples mecanismos compensatorios que elevan el gradiente de pO; y reducen la distancia que
debe difundir el O2 entre los capilares y la mitocondria. Se ha demostrado que la Mb funciona
facilitando la difusién del oxigeno en el cardiomiocito y tipicamente permanece saturada al 40-
70 % con O2 (Mb + O2 < MbO,). Estudios muy recientes apoyan este criterio (Wittenberg y
Wittenberg 2007, Lin y col 2007, Wittenberg 2007).

La actividad peroxidasa de esta proteina fue informada por primera vez por George e Irving, en
1955. Aunque esta actividad es menor que la de otras peroxidasas enddgenas, algunos estudios
(Cadenas 1989, Khan y col 1998) sugirieron la potencialidad de la Mb para oxidar

cataliticamente sustratos en presencia del peréxido de hidrégeno, contribuyendo asi a la




eliminacién de especies reactivas del oxigeno (ERO). Los estudios del laboratorio de Schrader
(Flogel y col 2001a, 2001b) sustentan un papel para la Mb como depurador de ERO con vistas a
limitar sus efectos toxicos en el cardiomiocito. Los estudios cinéticos de la Mb con mutaciones
en la His®, la Tyr'®y la Cis''0 han identificado a esos sitios como esenciales para su actividad
peroxidasa (Khan y col 1998, Witting y col 2000 y 2002). De hecho, la Mb (y la hemoglobina)
“protege” a las células en cultivo expuestas a niveles citotéxicos de H>O> (Yang y Bono 1993,
D’Agnillo y Alayash 2000). La actividad peroxidasa de esta proteina ha tenido aplicaciéon en

biosensores (Kumar y Chen 2007) para determinar H>O; en soluciones antisépticas comerciales.

Con el empleo de las nuevas técnicas genéticas y de biologia molecular se han revelado nuevas
funciones de la Mb, en particular, la depuracién de 6xido nitrico (NO). El NO, también
conocido como factor relajante derivado del endotelio (EDRF) (Ignarro y col 1987, Moncada y
col 1991), compite con el O, para unirse reversiblemente a la citocromo ¢ oxidasa e inhibir la
respiracién mitocondrial (Poderoso y col 1998, Shiva y col 2001, Blomberg y col 2004). Los
trabajos de Brunori (2001) y Flogel y col (2001b) han establecido que el NO es un regulador
importante de la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial. A pesar de los numerosos estudios que
describen la actividad biol6gica de NO/EDRF, no hay consenso con relacién a su vida media
biol6gica (Lancaster 1994, Kelm y Schrader 1990) o su posible estabilizacién in vivo por reacciéon
con molécula(s) transportadora(s) (Wink y col 1994, Gross y Lane 1999). La molécula de Mb, por
contener un grupo hemo, es susceptible de ser nitrosada, dando lugar a complejos hemo-nitrosil.
Los estudios con ratones Mb-/- expuestos a hipoxia crénica evidenciaron que la Mb funciona
como reguladora de la biodisponibilidad del NO en el corazén (Flogel y col 2001b, Mammem y
col 2001), actuando como una NO oxidasa (Flogel y col 2004), Kreutzer y Jue 2006).

Flogel y col (2001a) también exploraron el papel de la Mb en la homeostasis del NO cardiaco con
el empleo de ratones salvajes y knockout para Mb. Los autores encontraron que la infusién de
soluciones de NO incrementd, en dependencia de la dosis, la formaciéon de metaMb en
corazones salvajes, la cual fue rapidamente revertida con el cese de la infusiéon de NO. Los
corazones carentes de Mb reaccionaron con mads sensibilidad al NO infundido dado que la
vasodilatacién y las acciones cardiodepresivas fueron mas pronunciadas. La menor sensibilidad
de los corazones salvajes a cambios en la concentracion de NO se ajusta bien a la hipotesis que
en presencia de Mb una degradaciéon continua del NO tiene lugar por reaccion de oxiMb + NO

para dar metaMb + nitrato, lo que reduce efectivamente la concentracién de NO citosoélico. La



regeneracion de metaMb por la metaMb reductasa y la subsecuente asociacién con oxigeno
conduce a la reformacién de MbO» disponible para otro ciclo de degradacion de NO. En el caso
particular de la Mb humana es posible ademés la formacién de un S-nitrosotiol, ya que ella
posee un residuo de cisteina, Cys!10 (Hubbard y col 1990). Si la Mb humana salvaje S-nitrosada
fuera capaz de liberar NO biolégicamente activo, la Mb participaria en la homeostasis del NO
por tres mecanismos distintos: oxidacion del NO y formacién de nitrosil-Mb, para su
eliminacién, y formacién de S-nitroso-Mb, para el almacenamiento del NO biolégicamente
activo (Andriambeloson y Witting 2002). A esto se sumaria su actividad nitrito reductasa que

genera NO, recientemente sugerida por Hendgen-Cotta y col (2008).

1.5 Aislamiento y purificacion de la mioglobina
En 1932, Hugo Theorell cristalizé la Mb por primera vez a partir de corazén equino y Drabkin,

13 afios maés tarde, precipité la humana. Estos dos investigadores, a partir de extractos acuosos
de mdsculo, precipitaron el contaminante mayoritario, la Hb, con fosfato, acetato o sulfato de
amonio. En 1947, Theorell y De Duve prepararon Mb humana de mtsculo cardiaco y de orina.
Ellos se basaron en el hecho de que en todas las especies estudiadas la Hb precipita siempre a
una concentracién salina menor que la Mb. Entre 1950 y 1960 se mantuvieron en esencia los
métodos descritos anteriormente, los cuales eran engorrosos y poco confiables en cuanto a la
pureza de las preparaciones obtenidas. En 1960, William Luginbuhl aislé la Mb humana de
musculo esquelético. Su método, que alcanzé gran popularidad, tiene por fundamento la
precipitacion de la Hb en extractos acuosos de musculo a pH 8 por saturacion ascendente con
sulfato de amonio, para en un paso final ajustar el pH a 7 y cristalizar la Mb. Ese afio marca,
ademas, el inicio del empleo de los métodos cromatograficos en la purificacién de Mb con los
trabajos de Akeson y col y Akeson y Theorell, quienes emplearon columnas de CM-celulosa
para la preparacion de Mb de musculos de rata y equino. En 1961, Brown utilizé DEAE-celulosa
para obtener Mb de musculo esquelético de mamiferos buceadores y de corazén bovino. Un afio
después, Perkoff y col combinaron los métodos de extracciéon de Luginbuhl y de purificacién de
Brown. Sus resultados arrojaron que la Mb cristalizada a partir de musculo esquelético
presentaba un patrén de eluciéon de 5 fracciones cromatogréficas, haciendo en su trabajo
referencia a los estudios de Antonini y Fanelli, quienes en 1956 informaron por primera vez la

heterogeneidad de la Mb.



En 1963, se informaron los resultados del trabajo de Awad, quien utiliz6 la filtracién en gel para
separar Hb y Mb. Emple6 una preparaciéon comercial de metaMb de ballena y como soportes
para la cromatografia, los Sephadex G-75 y G-50. Un afio después, Berman y Kench informaron
la separacion incompleta de Mb y Hb sobre Sephadex G-75. En 1968, se destacaron los
experimentos de Hapner y col para estudiar y caracterizar la Mb de tres mamiferos buceadores.
El mérito de este grupo fue desarrollar un método mediante el cual, en un solo paso, se elimina
gran cantidad de Hb al disminuir los sucesivos fraccionamientos de los métodos precedentes y
utilizar para la extraccién una soluciéon de sulfato de amonio al 70 % y tampén fosfato pH 6.5

EDTA 1 mmol/L.

En la década de los afios setenta hasta nuestros dias se han empleado con frecuencia los métodos
descritos, fundamentalmente, los de Luginbuhl y Hapner, con algunas modificaciones, segtin los
recursos y propositos de los investigadores. Asi, Dombroski y Povorenni (1981) modificaron el
método de Luginbuhl y obtuvieron Mb humana sustituyendo el largo proceso de cristalizaciéon
por filtracion molecular en Sephadex G-75 y después un intercambio iénico sobre DEAE-

celulosa.

Varios métodos se han descrito para la purificaciéon de la Mb desde que Theorell en 1932 la
aislara por primera vez y, en particular, para su separaciéon de la Hb. En la actualidad, estos
métodos se basan, fundamentalmente, en la precipitaciéon diferencial de la hemoglobina con
sulfato de amonio y/o en la separacion mediante cromatografias de exclusién molecular, de
intercambio i6nico o de inmunoafinidad (Stewart y col 2004). Aunque el proceso de purificacién
de una proteina suele ser dificil, en el caso de la Mb este se ve facilitado por sus concentraciones
elevadas en el musculo, de donde es extraida. La Mb es utilizada ademas como proteina modelo
para evaluar nuevas técnicas de separaciéon de proteinas, como el sistema micelar-gel acuoso
(AMGS) (van Roosmalen y col 2004), la ultrafiltracion (Ebersold y Zydney 2004, Feins y Sirkar
2004) y la cromatografia de exclusion con surfactante (SASEC) (Horneman y col 2004), entre

otras.

1.6 Antigenicidad e inmunogenicidad de la Mb
Los primeros anticuerpos contra la Mb fueron producidos por Hektoen y col, en 1927 con

empleo de la hemoproteina canina. En 1939, Maeda obtuvo anticuerpos contra la Mb humana y
después Ono, en 1953, quien los utilizé6 para determinar Mb en orina. A partir de entonces se

han publicado un gran niimero de trabajos que describen la producciéon de inmunoglobulinas



contra Mb de diferentes especies animales (Luginbuhl 1962, Yakulis y Heller 1962, Perkoff y col
1962, Rozman y col 1964, Strausser y col 1966, Kagen y Christian, 1966).

La molécula de Mb fue la Figura 2. Estructura antigénica de la

mioglobina de cachalote. Los
segmentos negros son los
determinantes de Atassi. (i) La
secuencia 16-21, situada en la curva
entre los segmentos A y B. (ii) La
secuencia 56-62 sobre la curva entre las
hélices D y E. (iii) La secuencia 94-99
sobre la curva entre las hélices F y G.
(iv) La secuencia 113-119 al final de la
hélice G y parte de la curva GH. (v) La
secuencia 145-151 al final de la hélice
H y parte del pentapéptido C-
terminal. Tomada de Atassi (1975).

primera proteina a la que se
le determin6é la estructura
antigénica. Ese primer
estudio, realizado por Atassi -
y su grupo (1975) durante

mas de 10 afios, utilizé6 como

modelo la Mb de cachalote.
Para la evaluaciéon de la
reactividad antigénica utilizaron la técnica de inhibicién de la precipitaciéon con empleo de
fragmentos peptidicos provenientes de la Mb nativa, derivados quimicos de esos fragmentos y
péptidos sintéticos. Los estudios de Atassiy sus colaboradores los condujeron a proponer que la
estructura antigénica de la Mb de cachalote contenia cinco sitios antigénicos independientes
bien definidos, cada uno constituido de porciones continuas de su estructura (Figura 2). El
resultado mads relevante de los trabajos de Atassi y sus colegas fue el establecimiento de una
metodologia para el estudio de la estructura antigénica de las proteinas, lo que permitié
adentrarse en el conocimiento de las bases de la antigenicidad y la inmunogenicidad de estas
moléculas, aunque con limitaciones. El hecho de pertenecer la Mb de cachalote a una familia de
proteinas la convirtié en modelo para el estudio de reactividades cruzadas entre proteinas, en el

que se evidenciaron no pocas contradicciones.

Dos afios después de la publicacion de Atassi, Hurrell y col (1977) compararon a través de un
RIA de competiciéon las Mbs de cachalote, caballo, cerdo y bovina. El RIA confirmé los
resultados obtenidos por Atassi siete afios antes, y es que -a pesar de las similitudes de la
estructura primaria y tridimensional de las Mbs- los anticuerpos anti-Mb de cachalote no
reaccionaban con la Mb bovina. La no reactividad antigénica observada entre estas dos Mbs,
con una técnica tan sensible como el RIA, fue inesperada para Hurrell y sus colegas. Estos y
otros resultados no pudieron ser explicados por Hurrell y sus colegas en términos puros de las
secuencias antigénicas, como lo confirmaron East y col (1980), quienes estudiaron, también

mediante RIA, las reactividades de las Mbs de otras especies de mamiferos. Ellos enfocaron su



atencion sobre el determinante 1 (16-21) situado en el fragmento 1-55, uno de los tres que se
obtiene por degradacion de la Mb con bromuro de cianégeno (1-55, 56-131, 132-153). Ya que las
secuencias 16-21 de las Mbs de carnero, bovina y de cerdo son idénticas (G-H-V-E-H-D-V-A), la
habilidad de los anticuerpos anti-Mb bovina, tanto producidos en carnero como en conejo, para
distinguir inmunoquimicamente entre las tres Mbs, implicaba un papel de aminoacidos externos
a esa secuencia en la antigenicidad. Asi, los anticuerpos mostrarian afinidades distintas para las
Mbs heterdlogas, ain cuando éstas tuvieran la misma secuencia lineal del determinante, debido

a diferencias en la topografia entre las globinas.

En 1980, el grupo de Berzofsky realiz6 el primer estudio con anticuerpos monoclonales de ratén
para tratar de definir esos sitios en la Mb de cachalote, ensayando la reactividad de estos
anticuerpos con fragmentos del inmunégeno y Mbs de otras especies. Ninguno de los doce
anticuerpos monoclonales reaccionaron con los fragmentos 1-55, 56-131 y 132-153 de la Mb de
cachalote. Estos resultados, combinados con otros preliminares usando otras Mbs, sugirieron
que varios de los anticuerpos monoclonales reaccionaban con determinantes diferentes a los
informados por Atassi (1975). En 1982, el grupo de Berzofski publica un segundo estudio con
seis de sus anticuerpos monoclonales frente a catorce Mbs de mamiferos confirmaron que los
residuos criticos no estaban contenidos en ninguno de los sitios informados por Atassi. En ese
mismo afio, East y col, ahora con el empleo de anticuerpos monoclonales contra la Mb humana,
reconocieron en ella dos dominios antigénicos que incluyen residuos aminoacidicos que hasta

ese momento no se consideraban involucrados en la estructura antigénica de las Mbs.

En 1986, Rodda y sus colegas, como lo hizo primero Atassi (1975), intentaron dilucidar la
estructura antigénica completa de la Mb de cachalote, para buscar determinantes secuenciales,
aunque emplearon un procedimiento bastante diferente. Ellos sintetizaron todos los hepta, octa,
nona y decapéptidos posibles de la proteina e hicieron sustituciones de cada uno de sus
aminoacidos sobre un soporte de poliestireno utilizado ademés como fase sélida en un ELISA
para evaluar la actividad de anticuerpos policlonales obtenidos en ratén, rata y conejo. Los
resultados de Rodda y sus colegas con anticuerpos de conejo arrojaron, en cuatro de los cinco
animales, la existencia de un tnico hexapéptido principal de secuencia L-K-T-E-A-E (residuos
49-54), que no se corresponde con ninguno de los sitios de Atassi. Los anticuerpos de rata
reconocieron una regiéon dentro de la secuencia 118-134, la que sobrelapa con el sitio 5 de Atassi

en dos residuos, el 118 y el 119. Ese heptapéptido reconocido por todos los sueros de rata



sobrelapa con seis residuos del heptapéptido reconocido como no antigénico por Twining y
Atassi (1979). A partir de estas consideraciones, Rodda y col plantearon que los determinantes
definidos por Atassi podian ser incorrectos y se manifestaron a favor del papel mas relevante de
los determinantes antigénicos topogréficos en la respuesta a la Mb de cachalote. En
consecuencia con sus resultados (y los de otros autores), los anticuerpos que se producen contra
un antigeno proteico estarian dirigidos hacia estructuras presentes en la molécula nativa, tal
como fue planteado por Benjamin y col (1984). Un buen ejemplo lo constituye el resultado de
Crumpton (1974) con anticuerpos levantados contra la Mb nativa y contra la apomioglobina.
Los anticuerpos contra la globina nativa produjeron un precipitado coloreado con la holoMb, y
no se unieron bien a la apoMb, la cual -sin el hemo- tiene una conformacion ligeramente
afectada. No obstante todo lo anteriormente expuesto, se ha mantenido hasta nuestros dias el
criterio de que la Mb constituye un modelo de antigeno proteico para estudiar determinantes
antigénicos continuos y, en particular, el determinante antigénico constituido por los residuos
15-22 en la porcién amino terminal de la molécula, por haber sido confirmado por varios grupos

de investigadores (Crumpton y Wilkinson 1965, Koketsu y Atassi 1974, Smith y col 1977).

La Mb también constituye un buen modelo para estudiar epitopos discontinuos dependientes de
la conformacién. En los trabajos del grupo de Berzofsky (1980, 1982) con anticuerpos
monoclonales contra la Mb de cachalote, ellos definieron dos determinantes topograficos. Un
anticuerpo reconocié un epitopo que incluye la glutamina en la posicién 4 y la lisina en la 79, los
cuales estan sobre el segmento A y la curva E-F, respectivamente, de la molécula, a una distancia
de 2 A que permite la formacién de un puente salino en la molécula nativa. El otro anticuerpo
monoclonal reconocié un determinante que involucra la glutamina 83 en la vuelta E-F, y la
alanina 144 y la lisina 145 sobre el segmento H. De nuevo, estos residuos separados en la
secuencia primaria han sido llevados a una distancia de 12 A por el plegamiento de la molécula
en su conformaciéon nativa (Figura 1). East y col (1982) al trabajar con dos anticuerpos
monoclonales contra la Mb humana sugirieron la existencia de dos sitios antigénicos diferentes.
Uno de ellos incluye los residuos 34 y 113, y el otro, los residuos 74, 87 y 142. Con excepcién del
residuo 11, ninguno de estos residuos fue implicado por Atassi como parte de un determinante
secuencial. ;Con qué frecuencia aparecen en un antisuero convencional los dos tipos de
determinantes antigénicos? Esta cuestion fue estudiada por Lando y col (1982) quienes
cromatografiaron antisueros de cabra, carnero y conejo anti-Mb de cachalote en columnas de

Sepharose acopladas con los fragmentos de la Mb obtenidos con bromuro de cianégeno. Cada



antisuero fue pasado secuencial y repetidamente hasta que no se pudieron eliminar mas
anticuerpos. No obstante, el 30-40 % de las inmunoglobulinas originalmente presentes en cada
uno de los sueros permanecieron después de este tratamiento. Esos anticuerpos atin se unian a
la molécula de Mb nativa con afinidad alta y no se unieron a ninguno de los fragmentos en RIAs
de competicién. Asi, en los tres sueros estudiados, el 60-70 % de los anticuerpos pudieron unir

péptidos y el 30-40 % restante s6lo pudieron hacerlo con la proteina intacta.

Hasta aqui se ha tratado de los sitios de la Mb reconocidos por los anticuerpos. Existen también
aquéllos reconocidos por los linfocitos T que pueden estimular su proliferaciéon en cultivo
(Atassi y col 1981, Kohno y Berzofsky 1982). En contraste con que cualquier superficie expuesta
puede ser reconocida por los anticuerpos, los epitopos para células T son unos pocos sitios
inmunodominantes (Berzofsky y Berkower 2003) y corresponden a fragmentos peptidicos
derivados de la proteina completa.  Berkower y col (1986) identificaron dos sitios
inmunodominantes para células T en la Mb de cachalote, que comprenden los residuos 102-118
y 132-145 (De Lisi y Berzofsky 1985). Parece improbable que las células T puedan reconocer los
mismos sitios que los anticuerpos, ya que la mayoria de estos son destruidos durante el

procesamiento que tiene lugar en la célula presentadora de antigeno.

La respuesta de células T contra la Mb de cachalote fue analizada en ratones altamente
respondedores H-2s y H-2d (Berkower y col 1982). Cuando los primeros fueron inmunizados
con la Mb, las células T respondieron en cultivo a esa proteina y a la mitad aproximadamente de
otras doce Mbs de mamiferos. Sin embargo, ellas no respondieron a las Mbs de ballena y
equina. Inversamente, cuando los ratones fueron inmunizados con Mb equina, sus linfocitos T
inmunes respondieron en cultivo a la Mb de caballo, y el patrén de reactividad cruzada de las
Mbs fue el reciproco del observado para las células T de animales inmunizados con Mb de
cachalote. La respuesta a las Mbs estimulatorias heterélogas fue tan fuerte como la de la
proteina usada para inmunizar los ratones. Esto sugiri6 que unos pocos residuos de
aminodcidos compartidos formaban un epitopo inmunodominante que era esencial para la
activacion de las células T, y que la mayoria de las sustituciones no habian afectado ese epitopo.
Comparando los residuos de aminoacidos que estaban conservados en las Mbs estimulatorias
con los sustitutos correspondientes en las Mbs no estimulatorias, se revelé que cambios en un
simple residuo podian explicar el patrén observado. Todas las Mbs que estimularon

cruzadamente las células T especificas a la proteina de cachalote tenian glutamina en la posicién



109, mientras que todas aquéllas que estimularon a las células T inmunes para la Mb equina
tenian una asparagina en esa misma posicion. Ningtin miembro de un grupo pudo estimular
linfocitos T de donantes inmunizados con una Mb del otro grupo. Esto sugirié que un epitopo
inmunodominante reconocido por células T estaba centrado sobre la posicion 109,
independientemente de cudles aminoacidos fueron sustituidos. Las células T inducidas por una
Mb de un grupo podian rapidamente distinguir entre glutamina o asparagina en esa posicion.
La respuesta policlonal de células T fue localizada contra un solo sitio predominante. Estos
resultados fueron consistentes con la idea de que cada antigeno proteico tiene un ndmero
limitado de sitios inmunodominantes (posiblemente uno) para células T, que se asocian con
moléculas MHC del animal respondedor. Si ninguno de los fragmentos de la proteina puede
asociarse con moléculas MHC del hospedero, la proteina es incapaz de estimular células T
auxiliadoras y resultara poco o no inmunogénica. Los sitios antigénicamente dominantes para
linfocitos T parecen ser cualitativamente diferentes de otros sitios. Por ejemplo, en el caso de la
Mb de cachalote, cuando el nimero de clones que respondieron a epitopos diferentes después
de la inmunizacién con la proteina nativa fue cuantificado por dilucién limitante, se observé que
el grueso de la respuesta estaba dirigido sobre un sitio dentro de los residuos 102-118 (Kojima y
col 1988). La frecuencia mayor de células T especificas para el sitio inmunodominante puede en
parte atribuirse al gran nimero de formas en que este sitio puede ser reconocido por clones

diferentes de linfocitos (Berzofsky 1988).

Técnicas bioinformaticas para estudios de antigenicidad
Las técnicas bioinformédticas constituyen en la actualidad una herramienta de gran utilidad en

los estudios de antigenicidad de las proteinas y, por ende, de su inmunogenicidad. En este
acapite se tratara sobre dos de estos instrumentos: el alineamiento de secuencias y la predicciéon
de epitopos. El alineamiento de secuencias y los célculos de identidad de las proteinas, en un
tiempo realizados manualmente (Atassi 1975), cuentan con programas computarizados de facil
acceso que se alimentan de las bases de datos disponibles (Pearson 1988 y 1990, Hall 1999). La
prediccién tedrica de los epitopos de un antigeno a partir de su informacién estructural ha
constituido una tarea mucho mas compleja para los bioinforméticos y la inmunologia. En
general, los célculos de prediccién se basan en escalas de propensién para cada uno de los 20
residuos de aminoécidos sobre la base de su tendencia relativa a poseer la propiedad descrita

por la escala (Lomonte 1999).



En el caso de los epitopos reconocidos por los linfocitos B, y los anticuerpos, tienden a ser
regiones altamente expuestas de los antigenos, de naturaleza hidrofilica, relativamente méviles,
y frecuentemente conformacionales. Segin Sweredoski y Baldi (2008), mas del 90 % de los
epitopos de células B son discontinuos, sin embargo, la mayoria de los algoritmos predictivos
identifican epitopos lineales. El primer algoritmo predictivo para epitopos B, de la autoria de
Hopp v Woods (1981), se bas6 en la hidrofilicidad y partia del conocimiento de la estructura
primaria de la proteina. El método se desarroll6 a partir de 12 proteinas a las cuales se les habia
realizado un andlisis inmunoquimico riguroso, una de ellas, la mioglobina de cachalote, y
subsecuentemente se us6 para predecir sitios antigénicos de otras 10 proteinas. Un segundo
procedimiento para predecir antigenicidad consider6 la accesibilidad superficial como el factor
determinante. Se obtienen las regiones mds expuestas de la proteina, siendo mas acertados los
algoritmos cuando se conoce su estructura tridimensional. En el trabajo de Thornton y col
(1986) ellos demostraron para la lisozima, la mioglobina y la miohemeretrina que los sitios
antigénicos identificados experimentalmente corresponden a esas partes de la estructura que
sobresalen, lo que fue definido generando un elipsoide que contiene la proteina y calculando los
segmentos que sobresalen. Esa correlacién fue superior a la obtenida usando hidrofilicidad.
También se han desarrollado métodos para pronosticar la accesibilidad superficial directamente
de algoritmos que predicen la estructura secundaria a partir de la secuencia de aminoacidos. Es
conocido el algoritmo de Chou y Fasman (1978) el cual predice lazos beta en la estructura
secundaria, asumiendo que los lazos y las vueltas tienden a encontrarse méas frecuentemente en
la superficie de las proteinas. Estas regiones tienden también a ser mds moviles. La posibilidad
de predecir movilidad del residuo empleando sélo la secuencia fue propuesta por Karplus y
Schultz (1985), quienes tomaron los llamados valores B para 31 proteinas seleccionadas y
determinaron valores normalizados para cada uno de los 20 residuos de aminodacidos. Ellos
encontraron que su prediccion de flexibilidad dio informacion significativa, diferente a la
obtenida cuando se emplean los algoritmos para estructura secundaria o hidrofilicidad. Parker
y col (1986) adoptaron varios parametros y lograron mejorar el prondstico. Ellos combinaron
tres condiciones: hidrofilicidad basada en los tiempos de retenciéon en HPLC, accesibilidad y
flexibilidad. En 1990, Kolaskar y Tongaonkar desarrollaron un método semi-empirico para
predecir sitios antigénicos sobre proteinas, estableciendo una escala de antigenicidad, basado en
varias propiedades fisicoquimicas de residuos de aminoécidos y sus frecuencias de apariciéon en

epitopos continuos identificados experimentalmente. La aplicacion de este método a un gran



nimero de proteinas ha demostrado que puede predecir determinantes antigénicos con
aproximadamente 75 % de seguridad, superior a la de la mayoria de los métodos conocidos.
Mas recientemente, Larsen y col (2006) propusieron el algoritmo BEPIPRED para identificar
epitopos lineales de células B, el cual combina un modelo de Markov y la escala de propension
de Parker y col (1986). El programa PEPITO, que proponen Sweredoski y Baldi (2008), es un
estado del arte de los predictores de epitopos B, el cual combina los “scores” de propension
descritos por Andersen y col (2006) y los valores de exposicién al solvente determinados por
Hamelryck (2005). La mayoria de los algoritmos predictivos, al menos, los que ofrecen més
seguridad, identifican epitopos lineales. Atn cuando esté disponible la estructura terciaria del
antigeno, la prediccion exacta de epitopos conformacionales de células B contintia siendo un
reto, y es por ello que la comunidad cientifica ha trazado sus estrategias en este sentido

(Greenbaum y col 2007).

Con relaciéon a los epitopos reconocidos por las células T, la primera caracteristica estructural
que se asocié y que permanece en uso hoy dia es la anfipaticidad helicoidal (Margalit y col 1987,
Berzofsky y Berkower 2003). La anfipaticidad es la propiedad de tener regiones hidrofébicas e
hidrofilicas separadas en el espacio y la caracteristica helicoidal se refiere a la estructura
secundaria que adopta el péptido. Con relacién a esta tltima condicion, los estudios de
cristalografia de rayos-x de las moléculas MHC clases I y II mostraron que los péptidos estan
contenidos en el surco en forma extendida (Stern y col 1994, Ghosh y col 1995). Esto condujo a
que se abandonara la helicidad como caracteristica asociada a epitopos de células T. Sin
embargo, los epitopos dominantes de células T de la mioglobina de cachalote (residuos 102-118
y 132-145) y de la citocromo ¢ corresponden a hélices antipéticas (Berkower y col 1986, Cease y
col 1986, Carbone y col 1987). Para conocer si esta propiedad era determinante o no, DeLisi y
Berzofsky (1985) desarrollaron un algoritmo computarizado (Sette y col 1986), optimizado por
Margalit y col (1987), el cual permiti6 identificar correctamente 18 de los 23 epitopos T
inmunodominantes conocidos, correspondientes a 12 proteinas (p < 0.001). Cuando la base de
datos se extendié al doble y después se cuadruplicé, la correlaciéon permanecié altamente
significativa y la fraccion de sitios predichos, estable (34 de 48 sitios = 71 %, p < 0.003; 61 de 92 =
66 %, p < 0.001) (Cornette y col 1989). Una correlacion similar se encontré (65 %) para péptidos
presentados por moléculas MHC clase I (Cornette y col 1993). Otros procedimientos para
predecir epitopos T se basan en las secuencias que unen moléculas MHC especificas (DeGroot y

col 1997, 1998). El método mas simple es aplicar algoritmos para identificar motivos que unen



un MHC particular, empleando los datos informados en la literatura (Rammensee y col 1995).
Para ello, Meister y col (1995) desarrollaron el algoritmo EPIMER cuyos resultados
sorprendieron a los cientificos al mostrar que los motivos no estaban uniformemente
distribuidos sino agrupados. Otros procedimientos més sofisticados emplean las llamadas
matrices cuantitativas (QM), las redes neurales artificiales (ANN) y las maquinas sostenidas con
vectores (SVM) que definen la contribuciéon negativa o positiva de cada residuo de aminoéacido
en una determinada posicién (Bhasin y Raghava 2004a, Tsurui y Takahashi 2007). Aunque la
mayoria de las predicciones computacionales se basan en la uniéon MHC-péptido, actualmente
se estan enfocando sobre otros componentes celulares, tales como el proteasoma (Bhasin y
Raghava 2005) y la bomba de péptidos TAP (Bhasin y Raghava 2004b). La prediccion de
péptidos presentables por moléculas MHC clase II constituye una tarea mas dificil con relaciéon a
los que se unen a moléculas clase I, no tanto por su longitud mucho mas variable, como por el
mayor grado de degeneraciéon de los motivos para el anclaje y que algunas veces no son todos
utilizados (Rammensee y col 1999). No obstante, varios trabajos han estado encaminados con
algan éxito a identificar epitopos para células T auxiliadoras, por ejemplo, para HLA-DRB1*0401
con empleo de las neuronas artificiales (Zarour y col 2000). Muy recientemente, Pupo (2008)
desarroll6 un algoritmo para la prediccién de epitopos T presentados por moléculas MHC II,
con un enfoque estructural y la aplicaciéon de métodos de inteligencia artificial (Pupo y Moreno
20008). El valor de 0.885 (4rea bajo la curva ROC; del inglés “receiver operating characteristic”)
fue superior al informado en el 2006 por Salomén y Flower (0.870), constituyendo los mejores

resultados obtenidos hasta el momento para este tipo de algoritmo.

La complejidad de los sistemas biolégicos de reconocimiento y respuesta no ha podido reducirse
todavia a reglas estructurales sencillas; en particular, las teorias de la presentacién de antigeno y
de la regulacion celular son muy dindmicas. A esto se debe en buena medida que los resultados
de los mejores algoritmos desarrollados para la identificacion de epitopos no alcancen adn el
grado de confiabilidad deseable. No obstante, a favor del empleo de estas herramientas
bioinformaticas estd el hecho de que muchos de los programas de predicciéon de epitopos se
encuentran en sitios web con libre acceso, lo que facilita su utilizacién e incrementa, cuando son
exitosos, las bases de datos de sitios antigénicos y no antigénicos, tan necesarias para el
desarrollo de programas bioinformaticos més certeros. Lo recomendado es la combinacién de
varios algoritmos para identificar con mayor seguridad los posibles sitios antigénicos, los cuales

deberédn ser subsecuentemente verificados “in vivo” mediante procedimientos experimentales.



1.7 La mioglobina como marcador clinico

La Mb es sintetizada y ejerce sus funciones Tabla 3. Contenido de Mb de varios masculos
A . " esqueléticos humanos. Tomado de Kitao y col 1995.
principalmente en los musculos esquelético y
, . L. 1 Misculo Contenido de Mb
cardiaco, y estd practicamente ausente en e (mg/g de peso neto)
musculo liso. Se encuentra ademas en el | Musculo temporal 185
suero sanguineo y la orina a muy bajas | Musculo lingual 153
concentraciones (Powell y col 1984). Kitao y | Musculo pectoral mayor 331
col (1995) determinaron el contenido de Mb Rectus abdominis 541
i Diafragma 294
en musculos humanos (Tabla 3) vy
Misculo iliopsoas 33.0
encontraron que el contenido fue menor en . )
Latissimus dorsi 279
el masculo cardiaco que en el esquelético. Biceps brachii 315
. Misculo Thenar 112
Los niveles normales de Mb en el suero
] o Quadriceps 32.5
determinados  por  radioinmunoensayo
Gastrocnemius 251

oscilan entre 6 y 85 ng/mL (Stone y col
1977). Se han evidenciado diferencias entre ambos sexos y se informaron como valores
normales para las mujeres 3-76 ng/mL y para los hombres, 12-78 ng/mL. Los niveles normales
en la orina se encuentran por debajo de 50 ng/mL (Rumpf y col 1985). Anesi y col (2000)
encontraron diferencias en los niveles séricos de Mb, no sélo relacionadas con el sexo, sino
ademds con la edad. Swaanenburg y col (2001) estudiaron la distribucién de diferentes
marcadores en el corazén humano, entre ellos, la Mb. Los tejidos fueron obtenidos de los

ventriculos derecho e izquierdo, del tabique interventricular y del atrium derecho e izquierdo.

Al producirse dafio muscular la Mb se libera a la sangre junto con enzimas y electrolitos y se
incrementa significativamente su concentraciéon sérica. Por el bajo umbral renal que presenta, la
Mb pasa rapidamente a la orina donde sus niveles pueden elevarse notable y peligrosamente
causando dafio renal agudo. Existen evidencias de que el grupo hemo es el componente t6xico
de la Mb, al provocar la peroxidacion lipidica y la muerte de las células tubulares (Knochel 1981,
Holt y Moore 2000, Grunwald y Richards 2006). Esto puede ocurrir en la rabdomiolisis,
afectaciéon que estd frecuentemente acompafiada de mioglobinuria (Olivero y Ayus 1978,
Thomas e Ibels 1985, Malik 1998). La rabdomiolisis es extremadamente comtn y ha sido

reconocida como una de las causas méas frecuentes de dafio renal agudo. Por esta razén es



importante detectar y cuantificar mioglobina en el suero y la orina para prevenir tal dafio (Naka

y col 2005).

La determinaciéon de Mb sérica ha sido empleada en la evaluacion de enfermedades
neuromusculares como distrofia y atrofia muscular y poliomiositis (Asmark y col 1981, Nishikai
y Reichli 1984) y en la distrofia muscular de Duchenne y el fallo renal agudo (Nishida y col
1985). En un estudio inmunohistoquimico y por hibridizacién in situ de seis pacientes con
encefalomiopatia mitocondrial, se detecté un mayor contenido de la hemoproteina y su RNA,
aparentemente, para compensar la disfuncién mitocondrial y suplir suficiente oxigeno a la
mitocondria (Kunishige y col (1996). También se han investigado los niveles de Mb en el
embarazo ectopico donde no parece constituir un marcador tutil (Birkhahn y col 2001). Los
niveles séricos de Mb y enzimas musculares se elevan durante la realizacién de ejercicio fisico
fuerte (Peake y col 2005, Masuda y col 2008)) y esto es debido al derrame a través de las paredes
celulares dafiadas, causado por un agotamiento del ATP responsable de su integridad. El
entrenamiento puede incrementar el tamafio y el nimero de mitocondrias que proporcionan
ATP al musculo esquelético, haciendo las paredes mas estables y previniendo el flujo de
proteinas. Por dicha razén se ha propuesto la determinacién de Mb como un indicador para el
establecimiento del régimen de entrenamiento de los deportistas en la medicina deportiva
(Maxwell y Bloor 1981). Mas recientemente, se ha propuesto la relacion nivel plasmético de
Mb/masa muscular como un marcador clinico del desgaste muscular progresivo, caracteristico

de caquexia relacionada con el cancer (Weber y col 2007).

Se conoce que la Mb exuda a la sangre después de la muerte, por lo que se han desarrollado
métodos para estimar la muerte aguda o prolongada, intervalo postmorten, causa de muerte y
otros problemas patolégicos forenses con empleo de los niveles de Mb en sangre postmorten (
Suzuki y col 1983, Urban y col 1988, Pankratz y Liebhardt 1990, Miyaishi 1991). También se han
informado estudios inmunohistoquimicos para la deteccion de Mb procedente del musculo
cardiaco en detencién aguda del corazén y del muasculo esquelético en dafio traumaético directo
(Ishiyama y col 1982, Keil y col 1984, Leadbeatter y col 1989, Fechner y col 1991) y en el rifién en
casos de autopsia médico-legales (Ishikawa y col 2007). Estos estudios estuvieron dirigidos a
detectar cambios en la localizacién de la Mb, mientras que Kitao y col (1995) desarrollaron un
método ELISA doble “sandwich” para identificar fragmentos de tejido como miusculo

esquelético humano. También se ha empleado su cuantificaciéon en orina para investigar causas



de muerte (Zhu y col 2001). Asi, la Mb constituye un marcador atil en medicina forense y
criminalistica (Anesi y col 2000). También lo es en la antropologia. En el 2000, la deteccion de
Mb humana en coprolitos de los indios anasazi (sudoeste de Colorado, EU) ha servido para
demostrar que ingerian carne humana (Marlar y col 2000), y que, por tanto, las marcas
observadas en los esqueletos no correspondian a enterramientos secundarios ni a otras précticas

funerarias no dietarias, tal como habian afirmado algunos.

Como se puede apreciar, existen causas diversas que pueden afectar al musculo esquelético con
la consecuente liberaciéon de su contenido. Sin embargo, segin Kaplan (1987), el tejido muscular
afectado mas frecuentemente en el mundo contemporaneo es el corazén. La enfermedad
isquémica, término propuesto por la Organizacién Mundial de la Salud para designar todos los
estados que van acompafados de suministro insuficiente de sangre al musculo cardiaco, es una

de las primeras causas de muerte en muchos paises, incluida Cuba.

En el infarto agudo de miocardio, debido a la obstruccion de las arterias coronarias, la funcién
de la membrana de las células musculares cardiacas se altera y vierte su contenido por via
linfatica al torrente sanguineo. Debido a ello, se eleva notablemente la concentracién de Mb
sérica. Esto fue informado por primera vez por Kagen y sus colaboradores en 1975 quienes
utilizaron un ensayo de fijacién de complemento. Como esta proteina tiene una masa molecular
(17 500 D) mas pequefia que la glutdmico oxalacético transaminasa (TGO, 90 000 Da), la creatin
quinasa (CK, 80 000 Da), la lactato deshidrogenasa (LD, 130 000 Da) y las troponinas cardiacas T
(37 000 Da) e I (24 000 Da), es liberada mucho antes al torrente sanguineo y alcanza
concentraciones superiores que las enzimas antes mencionadas (Askmar y col 1981, Grenadier y
col 1983, Roxin y col 1984, Moscoso y col 1993, Melanson y col 2004). Diferentes autores
coinciden en que la Mb eleva sus valores por encima de la normalidad entre una y tres horas
después del inicio del dolor precordial y alcanza niveles maximos hacia las doce horas (Wong
1996). Otro marcador de baja masa molecular es la proteina que une &cido graso de tipo
cardiaco (H-FABP; 14 500 Da), la cual constituye un nuevo marcador temprano de isquemia
cardiaca (Dati y Metsmann 2005) cuya utilidad es actualmente valorada (Ozdemir y col 2007).
Existe consenso que la Mb constituye un marcador precoz de lesiones de bajo, mediano y alto
riesgo en el tejido muscular, fundamentalmente, el cardiaco (Stone y col 1978, Guest y Jaffe
1995). De acuerdo a las guias de la IFCC y la NACB, la Mb es el marcador de elecciéon para el

infarto de miocardio, en particular, en combinacién con la CK-MB, cuatro horas después de la



admision, en pacientes con sospecha de sindrome coronario (Stork y col 2000, Fesmire y col
2004, Sallach y col 2004). La determinacion de los niveles de Mb en el suero sanguineo resulta
un ensayo valioso para descartar o confirmar el IAM, sobre todo si puede ser ejecutado en breve
tiempo (Konings y col 1989, Hasic y col 2006). En un estudio realizado por Vatansever y col
(2003) con 33 pacientes y 27 controles sanos los niveles de Mb en la admisién tuvieron el mayor
valor diagnéstico. Esta determinacién tiene importancia ademds en pacientes con angina
inestable de alto riesgo, la valoracion post-terapéutica de la reperfusion miocardica (Tanasijevic
2007), para detectar reinfarto (Hasic y col 2006), como indicador pronéstico (Miyata y col 1994,
Srinivas y col, 2001, Igbal y col 2004, Kontos y col 2007, Hofmann y col 2007, Jaffery y col 2008) y
para el estimado del dafio por drogas cardiotoxicas (Katus y col 1988, Nistico y col 2007).

Los métodos que se emplean para detectar y cuantificar la mioglobina en los fluidos y tejidos
biol6gicos son inmunoquimicos, por lo que requieren la produccién de anticuerpos de
especificidad y afinidad elevadas (Grachev y col 1982, Konings y col 1989, Borque y col 1991,
Mair y col 1995).

1.8 Deteccion y cuantificacion de mioglobina
Las técnicas fisicoquimicas, tales como espectrofotometria, electroforesis, cromatografia y

ultracentrifugacién, no tienen la sensibilidad que se requiere para detectar los nanogramos de
Mb que circulan en la sangre, por lo que no pueden aplicarse al diagnéstico. Las mas empleadas
han sido y son en la actualidad las técnicas inmunoquimicas, algunas de las cuales resultan mas
ventajosas que otras. La inmunodifusiéon simple y doble, asi como la inmunoelectroforesis
(Yakulis y Heller 1962, Rozman y col 1964, Kagen 1967, Kagen y col 1975), la fijacion de
complemento (Kagen y col 1975), la contrainmunoelectroforesis (Hibrawi y col 1976) y la
inhibicién de la hemaglutinacion (Cloonan y col 1976), fueron empleadas para detectar la
presencia de Mb en muestras de suero, orina y musculos cardiaco, esquelético y uterino, pero
resultaron inadecuadas para el diagnoéstico. El primer RIA para determinar Mb en suero fue de
la autoria de Stone y col en 1975. Esta técnica es capaz de detectar los niveles de Mb que
circulan en los sujetos sanos. Otros RIAs fueron desarrollados por Stuart y col (1975), Roberts
(1977), Retchlin y col (1978), Oxley y col (1979), Oxley (1984), Honda y Katayama (1984) e Isakov
y col (1988). En 1985, Sawhney y col propusieron un RIA heterélogo para determinar los niveles
de Mb en plasma humano. El radioinmunoensayo fue durante afios la técnica mas utilizada por

su gran sensibilidad y especificidad, aunque presenta algunos inconvenientes, entre ellos, la



necesidad de laboratorios equipados y certificados y el riesgo de contaminaciéon con sustancias
radioactivas. La inmunofluorescencia ha sido empleada para detectar la presencia y
distribucién de la Mb en el tejido miocardico normal e isquémico, fijado en formaldehido y
embebido en parafina (Moran y col 1985, Sunni y col 1984), mientras que Silva y col (1991)
desarrollaron un inmunoensayo de concentracion de particulas fluorescentes (PCFIA) rapido y
especifico que brinda resultados comparables a los del RIA. Los inmunoensayos luminiscentes
(LIA) han sido también utilizados para la determinacién de Mb en el diagnéstico del IAM
(Olsson y col en 1984, Lestin y col 2002). Los ensayos inmunoenzimaéticos (EIA) y, en
particular, los ELISAs, constituyen una alternativa con numerosas variantes para la detecciéon y
cuantificacion de Mb. En 1985, Yoshihiko y col desarrollaron una variante “sandwich” sobre
particulas de poliestireno. Con vistas a lograr una mejor orientaciéon de la Mb para que fuera
atrapada por el anticuerpo de recubrimiento, Juronen y col (1988) estudiaron una variante
captura con anticuerpos monoclonales y policlonales. Muchos otros ensayos
inmunoenziméticos para detecciéon y cuantificacion de Mb han sido desarrollados para el
diagnoéstico del IAM y otros fines (Radu y col 1985, Yoshihiko y col 1985, Hodson y col 1992,
Kitao y col 1995, McCarthy y col 1998, Nikulina y col 1999), con resultados tan convincentes

como los del RIA con la ventaja de ser una técnica mas econémica y factible de ejecutar.

Un ensayo de gran utilidad es la aglutinacién con particulas de latex. Werner y col, en 1982, lo
introdujeron para detectar niveles patolégicos de Mb en suero, resultando de alto valor
predictivo en la admision de pacientes con sospecha de IAM. Con esta prueba se han podido
detectar aumentos en las concentraciones de la Mb sérica 2-3 horas después del comienzo de los
sintomas de la isquemia asi como los incrementos posteriores en muestreos sucesivos, lo que
permite la confirmaciéon del IAM (Bachem y col 1983, Norregoard 1984, Chapelle y Heusghem
1985, Fiet y col 1985, Mainard y col 1985, Ducobu y col 1986, Schultz y col 1986, Wen 1987).
También se ha podido determinar que los resultados negativos 2-12 horas mas tarde descartan la
isquemia con un 100 % de especificidad (Werner y col 1982, Bachem y col 1983, Konings y col
1989). En los afios 90 del siglo pasado, varios grupos desarrollaron y emplearon este ensayo en
forma automatizada (Naka y col 1991, Borque y col 1991, Abe y col 1991, Katayama y col 1991,
Delanghe y col 1991, Cliquet y col 1992, Mair y col 1992, Bakker y col 1993, Abe y col 1993,
Miyata y col 1994) hasta nuestros dias (Le Moigne y col 2002, Higuchi y col 2003, Sallach y col

2004). Los ensayos de latex-aglutinacién constituyen un ensayo util para descartar o



diagnosticar el IAM en los cuerpos de emergencia y otros niveles primarios de salud

(Menéndez-Ferndndez y col 1992, Molina y Galisteo 2005).

1.9 Inmunoensayo de latex-aglutinacion
Los inmunoensayos basados en la aglutinaciéon de particulas de latex son muy utilizados en

biologia y medicina para la detecciéon de cantidades pequefias de anticuerpo o antigeno en una
muestra liquida. Estas técnicas tienen, entre sus ventajas principales, que son simples y rapidas
en su ejecucién, no requieren equipamiento, no son riesgosas, y tienen una aplicacién amplia.
La reaccion de aglutinacion involucra la agregaciéon “in vitro” de particulas transportadoras,
usualmente de naturaleza polimérica y de origenes diferentes, conocidas como latex. Esta
agregacion es mediada por la reaccidon especifica entre anticuerpos y antigenos, uno de los
cuales es inmovilizado sobre la superficie de las particulas de latex, lo que hace la reacciéon
visible. Cuando se grafica el grado de aglutinacién en funcién de la concentracion del
aglutinante, se obtiene una curva con forma de campana, similar a ésa de precipitina, con una

zona de equivalencia més extendida (Molina y Galisteo 2005).

La reaccion de aglutinacion puede ser utilizada para detectar un antigeno o un anticuerpo. En
este trabajo se hace referencia a la variante denominada ensayo directo de aglutinacion de litex para
la deteccién de un antigeno en una muestra bioldgica, la cual se mezcla con una suspensién que
contiene anticuerpos especificos unidos a las particulas de latex (Figura 3). Si el antigeno esta
presente en la muestra, reaccionard con los anticuerpos para formar un agregado. Si el antigeno
no estad presente en la muestra, la mezcla mantendra su apariencia homogénea. Este método es
aplicable a la deteccion de antigenos polivalentes, como proteinas y microorganismos (Norde

1986, Molina y Galisteo 2005).

El ensayo de inmunoaglutinaciéon

L ﬁ% ° de latex fue descrito por vez
ﬁ ¢ e - primera por Singer y Plotz (1956),
.. ° . ° Ensayo directo quienes lo aplicaron a la deteccion
de factores reumatoides. La

Figura 3. Inmunoensayo directo de aglutinacion de latex.
Las particulas recubiertas con anticuerpo son aglutinadas
por las moléculas de antigeno. se hace evidente cuando se consulta

importancia de este tipo de ensayos

la literatura especializada. Sélo en la dltima década mas de 400 publicaciones en revistas de

medicina y veterinaria informaron el empleo de inmunoensayos de aglutinaciéon de latex en el



analisis y la investigaciéon. La popularidad de esta tecnologia diagnostica puede ser ilustrada
por el hecho que en 1992 habia unos 200 reactivos comerciales disponibles de este tipo para
detectar enfermedades infecciosas en el SIDA (Bangs 1988). Estos ensayos también son ttiles
para la deteccion de cancer y para la identificacion de muchas otras sustancias (hormonas,
drogas, proteinas del suero, etc). La aplicacién més popular de los inmunoensayos de latex es la
determinacién de embarazo, pero nuevas aplicaciones y tecnologias del latex estan todavia por

ser desarrolladas (Molina y Galisteo 2005).

En la mayoria de los ensayos de inmunoaglutinacién, los materiales utilizados como soporte del
anticuerpo o del antigeno son particulas de latex. Esto es debido a: (1) La posibilidad de sintesis
de particulas de tamafio uniforme con didmetro en el rango 50-10,000 nm. (2) La fuerte
capacidad de adsorcién que tiene para las moléculas biolégicas la superficie hidrofébica de estas
particulas. (3) La posibilidad de incorporaciéon de grupos funcionales a la superficie del latex

para unir proteinas covalentemente (Molina y Galisteo 2005).

Adsorcion fisica
La unién de las moléculas a las particulas de latex puede realizarse mediante adsorcion fisica o

acople covalente. La adsorcién fisica es siempre el primer método de eleccién por su facil
ejecucion. Solo en aquellos sistemas que no funcionan aplicando esta variante es que se recurre
a la unién covalente.  Las proteinas globulares, como las inmunoglobulinas, muestran una
tendencia a adsorberse en las interfases, bajo la mayoria de las condiciones. Este
comportamiento de las proteinas ha resultado util en varias aplicaciones biomédicas y
biotecnolégicas. En muchas de ellas, el material adsorbente es una dispersién, lo que permite
disponer de amplias areas de superficie para acomodar cantidades suficientemente elevadas de
la proteina adsorbida en un volumen dado. Ejemplo de esto es la inmovilizacién de enzimas
sobre matrices sélidas en biocatalisis y de las inmunoglobulinas en el diagnéstico clinico. Entre
las ventajas de la inmovilizacién estan la estabilizacién aparente de la proteina y, en el caso de
los inmunoensayos diagnodsticos, la amplificacién visual de la reaccion antigeno-anticuerpo

(Molina y Galisteo 2005).

El proceso de adsorciéon es complejo. Los datos més confiables e importantes sobre este proceso
los han aportado las investigaciones sobre sistemas “modelos” simples, que consisten de una
proteina bien caracterizada, un adsorbente bien caracterizado y un solvente acuoso que

contenga solamente iones no amortiguadores (Haynes y Norde 1995, Norde y col 1995, Arai y



Norde 1990, Andrade 1985). Segin Norde y Lyklema (1979), cuatro son los factores que hacen
las contribuciones principales a la adsorcién: los reordenamientos estructurales en la molécula
proteica, la deshidratacién de la superficie del adsorbente, la redistribucion de grupos cargados

en la capa interfacial y la polaridad superficial de la proteina.

Adsorcion de inmunoglobulinas
La historia sobre el estudio de la adsorcion de inmunoglobulina G en interfase sélido-liquido es

larga y controvertida. Uno de los factores a tener en cuenta es la flexibilidad molecular de las
inmunoglobulinas, la cual esta relacionada con la facilitacién de la formacién de los complejos
antigeno-anticuerpo (Roitt y Delves 2001). Los fragmentos Fab y Fc son relativamente
compactos, sin embargo, la molécula de IgG como un todo no es compacta. Esta flexibilidad de
los segmentos podria explicar por qué las dimensiones de la IgG varfan y por qué la distancia
entre los sitios de unién de un anticuerpo en la molécula es 12 nm en el estado cristalino,
mientras que la molécula expandida en solucién puede alcanzar 25 nm (de extremo a extremo)
(Silverton y col 1977). La flexibilidad podria ser diferente ademds entre los isotipos de las
moléculas IgG (moléculas en forma de Y o de T). También el drea por molécula depende de la
configuracién de la IgG en la interfase solido-liquido: el area proyectada en una configuracién

end-on es 20 nm?2 mientras que en side-on es 103 nm? (Brash y Lyman (1969).

La adsorcién de la IgG es usualmente un proceso irreversible, de manera que, aunque las
isotermas de adsorcién parecen ser del tipo Langmuir, no es posible determinar las constantes
de unién termodindmicas en el equilibrio. Las isotermas de adsorcion de IgG sobre soportes
poliméricos usualmente desarrollan platos bien definidos en los rangos calculados para una
capa compacta de moléculas IgG (Galisteo y col 1994). La adsorciéon maxima de proteina ha sido
informada para la IgG alrededor del punto isoeléctrico. No obstante, algunos autores han
demostrado que el maximo aparece en el punto isoeléctrico del complejo inmunoglobulina-

transportador (Elgersma y col 1991).

Los tipos principales de interacciones que son relevantes en la adsorcion de inmunoglobulinas a
partir de soluciones acuosas son: (1) la interacciéon hidrofébica, (2) la interaccion de Coulomb y
(3) el puente de hidrégeno. Otros factores que pueden influir sobre la adsorcion son las fuerzas
intermoleculares entre las moléculas adsorbidas, las interacciones solvente-solvente, la fortaleza
de las uniones de grupos funcionales, asi como la quimica, topologia y morfologia de la

superficie solida. La adsorcion irreversible de la IgG sobre superficies hidrofébicas ocurre muy



rdpidamente. Debe apuntarse que las caracteristicas de la adsorciéon de F(ab’), e IgG son muy

similares (Ortega e Hidalgo-Alvarez 1994).

Deteccion de la inmunoaglutinacion. Observacion visual
La luz dispersada a partir de una suspension monodispersa de particulas le da al latex una

apariencia lechosa. Cuando las particulas se agregan por algtn proceso producen una
suspensiéon de aspecto granular que recuerda la leche cortada. Muchos de los ensayos de
aglutinacion de latex se desarrollan en forma manual y la aglutinacion se detecta por
observacion visual. En estos ensayos se han utilizado particulas grandes de varios centenares de
nanémetros pero las méds comunes son las de 0.8 pm. Se ha establecido que para determinar la
aglutinacion se deben ver aproximadamente 100 grumos y que estos grumos deben ser de
aproximadamente 50 um para que el ojo humano pueda verlos (Bangs 1990a). Para un tamafio
de particula de 0.8 pm, aproximadamente, 105 particulas de latex son requeridas para hacer un
agregado visible, y aproximadamente 107 particulas se necesitan para determinar aglutinaciéon
en un ensayo dado. Basado en estos célculos y asumiendo que aproximadamente 10 enlaces se
requieren por particula para mantenerlas juntas, Bangs (1990) ha evaluado que la sensibilidad de
tal ensayo manual esta en el orden de los picogramos. La observacién visual es muy ttil en el
laboratorio y econémica, debido a que no requiere equipamiento. La cuantificaciéon del analito
puede realizarse preparando diluciones seriadas de la muestra hasta ver la desaparicion del
inmunoaglutinado (dilucién limite) (Molina y Galisteo 2005). Ademés del método visual para la
deteccion cualitativa de la aglutinacion de particulas sensibilizadas, existen técnicas 6pticas para
cuantificar la aglutinaciéon. Las mdas importantes son la turbidimetria, la nefelometria, la
anisotropia angular y la espectroscopia de fotones, basadas todas en la medicién de la luz
dispersada. En los métodos cuantitativos se utilizan particulas de menor tamafo (0.01-0.3 pm)

(Molina y Galisteo 2005).

El problema de la estabilidad coloidal
Uno de los requerimientos basicos para que un complejo latex-proteina sea aplicable al

diagnostico clinico es su estabilidad coloidal, y es la causa por la que una buena parte de ellos
fracasan. El problema mads serio de los ensayos de inmunoaglutinaciéon de particulas de latex es
que el sistema pierde su estabilidad coloidal después que se adsorbe el anticuerpo. Esto puede
provocar la agregacién no especifica de las particulas. El punto isoeléctrico de la mayoria de las
moléculas IgG policlonales empleadas en los inmunoensayos de latex estd en el rango 6.5-8.5,

ademads de que ellas presentan una baja densidad de carga. Por tanto, cuando las particulas se



recubren de IgG el proceso de aglutinacion no especifica tiene lugar bajo condiciones fisiologicas
(pH 7.4 y fuerza i6nica 150 mmol/L), donde no hay casi repulsion electrostédtica entre ellas

(Molina y Galisteo 2005).

Estrategias diferentes se han propuesto para resolver el problema del diagnoéstico falso que
resulta de la aglutinacién no especifica de los reactivos de latex. Una de las mas relevantes es el
post-tratamiento para cubrir las partes no ocupadas de la superficie del latex con una segunda
proteina inactiva que actda como estabilizador (Okubo y col 1987). En muchas ocasiones la
biomolécula empleada es la albiumina de suero bovina (BSA), una proteina globular que es
capaz de acentuar la estabilidad coloidal de las particulas recubiertas de anticuerpo. La
molécula de BSA, al igual que la de origen humano (HSA), es una proteina muy cargada a pH
fisiolégico. Ella suministra estabilizacién electrostatica a las particulas recubiertas de anticuerpo

(Peula y col 1994, 1995).

En un inmunoensayo de aglutinacion de latex el objetivo es permitir selectivamente la
aglutinacion en presencia del analito. El reactivo inicial debe ser sensible, especifico, estable y
reproducible en su comportamiento. Para poder lograr esto, un balance muy delicado entre las
fuerzas de atraccion y repulsion debe alcanzarse mediante la manipulacion del pH y la fuerza
i6nica del medio de reaccién, asi como también mediante el grado de recubrimiento de la
superficie de la particula por las moléculas especificas y no especificas, de manera que las
fuerzas repulsivas mantengan la estabilidad de las particulas en un rango corto (menor que la
distancia puente de una molécula de anticuerpo) mientras que al mismo tiempo mantenga
energia repulsiva menor que la energia de unién de antigeno y anticuerpo (Molina y Galisteo

2005).

Validacion
La validacién de un ensayo de latex-aglutinacion en ldmina, como todos los diagnosticadores,

incluye varias etapas, la primera de las cuales es el disefio y justificacion de la factibilidad de su
produccién. El paso siguiente es el establecimiento de los parametros 6ptimos, conocido como
estandarizacion, la cual tiene como prioridades el tamafo de las particulas de latex, la calidad
del inmunorreactante para el recubrimiento, las condiciones de pH y fuerza iénica a emplear y,
muy especialmente, el grado de sensibilizacion con el inmunorreactante para lograr que el
reactivo funcione en el rango analitico deseado, la preparacion de los controles y la

estabilizacion de las particulas. Por tratarse de un ensayo cualitativo, en el que los resultados se



expresan como negativo/ positivo, los parametros fundamentales que se utilizan para demostrar
la fiabilidad de los resultados del ensayo, etapa comtinmente referida como validacién, son: el
valor de discriminacién, ancho de la zona gris, sensibilidad, especificidad, valores predictivos y

el indice kappa (Ochoa y col 2000).

El valor de discriminacion y la zona gris son pardmetros relacionados. El primero se refiere a la
concentracion del analito por encima de la cual se obtiene un resultado positivo. Alrededor del
valor de discriminacién, correspondiente a la concentracién del analito en la que se obtenga el 50
% de resultados positivos, se encuentra la zona gris, la cual se extiende entre el 5 % y el 95 % de
resultados positivos, y cuyo ancho especifica la precisién del ensayo. La sensibilidad se define
como la proporcion de muestras positivas correctamente identificadas por la prueba, y es una
indicacién de cuan efectivo es el diagnosticador en reconocer a los individuos que tienen una
enfermedad o condicién particular. La especificidad se define como la proporciéon de muestras
negativas (no reactivas) correctamente identificadas e indica cuan efectivo es el diagnosticador
en reconocer a los individuos que no tienen la enfermedad o la condicién particular que se
quiere detectar. Deben estudiarse al menos 100 muestras representativas de la poblacién sobre
la que la técnica serd usada, en las que se deben encontrar muestras con diverso grado de
positividad y muestras negativas obtenidas de individuos con enfermedades relacionadas. Los
valores 6ptimos de sensibilidad y especificidad dependen de los propésitos de la técnica.
Generalmente, una elevada sensibilidad se alcanza a expensas de la especificidad, y viceversa,
por lo que hay que establecer un compromiso sobre los valores deseados. El valor predictivo
positivo (VPP) es la probabilidad que tiene un individuo de estar enfermo cuando el resultado
del ensayo es positivo, mientras que el valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad de no
estar enfermo cuando el resultado del ensayo es negativo. Ambos valores estdn relacionados
con la sensibilidad y especificidad clinicas del diagnosticador. La capacidad del ensayo para
detectar correctamente todos los positivos y negativos es lo que se define como eficiencia 6ptima

del ensayo (Ochoa y col 2000, CECMED 2007).

Los estudios de concordancia se refieren a estudios comparativos en los cuales una serie de
muestras de pacientes o individuos se analizan comparativamente con el diagnosticador en
estudio y otro diagnosticador o método de referencia. Es recomendable utilizar entre 50 y 100
muestras en dependencia del tipo y propodsito del ensayo y que las concentraciones de las

muestras se encuentren distribuidas en un rango clinicamente relevante. En tales estudios se



emplea el indice kappa. Tanto el indice kappa como los valores predictivos pueden variar en
dependencia de la prevalencia de la enfermedad o condicién particular que se quiera investigar

en el area donde se usara y en un tiempo determinado (Ochoa y col 2000, CECMED 2007).



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Corazones y sueros de pacientes
Los corazones humanos provenientes de necropsias fueron suministrados por el Dpto. de

Anatomia Patologica del Hospital General Docente “Calixto Garcia”, con consentimiento
informado de los familiares. Los 6rganos se extrajeron hasta 24 horas después del fallecimiento
y se excluyeron aquellos cuyas muertes fueron provocadas por IAM, cédncer o infecciones. En el
plasma se confirmé la no presencia de anticuerpos anti-HIV y de antigeno superficial de
hepatitis B en el Banco de Sangre Provincial de Ciudad Habana y los 6rganos se mantuvieron a -

70 °C hasta el momento de su procesamiento.

Se analizaron 600 muestras de suero procedentes de 85 pacientes que fueron hospitalizados en la
Sala de Cuidados Intensivos del Hospital General Docente Calixto Garcia y en el Instituto de
Cardiologia y Cirugia Cardiovascular de Ciudad Habana, en el periodo 1989-1991, con
diagnoéstico presuntivo de isquemia coronaria. En estos enfermos se confirmé y certificé en las
historias clinicas el diagnoéstico de IAM y No IAM por el personal médico autorizado, segtin los
criterios establecidos, en los que tuvieron en cuenta el estado del individuo, los estudios
electrocardiograficos, los niveles de la TGO y otros factores. Se tomaron muestras de sangre de
los enfermos al momento del ingreso (tiempo cero), a las 2 y 6 horas del ingreso y de ahi en
adelante 4 muestras mas cada 6 horas. Del Hospital Calixto Garcia se obtuvieron muestras
adicionales de 6 pacientes, cuatro que recibieron tratamiento trombolitico, a los que se les
tomaron muestras de suero antes y a los 90 minutos de iniciado el procedimiento, y dos que
sufrieron reinfarto (Anexo 1). Este estudio fue aprobado por los Comités de Etica de ambas

instituciones.

2.2 Animales para las inmunizaciones
Los conejos empleados en las inmunizaciones fueron suministrados por el Centro Nacional de

Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana) y los carneros procedian del
vivario de la Empresa de Produccion de Biolégicos “Carlos J. Finlay”, La Habana, donde fueron
mantenidos todos los animales el tiempo que duraron los experimentos, segtin las normativas
internacionales establecidas en la “Guia para los cuidados y el empleo de los animales de

laboratorio” establecida por la Comunidad Econémica Europea (EEC 1986, Louhmies 2002).



2.3 Columnas, equipos y reactivos

Las cromatografias se realizaron en columnas pre-empacadas comerciales con empleo del
Sistema FPLC (Armeshan Biosciences, Suecia). La concentraciéon de los volimenes liquidos se
llevé a cabo mediante ultrafiltracién en una celda rotatoria AMICON (Millipore, EEUU). Las
electroforesis, focalizacion isoeléctrica y curva de titulacion se efectuaron en el sistema Phast
System (Armeshan Biosciences, Suecia) utilizando PhastGel y los programas recomendados por
el proveedor; los espectros de absorcién y lecturas de absorbancia en un espectrofotémetro PV
8740 UV / VIS Scanning (Philips, Holanda). Las lecturas de los ensayos tipo ELISA se realizaron

en un lector de microplacas Organon Teknika (Alemania).

La IgG humana utilizada como patrén y la albimina humana al 10 % fueron suministradas por
la Planta de Hemoderivados "Aristides Viera" (Arroyo Arenas, La Habana); las IgG purificadas
de conejo y carnero, por el CENPALAB; la hemoglobina humana y los anticuerpos anti-
hemoglobina humana por el Instituto de Gastroenterologia; la mezcla de suero humano normal

negativo a factores reumatoides, por el Banco de Sangre Provincial de Ciudad Habana.

Se utilizaron como reactivos de referencia los juegos diagnosticos RAPITEX (Behring, Alemania)
y MIOLEX (Orion, Finlandia) para mioglobina, ademas del reactivo de latex para hemoglobina
HEMOLEX (Behring, Alemania). Las particulas de latex utilizadas (0.81 pm de didmetro)
procedian de Rhone Poulenc (Francia). Las placas de microtitulaciéon para los ensayos tipo

ELISA eran de poliestireno (12x8) (Titertek, Finlandia).

Todos los reactivos quimicos utilizados, de grado analitico, procedian de las firmas Sigma y

BDH.

2.4 Métodos

2.4.1 Estudios bioinformaticos

El alineamiento y comparacién de secuencias de las mioglobinas equina, de carnero y conejo,
con la de la mioglobina humana, se realiz6 con el algoritmo FASTA (Pearson 1990)
implementado en el programa BioEdit (Hall 1999). En el estudio de anfipaticidad se emple¢ el
algoritmo optimizado por Margalit y col (1987) con el programa AMPHI escrito en FORTRAN
77; en el de protuberancia de las Mbs humana y equina, el algoritmo ELLIPSE desarrollado por
Thornton y col (1986). La estructura tridimensional de la mioglobina humana se obtuvo

mediante la técnica de modelacion por homologia (Blundell y col 1988). Se seleccion6é una Mb



humana recombinante contenida en la base de datos PDB (del inglés “Protein Data Base™) con el
c6digo 2mm1 (Berman y col 2000), determinada con una resolucion de 2.8 A por Hubbard y col
(1990). La sustitucién de residuos y la correcta orientaciéon de las cadenas laterales se realizaron
con el programa Swiss PDBViewer (Guex y Peitsch 1977). La estructura de la Mb equina se
obtuvo de la base de datos PDB con el cédigo 1Inpf y se corresponde con la de la proteina salvaje.
Dicha estructura se obtuvo por la técnica de difraccion de rayos-x con una resolucion de 1.9 A
(Copeland y col 2003). El estudio de superposicion de las Mbs humana y equina se realiz6 con

el programa SWISS PDBViewer (Guex y col 1999).

2.4.2 Purificacion de Mb humana
Preparacion del extracto de miocardio

Se utiliz6 el método propuesto por Hapner y col (1968). El musculo cardiaco se liber6 de grasa y
tejido conectivo, se corté en pedazos pequefios, se pesé y por cada gramo de tejido se afiadi6 1.5
mL de una solucion de sulfato de amonio al 70 % de saturacién y EDTA al 0.2 % en solucién
amortiguadora de fosfato 0.1 mol/L pH 6.5. La mezcla se homogeneiz6 en un homogeneizador
de cuchillas SM-8 Aka Electric durante 45 segundos con intervalos de reposo de cinco minutos,
hasta que la preparacién tuvo la consistencia adecuada. El homogeneizado se filtr6 a través de
papel de filtro Whatman No. 1 y se dializé exhaustivamente contra agua destilada fria. Se le
determiné el contenido de proteinas y se concentré hasta 60 mg/mL (6 100 mg/mL) por
ultrafiltracion con membrana de valor de corte 5000 Da y a una presiéon de 3.5 bar.
Seguidamente, el extracto se dializ6 contra solucién amortiguadora de Tris-HCl 0.2 mol/L pH
8.6 y se preservé con azida sédica a una concentracién final del 0.2 %. Todos los pasos se

realizaron a 4 °C. A esta preparacion se le denominé extracto de miocardio (E).
Cromatografia de exclusién molecular en Superose 12

Se llev6 a cabo en una columna pre-empacada con Superose 12 HR 10/30 a la que se aplicaron
en cada corrida 500 puL (30 mg) del extracto de miocardio (60 mg/mL). En la recromatografia se
aplicaron también 500 pL de las fracciones seleccionadas (y concentradas) del intercambio iénico
en Mono Q. Las corridas se realizaron con solucion amortiguadora de Tris-HCI 0.2 mol/L pH

8.6 con un flujo de 0.5 mL/minuto, y se colectaron fracciones de 1 mL.



Cromatografia de intercambio aniénico en Mono Q

Las fracciones correspondientes al pico III obtenido en la filtracién en Superose 12 se aplicaron a
una columna pre-empacada con Mono Q HR 5/5. Se hizo primero una corrida isocratica
durante 10 minutos con solucién amortiguadora de Tris-HCI 0.06 mol/L pH 8.6. Seguidamente,
se aplicé durante 10 minutos un gradiente lineal de fuerza iénica preparado con Tris-HCI 0.06
mol/L pH 8.6 (tampoén inicial) y Tris-HCl 0.06 mol/L NaCl 1 mol/L pH 8.6 (tampon final). Se
aplicaron 500 pL en cada corrida a una velocidad de flujo de 1 mL/minuto y se colectaron
fracciones de 1 mL. Las fracciones seleccionadas correspondientes a unas 6 corridas se
mezclaron y concentraron por ultrafiltraciéon, como ya se describi6 en 2.3.1.1, para ser

recromatografiadas en Superose 12.
Cromatografia de intercambio aniénico en DEAE-Sepharose Fast Flow

Se utiliz6 DEAE-Sepharose Fast Flow en una columna K26/70 equilibrada con Tris-HCI 0.06
mol/L pH 8.6. Se aplicaron 10 mL (100 mg de proteina/mL) del extracto y la corrida se realiz6 a
un flujo de 10 mL/min. La elucién y el lavado de la columna se hicieron con Tris-HCl 0.05
mol/L NaCl 1 mol/L pH 8.6. Las fracciones colectadas de 10 mL correspondientes a cada pico

fueron mezcladas, después de desechar la primera y la dltima.
Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las fracciones obtenidas en las cromatografias y el extracto de miocardio fueron evaluados
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, segtin Laemmli (1970), en un gradiente del
10-15 % de acrilamida con un entrecruzamiento del 2 % en un sistema discontinuo. Las
dimensiones del PhastGel fueron las siguientes: 43 x 50 x 0.45 mm (ancho x largo x espesor) con
dos zonas, una de 13 mm de gel concentrador y otra de 32 mm de gel separador. La solucion
amortiguadora del gel fue acetato 0.112 mol/L y Tris 0.112 mol/L pH 6.4; el de la corrida,
Tricine 0.2 mol/L, Tris 0.2 mol/L y SDS 0.55 % pH 8.1, incluido en tiras de agarosa al 3 % de 4 x
10 x 6 mm (ancho x largo x espesor). Las muestras se trataron con SDS al 1 % durante 5 minutos
a 100 °C en bafio de agua y posteriormente se centrifugaron en una microcentrifuga (Eppendorf,
Alemania) a 16000 g durante 10 minutos para eliminar el material insoluble. Se aplicaron 200 ng

de cada muestra. La tincién de las bandas se realiz6 con nitrato de plata al 0.25 %.



Calculo del rendimiento

Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry y col (1958). Se prepararon y utilizaron,
ademads de la curva de calibracién con BSA, una curva de referencia con Mb equina comercial
construida al efecto. Conociendo que el musculo cardiaco humano contiene 2.4 mg de Mb por g
de masa, segtiin Swaanenburg y col (2001), y la cantidad de la globina pura obtenida a partir de
los gramos de tejido procesado, se calcul6 el rendimiento de los dos métodos de purificacion

utilizados.

2.4.3 Caracterizacion de la fraccion obtenida en la recromatografia en Superose
Estudio de focalizacion isoeléctrica

Se desarrolld sobre el soporte PhastGel de electroenfoque de dimensiones similares a las
descritas en el epigrafe anterior, en un gradiente lineal de pH 3-9. Primeramente, se hizo una
precorrida para la formacion del gradiente. A continuacion, se aplicaron aproximadamente 200
ng de cada muestra y se efectu6 la corrida (15 °C, 50 Vh) y la tincién con Azul Coomassie R-250.
La determinacién aproximada del pl se efectué midiendo la distancia de migracién de la
proteina desde el catodo (punto de aplicacién) e interpolando este valor en la recta de

calibracién para un rango de 3-9. De catodo a d&nodo las proteinas utilizadas fueron:

lectina de lenteja(basica) 8.65  anhidrasa carbénica humana  6.55
lectina de lenteja (media) 8.45  anhidrasa carbénica bovina 5.85
lectina de lenteja(acida) 8.15 B-lactoglobulina A 5.20
mioglobina (basica) 735  Inhibidor de tripsina de soya  4.55
mioglobina (4cida) 6.85  amiloglucosidasa 3.50

Estimacion de la masa molecular

La estimacion de la masa molecular se realiz6 mediante dos técnicas: cromatografia en gel y
electroforesis SDS-PAGE. La primera se llevd a cabo en columna de Superose 12, bajo las
condiciones descritas en 2.3.1.2. Se emplearon como proteinas patrones: inmunoglobulina G
humana (150 000 Da), albimina humana (69 000 Da), mioglobina equina (16 000 Da), citocromo ¢
de corazén equino (12 300 Da) y glucagéon (3 000 Da). Se determinaron las constantes de
distribucién (Kav) con empleo de la férmula: Ve - Vo / Vc - Vo para las muestras y las
proteinas patrones y se calculé la masa molecular de la Mb interpolando en la curva de

calibracion los valores de Kav de las proteinas patrones vs logaritmo de sus masas moleculares



(Anexo 2). La estimaciéon de la masa molecular de la Mb humana purificada mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida se realiz6 bajo las condiciones ya descritas en 2.4.2.5,
utilizando los patrones de Armeshan Biosciences en el intervalo 14 300-71 500 Da: fosforilasa B
97 000 Da, albaumina bovina 67 000 Da, ovoalbumina 43 000 Da, anhidrasa carbénica 30 000
Da, inhibidor de tripsina 20 100 Da y a-lactoalbtimina 14 400 Da. Estos fueron reconstituidos en
tampon fosfato de sodio 0.01 mol/L, que contenia 1 % de SDSy 0.1 % de 2-mercaptoetanol. Se
calcularon las movilidades relativas (RF) de las muestras y las proteinas patrones mediante la
férmula distancia de la banda con respecto al origen / distancia del origen a un punto de
referencia. La masa molecular se calculé interpolando los valores de RF en la curva de
calibracién: valores de RF de las proteinas patrones vs logaritmo de sus masas moleculares

(Anexo 3).
Espectro de absorcién y calculo del RZ

Se determiné de forma automatica en el espectrofotémetro, el espectro de absorcién de las
fracciones seleccionadas correspondientes a la Mb humana purificada, ajustada su concentracién
a 4.15 mg/mL, barriendo una gama de longitudes de onda desde 220 hasta 600 nm. Con los
valores de absorbancia correspondientes a 418 nm y 280 nm se calcul6 el RZ de la oxiMb, para

utilizarlo como criterio de pureza de la globina (Brown 1961, Hanania y col 1966).
Estudios de antigenicidad

La identificaciéon inmunoquimica de la Mb (y la Hb) en las fracciones cromatograficas se realiz6
mediante ensayos de latex-aglutinacion con los reactivos RAPITEX y MIOLEX, y HEMOLEX,
respectivamente, siguiendo las instrucciones del proveedor. Para estimar el contenido de las
hemoproteinas en las fracciones cromatogréficas se hicieron diluciones seriadas dobles de las

fracciones (Y2, Y, ¥, etc.).

2.4.4 Preparacion de anticuerpos anti-mioglobina humana
Preparacion del conjugado mioglobina humana-hemocianina

En 1 mL de tampoén fosfato pH 7 se disolvieron 5 mg de Mb humana y se les afiadié 2 mg de
hemocianina (KLH, de la Sigma) en 1 mL de solucién salina fisiolégica (NaCl 0.85 %). A esta
mezcla se le incorporé poco a poco con agitacion 100 uL de glutaraldehido (grado II, Sigma) al

2.5 % a temperatura ambiente. Se dej6 reposar en la oscuridad a esa temperatura durante 24



horas. Por ultimo, se ajusté la concentracion a 200 pg/mL y se dispensé en alicuotas de 1 mL

que se conservaron a -70 °C.
Inmunizaciones

Se inmunizaron tres conejos y nueve carneros, a los que previamente se les hizo una extracciéon
de sangre para obtener los sueros pre-inmunes. En los conejos el esquema demord
aproximadamente dos meses. Se hicieron cinco inoculaciones de 3 mg de Mb humana por la via
subcutanea, en cinco sitios del lomo del animal, con intervalos de 21 dias entre la primera y la
segunda dosis y de diez dias entre las 3 restantes. La primera vez el inmundgeno se mezcl6 con
adyuvante completo de Freund (ACF) y las siguientes, con el incompleto (AIF). Siempre se
inocul6é un volumen de 1 mL. El sangrado de los animales se realiz6 a los 10 dias de la tltima
inoculacion por la arteria central de la oreja. En tres de los carneros el esquema fue similar
excepto que las inmunizaciones se hicieron mensualmente. Los otros seis carneros fueron
inmunizados subcutdaneamente con el conjugado Mb humana-KLH, empleando 200 g
mezclados con ACF. Al mes se les administré una dosis similar con AIF. Transcurridas 2
semanas se les hizo una extracciéon por la vena yugular. Si el titulo fue satisfactorio, durante los
siete dias subsiguientes se les extrajo 200-250 mL de sangre. Con vistas a la obtencién de
segundos anticuerpos que reconocieran la IgG de conejo y de carnero en los ELISAs, se
inmunizaron un carnero con IgG de conejo y un conejo con IgG de carnero. Los animales se
inocularon intramuscularmente con cinco dosis de 1 mg a intervalos aproximados de un mes.
La primera dosis se suministré con igual volumen de ACF y las subsiguientes, con el AIF. Se
hicieron sangrados periddicos para conocer el grado de respuesta de los animales. Finalmente,
se desangraron a los diez dias de la tltima inoculacién. Los sueros sanguineos se prepararon
dejando reposar la sangre recién extraida 1 hora a 37 °C y después toda la noche a 4 °C para al
dia siguiente centrifugarla 10 minutos a 3,000xg, obtener los sueros y conservarlos a -70 °C hasta
el momento de su utilizaciéon. Los sueros normales de conejo y carnero se obtuvieron

mezclando los sueros pre-inmunes.



Titulacién de anticuerpos
Preparacion de los conjugados anti-IgG de conejo y de carnero-peroxidasa.

Se obtuvo la fraccion gammaglobulinica de los antisueros anti-IgG de conejo y anti-IgG de
carnero diluyéndolos al doble con 5 mL de solucién salina fisiologica y se adicionaron por
separado gota a gota 5 mL de una solucién saturada de sulfato de amonio. Se mantuvo en
agitacion durante 1 hora y luego se dejé reposar toda la noche a temperatura ambiente. Se
centrifugd cada una de las preparaciones, se lavé 3 veces el precipitado con una solucion de
sulfato de amonio al 40 % de saturacion, se restituyo la gammaglobulina con agua destilada y se
dializ6 contra solucién salina fisiolégica. Los conjugados se prepararon por el método del
periodato (Nakane y Kawaoi 1974). Para ello se disolvieron 5 mg de peroxidasa de rabano
picante grado VII (Sigma) en 1.1 mL de agua destilada. Se le determiné la absorbancia a 403 y
280 nm para comprobar su RZ. A 1 mL de la solucién de peroxidasa se le adicioné 0.2 mL de
periodato de sodio 0.1 mol/L, e inmediatamente adquiri6 la solucién coloracién verdosa. La
mezcla se incubé durante 20 minutos a temperatura ambiente con agitaciéon. Se dializ6 la
mezcla toda la noche contra 500 mL de tampoén acetato 0.001 mol/L pH 4.4. Paralelamente, se
dializ6 1 mL de la fracciéon gammaglobulinica correspondiente que contenia 6 mg de proteinas
contra 500 mL de tampoén bicarbonato 0.05 mol/L pH 9.5. Las didlisis se realizaron a 4 °C. Al
dia siguiente se llevaron a temperatura ambiente y se mezclaron la enzima y los anticuerpos en
la proporcién 1:1. Inmediatamente, el pH de la mezcla se llevé a 9.5 con bicarbonato de sodio
0.2 mol/L y se incub6 2 horas a temperatura ambiente en la oscuridad con agitacion suave. Al
cabo de este tiempo, la mezcla se enfrié a 4 °C y se le afiadi6é 0.05 mL de una solucién al 0.5 % de
borhidruro de sodio, recién preparada fria. Después de 2 horas de incubacién a 4 °C se dializ6 el
conjugado contra 500 mL de tampon Tris 0.1 mol/L y NaCl al 0.9 % pH 7.4 con 3 cambios del
tampon. Para su conservacion se mezcl6 el conjugado con un volumen igual de glicerol. Se le
afiadi6 albamina de suero bovina, inhibidor de proteasa (PMSF) y timerosal para una
concentracion final del 1 %, 0.01 mol/L y 0.01 %, respectivamente. Se distribuy6 cada uno de los
conjugados en alicuotas de 50 pL, se rotularon y guardaron a -20 °C. La evaluacién de los

conjugados se realiz6 mediante ELISA directo.



ELISA directo para la titulaciéon de los conjugados

Se tapizaron los pozos de la placa de poliestireno con 100 pL, a razén de 10 pg de las IgG por
mL, a 4 °C durante toda la noche y se bloquearon con 150 pL. de BSA al 2 % a 37 °C 1 hora. Se
lavé la placa cuatro veces con solucion salina fosfatada (PBS) pH 7.4 que contenia Tween 20 0.05
% (PBS-T) y se anadieron una serie de diluciones (1/500-1/20 000) de cada uno de los
conjugados para hacerlos reaccionar 1 hora con su inmunoglobulina G homologa. Se realiz6 un
nuevo lavado y se revel6 la reacciéon con la mezcla peréxido de hidrégeno-ortofenilendiamina
(OPD) preparada al momento de su utilizacién en tampén citrato pH 5.5. Se incubé durante 30
minutos en total oscuridad, se paré la reaccién con 4cido sulfarico al 12.5 % (50 pL) y a los 5
minutos se leyeron las absorbancias a una longitud de onda de 492 nm. Estos conjugados se
utilizaron en los ELISA para la titulacion de los anticuerpos anti-Mb humana obtenidos en

conejo y carnero.
ELISA indirecto para la detecciéon de anticuerpos anti-Mb

El ensayo de los anticuerpos se realiz6 segtin Voller y col (1979). Se hicieron recubrimientos con
las Mbs humana y equina y la Hb humana, en tampoén carbonato/bicarbonato 50 mmol/L pH
9.6 a una concentraciéon de 10 pg/mL, 100 uLL por pozo, y se incubaron las placas toda la noche a
4 °C. Las placas fueron bloqueadas con 150 pL de BSA al 2 % durante 1 hora a 37 °C. La placa
se lavé 4 veces con solucion PBS-T pH 74 y se adicion6 100 pL de los sueros diluidos
convenientemente, incubandola 1 hora a 37 °C. A continuacién se lavé bajo las condiciones ya
descritas y se adicioné 100 pL del conjugado correspondiente. Estas diluciones fueron 1/10 000
y 1/5 000 para los conjugados anti-IgG de conejo y de carnero, respectivamente, que se
seleccionaron en un estudio previo, por ser las diluciones que rindieron las mayores diferencias
entre los sueros preinmunes y los de los animales inmunizados con Mb humana. La placa se
incub6 1 hora a 37 °C, se lavo y se adicion6é a cada pozo 100 pL de la mezcla peréxido de
hidrégeno-OPD, y se incub6 en la oscuridad 30 minutos a temperatura ambiente. Se detuvo la
reaccién con 50 uL de acido sulftrico al 12.5 % y se leyeron las absorbancias a 492 nm. Se tomo

como criterio de positividad una absorbancia igual o mayor que 0.3.



Inmunodifusiéon doble

Para la titulacién de los anticuerpos anti-Mb y anti-Hb se llevaron a cabo inmunodifusiones
dobles bidimensionales, de acuerdo a Ouchterlony (1970). Para ello, se cubrieron laminas
portaobjetos con agarosa al 1 % y se enfrentaron los antisueros y los anticuerpos purificados
correspondientes de carnero a la Mb y la Hb humanas (0.1 mg/mL). Se hicieron diluciones
diluciones seriadas dobles de los antisueros y de los anticuerpos purificados correspondientes

para determinar los titulos.

2.4.5 Purificacion de los anticuerpos
Cromatografia en Sepharose 4B

Se utilizé Sepharose 4B activada con bromuro de cianégeno de la Amershan Biosciences. Un
gramo de peso seco de la resina fue hinchado en 50 mL de HCl 1 mmol/L durante 15 minutos,
lavandose el gel con 400 mL de la misma solucién sobre un filtro de vidrio de porosidad G-3 y
después con 50 mL de la solucién de acoplamiento (NaHCO3 0.1 mol/L NaCl 0.5 mol/L pH 8.3).
Inmediatamente, se adicion¢ el ligando (7 mg de Mb humana o equina en 6 mL del tampoén de
unién) y se incubé a temperatura ambiente y con agitacion manual durante dos horas. A
continuacién, se adicioné la solucién de bloqueo (Tris-HCI 0.1 mol/L pH 8) y se dejé toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente, se lav6 la matriz con solucién de unién y acetato 0.05 mol/L pH
4, de forma alternada cinco veces, y se equilibr6 finalmente con solucién amortiguadora de
fosfato 0.1 mol/L pH 7, quedando lista para ser usada. Para llevar a cabo la purificaciéon de los
anticuerpos se adicion¢ el suero del animal a la matriz y se dej6 toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, se extrajo el suero y se lavé la matriz con glucosa 1 mmol/L hasta obtener una lectura
a 280 nm menor de 0.03. Entonces se eluyé con acido acético 0.5 mol/L y se recogieron
fracciones de 6 mL, cada vez, hasta obtener lecturas menores de 0.03 a 280 nm. Por ultimo, se
equilibré la matriz con la solucién de fosfato para ser reutilizada. Los anticuerpos recuperados
fueron neutralizados inmediatamente con Tris saturado y congelados hasta su empleo. Se
determiné su concentracién por el método espectrofotométrico para conocer la cantidad de
anticuerpos recuperados, utilizando los coeficientes de extinciéon de la IgG de conejo (D 1%,1cm=16)

y de carnero () 1%,1.m=14) (Tijssen 1985).



Inmunoabsorcién
Preparacion del inmunoabsorbente

Para la preparacion del inmunoabsorbente se pesaron 250 mg de Mb de corazén equino (BDH
Chemicals, LTD), se disolvieron en 5 mL de solucién amortiguadora de fosfato 0.1 mol/L pH 7y
se afiadié 1 mL de solucién acuosa de glutaraldehido al 2.5 %, gota a gota con agitaciéon suave.
El gel asi formado se dejo reposar a temperatura ambiente durante 3 horas y se homogeneiz6 en
el equipo homogeneizador. Al cabo de este tiempo se lavé con agua destilada repetidamente y
se elimino el sobrenadante por centrifugacién, hasta que dio a 280 nm una lectura inferior a 0.03
(Fuchs y Sela 1986). Se equilibr6 el gel para lo cual se lavé dos veces con soluciéon
amortiguadora de glicina 0.1 mol/L pH 2.5 durante una hora. Se equilibr6 de nuevo con la
solucion de fosfato, se preservé con azida sédica al 0.2 % de concentracion final y se conservoé a 4
°C hasta el momento de su empleo. Se obtuvo un volumen de gel de aproximadamente 5 mL.
Todas las centrifugaciones se realizaron a 3,000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El gel a escala de
planta piloto se preparé de igual forma pero quintuplicando las cantidades de los reactantes, es
decir, se parti6 de 1,250 mg de Mb equina y se obtuvieron aproximadamente 25 mL del

inmunoabsorbente.
Inmunoabsorciéon

Al inmunoabsorbente se le afiadi6 20 mL de suero (6 100 mL en el pilotaje) previamente
titulado, se mezcl6 bien y se mantuvo la mezcla a temperatura ambiente 3 horas 6 a 4 °C toda la
noche con agitacién suave constante. Entonces se centrifugo y se extrajo el suero no absorbido.
El gel se lavo repetidamente con glucosa 1 mmol/L hasta obtener una lectura menor de 0.03 a
280 nm. A continuacién se procedié a desabsorber los anticuerpos unidos a la matriz mediante
la adicion de 5 mL de glicina pH 2.5 y el mantenimiento de la mezcla con agitaciéon suave
durante una hora. Esta operacion se realizé varias veces hasta que la absorbancia de los eluatos
a 280 nm estuvo por debajo de 0.1. Se mezclaron todas las fracciones y se dializaron contra
glicina 0.2 mol/L pH 8.2 hasta que la mezcla de anticuerpos alcanzé ese pH. La concentracion
de anticuerpos se determind espectrofotométricamente (ver epigrafe 2.4.4.4.1). Todos los
procesos se realizaron a 4 °C y las centrifugaciones a 3,000xg durante 10 minutos. Los

anticuerpos se preservaron con azida sédica y se conservaron a -70 °C, habiéndose determinado



su concentracién para conocer la cantidad de anticuerpos recuperados. Se equilibré

nuevamente el gel con la solucién amortiguadora de fosfato pH 7 para ser reutilizado.

2.4.6 Preparacion del reactivo de latex-aglutinacion en lamina para mioglobina
Los anticuerpos generados en carnero contra el conjugado Mb-KLH y purificados con las Mbs

humana y equina, se concentraron por ultrafiltracion hasta una determinada concentracién y se
dializaron contra solucién amortiguadora de glicina 0.02 moles/L pH 8. A 1 mL de solucién de
anticuerpos se anadié 0.1 mL de suspension al 10 % de particulas de latex de poliestireno de 0.81
pm de didmetro y se agité durante 2 horas en zaranda a temperatura ambiente. Se adicion6 una
solucion estabilizante de HSA al 10 % hasta una concentracién final de 0.2 % y se mantuvo en
agitacion entre 30 minutos y una hora. Por dltimo, se afiadié azida sdédica hasta una
concentracion final de 0.1 %. Se prepararon, en la primera etapa del trabajo, dos reactivos: el A
con anticuerpos purificados frente a Mb humana y el B, con anticuerpos purificados frente a Mb
equina. En la segunda etapa se trabaj6 solamente con anticuerpos purificados con la Mb

heteréloga. Los reactivos se conservaron a 4 °C.
Ensayo de latex-aglutinacion en lamina

El procedimiento general empleado para el ensayo de aglutinacién en lamina fue el siguiente:

Los reactivos y las preparaciones y muestras de

suero se dejaron un tiempo a temperatura | Tiempo Codificacién
ambiente, se depositaron sobre un portaobjetos | Hastalminuto et
50 puL de la muestra o de los controles y 10 pL del Hasta 2 minutos M
medio de absorciéon de factor reumatoide. Se Hasta 3 minutos i
Maés de 3 minutos y +

agit6 bien el reactivo de latex e inmediatamente | o5 e

se depositaron 25 pL al lado de la muestra o de | Mas de 5 minutos i

los controles. Se mezcl6é bien con un palillo, se

rot6 la lamina manualmente unos tres minutos y se observaron los resultados. El control
positivo debia producir casi inmediatamente la agregacion de las particulas de latex mientras
que con el control negativo la suspension debia mantener su apariencia lechosa. Cuando no se
produjo aglutinacién inmediata se continué rotando la lamina durante tres minutos mas. El
criterio que se adopté para las lecturas se muestra a la derecha. La velocidad de agregacion de
las particulas guarda una relacién con el contenido de Mb en las preparaciones y muestras de

suero.



Evaluacion de la funcionalidad de los anticuerpos inmovilizados en el latex

Los reactivos A y B preparados con los anticuerpos anti-Mb humana purificados con Mb
humana y Mb equina, respectivamente, fueron ensayados frente a concentraciones diferentes de
Mb humana (1pg, 500 y 100 ng por mL de solucién de fosfato pH 7) y frente a muestras de suero,

tomadas a diferentes tiempos, de tres pacientes que habian sufrido IAM.
Seleccion de la variante 6ptima de recubrimiento para el reactivo de latex-aglutinacion

Ya en la segunda parte del trabajo, con los anticuerpos de carnero purificados con mioglobina
equina, previamente dializados contra glicina 0.02 mol/L pH 8.2 y con empleo de esta misma
solucion, se prepararon alicuotas de 1 mL que contenian 400, 200, 100, 50 y 25 pg. A cada tubo
se le adicion6é 0.1 mL de suspension de particulas de latex y se procedié de forma similar a la
descrita en la secciéon 2.4.5. Se ensayo la estabilidad de los cinco reactivos en una lamina
portaobjetos donde se enfrenté una gota de cada uno de los reactivos con una gota de la
solucion reguladora de glicina pH 8.2. A continuaciéon se enfrentaron los reactivos a
concentraciones diferentes de Mb humana (50, 100, 250, 500, 1 000, 1 500, 2 000, 2 500 y 3 000
ng/mL) que fueron preparadas a partir del pico II de la cromatografia en DEAE-Sepharose Fast
Flow en SHN. Se seleccioné el reactivo con la menor concentracién de anticuerpos que fue
capaz de dar aglutinacién franca de las particulas en el intervalo de 1-3 minutos frente a las
concentraciones patolégicas (100 - 1 500 ng/mL). Una vez seleccionada la variante 6ptima del
reactivo, con empleo de cantidades proporcionales a las usadas en este ensayo, se prepararon 3
lotes, bajo condiciones similares a las descritas. De aqui en adelante llamaremos a este reactivo

MIOLATEX.
Preparacion de la solucion de absorcién de factores reumatoides y de los sueros controles

Se prepar6 una solucién bloqueadora de IgG humana polimerizada por calor que fue capaz de
neutralizar 400 UI de factores reumatoides (FRs). En la preparacion de los controles se utilizé
el “pool” de sueros (SHN, suministrado por el Banco de Sangre Provincial Ciudad Habana),
negativo a la presencia de FRs, con un contenido de Mb de 50 + 10 ng de Mb por mL,
determinado mediante un radioinmunoensayo comercial (CIS-International, USA). A este SHN
se le adicion6 la Mb humana purificada para alcanzar una concentracién de 250 ng/mL. El SHN
fue el control negativo. A los 3 reactivos se les adicioné azida sédica para su preservacion

(concentracion final de 0.1 %). Los controles positivo y negativo preparados se ensayaron frente



a los reactivos comerciales MIOLEX y RAPITEX, y al MIOLATEX, con los que debia producir, el
primero, una aglutinacién franca casi inmediata; el segundo, no aglutinacion. De forma
inversa, el reactivo MIOLATEX se evalué frente a los controles positivo y negativo del MIOLEX

y del RAPITEX.

2.4.7 Evaluacién del desempeiio del reactivo MIOLATEX en el diagnéstico de IAM
Para evaluar la precision del método se determinaron el valor de discriminacién y la zona gris

del MIOLATEX, utilizando como material de referencia el control positivo del juego de reactivos
RAPITEX (140 ng/mL). A partir del mismo, con empleo de HSA al 0.2 %, se hicieron
preparaciones que contenian: 125, 120, 110, 100, 90, 80 y 70 ng/mL). A cada una de ellas se le
determiné 20 veces la reactividad frente al reactivo de latex-aglutinacion MIOLATEX y se

calcul6 el porcentaje de resultados positivos (ver Anexo 4).

En el estudio del desempefio se tomé como método de referencia el diagnéstico final de IAM y

No IAM, confirmado y certificado por el personal médico autorizado.

Un primer estudio, con muestras de 25 pacientes con sospecha de IAM, tomadas en el momento
de la admisién y a las 2 y 6 horas del ingreso, evalué el desempefio del MIOLATEX frente a un

juego de reactivos similar, el MIOLEX, compuesto por:

1. Soporte pléstico con 2 campos de reaccién que contiene a la derecha un latex seco

(prueba) y a la izquierda un latex seco (control).
2. Control negativo: “Pool” que contiene 60 ng de Mb por mL.
3. Control positivo: “Pool” que contiene 250 de Mb por mL.
Se procedi6 de la manera siguiente, segiin las instrucciones del fabricante:
1. Se esper6 que los reactivos y sueros tuvieran la temperatura ambiente.

2. Se adicionaron 30 puL de suero y una gota del control positivo MIOLEX sobre los campos

prueba y control.
3. Se esper6 30 6 40 segundos.
4. Se mezcld cuidadosamente con una varilla en el 4rea circular.

5. Serot6 la placa y se esper6 aglutinacion durante 3 minutos.



Dado que el reactivo MIOLEX utilizado no incluye solucién de absorciéon de factores
reumatoides, se utiliz6 la solucién bloqueadora de FR (10 uL) de la EPB Finlay para evitar esta
interferencia. El criterio final adoptado para las lecturas con el MIOLEX y el MIOLATEX fue

una aglutinacion definida hasta 3 minutos.

Con las 600 muestras de suero procedentes de los 85 pacientes que fueron hospitalizados con
sospecha de TAM se estudi6 la correspondencia de los resultados del MIOLATEX frente al
diagnoéstico final de IAM y No IAM. Se determiné su sensibilidad, especificidad, valores

predictivos e indice kappa al momento de la admision y a las 2 y 6 horas del ingreso.

Con vistas a semicuantificar los niveles de mioglobina en 38 pacientes en los que fue posible
precisar el momento del inicio del dolor precordial, asi como a cuatro de ellos que recibieron
tratamiento trombolitico, se hicieron diluciones de los sueros tomados a los diferentes tiempos, y

se adopto el criterio siguiente:

Aglutinacién hasta la Corresponde a una
dilucién del suero concentracién minima en ng/mL
1:1 100
1:2 200
1:4 400
1:8 800
1:10 1 000
1:16 1 600

2.4.8 Tratamiento trombolitico
Se administré 100 mg de hidrocortisona por via endovenosa previo a la estreptoquinasa, la cual

se administr6 (1.5 millones de unidades) en las primeras 12 horas del inicio de los sintomas,
diluida en 100 mL de salina fisiol6gica o dextrana al 5 % en infusion durante 1 hora. Después se
administr6 0.5 g de aspirina por via oral durante 21 dias. Se estudiaron cuatro pacientes a los
que se les tomaron muestras de suero, antes y a los 90 minutos de comenzado el tratamiento, y
hasta que los valores descendieron a la normalidad. Se estimé la concentracion de Mb en los

sueros mediante la dilucién limite de aglutinacién con el MIOLATEX.

2.4.9 Determinacion de TGO
Se midi6 al momento de la admisién y cada 12 horas durante tres dias, segin Roca y col (1985),

con el reactivo Beringwerke A.G. Hanburg (Alemania).



2.4.10 Procesamiento de los datos
Para el tratamiento de los resultados por triplicado en los ensayos de ELISA se utilizaron los

estadigrafos de distribucion y dispersion media y desviacion estdandar. Se realizaron analisis de
varianza de clasificacion simple para probar la igualdad entre los promedios de los grupos.

Para las comparaciones se empled la prueba de rangos multiples de Duncan (Sigarroa 1985).

Para validar el MIOLATEX, se determiné el valor de discriminacién y la zona gris y se
calcularon la sensibilidad, la especificidad, los valores predictivos positivo (VPP) y negativo
(VPN), asi como la eficacia y el indice kappa (Ochoa y col 2000), dando asi cumplimiento a las

regulaciones del CECMED (2007) para la evaluaciéon del desempefio de diagnosticadores

cualitativos:
VPP = Pacientes con IAM y pruebas positivas
Todos los pacientes con pruebas positivas
VPP = Pacientes sin IAM y pruebas negativas
Todos los pacientes con pruebas negativas
Sensibilidad = Pacientes con IAM_y pruebas positivas
Todos los pacientes con IAM
Pacientes sin IAM y pruebas negativas
Especificidad = y P - s
Todos los pacientes sin IAM
Eficacia = Pacientes con IAM y pruebas positivas + pacientessin IAM y pruebas negativas

Todos los pacientes estudiados

El coeficiente kappa (K) se determiné por el software estadistico Vassar Starts y se valoré segun

los mérgenes propuestos por Ochoa (2000):



Valoracién del indice kappa (K)
Valor de K Concordancia
<0,20 Deficiente

0,21-0,40 Regular
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Buena
0,81-1,00 Muy buena

Con el objetivo de comprobar si la prueba de MIOLATEX estaba asociada con el diagnéstico
definitivo del paciente, se llevaron a cabo ademads andlisis de tablas de contingencia 2x2 con
empleo del estadistico G (Sigarroa 1985) a los diferentes intervalos de tiempo en que se

realizaron las observaciones.



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Primera parte.
Esta etapa fue principalmente una investigaciéon de carécter basico, que se inicié con un estudio

sobre las similitudes estructurales de las mioglobinas humana, equina, de carnero y conejo, el
cual constituy6 punto de partida para el trabajo experimental que se realizé con vistas a obtener

y caracterizar la Mb humana y sus anticuerpos especificos.

3.1 El estudio de las similitudes estructurales entre las mioglobinas sugirié que el carnero
podia ser mejor respondedor a la Mb humana y que la Mb equina podia utilizarse en la
purificacion de los anticuerpos anti-Mb humana.

Las Mbs constituyen una familia de proteinas y esto se manifiesta en las semejanzas que

presentan en sus caracteristicas estructurales tales como secuencia de aminoacidos y estructuras

secundaria y tridimensional (Stryer 1995).

La primera parte del estudio informatico estuvo dirigida a evaluar cudl de las dos especies
animales, conejo y carnero, podria resultar mejor productora de los anticuerpos de interés. La
Mb humana difiere de la del conejo en 16 de sus 153 residuos de aminoécidos, y 8 de esas
sustituciones son conservativas. Se diferencia un poco més de la del carnero, con 23 posiciones
de aminoacidos suplantadas, de las cuales 8 son conservativas, como puede apreciarse en la
Tabla 4. Las diferencias relativamente mayores entre las Mbs humana y de carnero podrian
conducir a una mejor respuesta de anticuerpos en los animales inoculados con la Mb humana
sola, tal como lo demostraron Cooper y sus colaboradores (1984), quienes inmunizaron animales

de especies diferentes con mioglobinas heterélogas.

Ahora bien, el tipo de respuesta va a estar determinado por la presencia de epitopos reconocidos
por células B, que son las productoras de los anticuerpos, y de epitopos reconocidos por células
T del animal respondedor, las cuales cooperan con los linfocitos B para dar una respuesta de
anticuerpos T-dependiente (Unanue 1993). Dado que los sitios antigénicos de la Mb humana
para linfocitos B estan atin pobremente caracterizados, no es posible con el estudio realizado en
este trabajo hacer precisiones al respecto. No obstante, a partir del alineamiento de secuencias
(Tabla 4), se pueden hacer algunas valoraciones con relacion a los dos determinantes
topogréficos identificados por Rodda y col (1982) en la Mb humana y el segmento 15-22

reconocido como epitopo secuencial (Berzofski y Berkower 2003).



Tabla 4. Alineamiento de secuencias de mioglobinas y porcentajes de identidad. Se emple¢ el

algoritmo FASTA (Pearson 1988, 1990) implementado en el programa BioEdit (Hall 1999).

5 15 25 35 45 55
Humano GLSDGEWQLV LNVWGKVEAD IPGHGQEVLI RLFKGHPETL EKFDKFKHLK SEDEMKASED
Caballo  ........ Q. i Al S T.A.......
Conejo B LA. .. ..._. T
Carnero .......... ALl VAL ...... B T.A......
SRR EETE) BEPER) PEFE) BEPPEY EEEE) BEPFR) PEFEY BEEEES EEETY BEREE EERe |
65 75 85 95 105 115
Humano LKKHGATVLT ALGGILKKKG HHEAEIKPLA QSHATKHKIP VKYLEFISEC 11QVLQSKHP
Caballo  ..... TV, e ool Leeee i | DA ..H..H....
Conejo . .... ) A __H..H....
Carnero ..... Neoor i aa V.Ho. E..oNooooo ool DA ..H..HA...
SEREY EETRY EETREY EEERY BEPEEY PEERY B
125 135 145 Porcentajes de identidad de las mioglobinas.
Secuencia | Humano | Caballo Conejo Carnero
Humano GDFGADAQGA MNKALELFRK DMASNYKELG FQG
Humano 100 87.5 89.5 849
Caballo Nooo oLt N I N _T.AK. ... - Caballo - 100 88.8 895
Conejo  ........ Al .S....... N _1.AQ..... - Conejo - — 100 86.9
Carnero — — —_ —_
Carnero SN........ S P N ...AE..V.. ...

Los residuos de aminoacidos en las posiciones 34 y 113 (lisina y glutamina) de la globina
humana estan sustituidos en el carnero por treonina e histidina, respectivamente, y en el conejo,
ambos por histidina. Los residuos de aminoécidos en las posiciones 74, 87 y 142 (glicina, lisina y
metionina) estdn suplantados, s6lo en el conejo, el 74 por alanina y el 142 por isoleucina,
mientras que el 87 mantiene la lisina en las dos Mbs heterélogas. Aunque la mayoria de las
sustituciones son conservativas, por tratarse de determinantes antigénicos topograficos, pueden
influenciar en la conformacién del sitio, asi como también otros residuos cercanos o lejanos en la
estructura primaria, no tenidos en cuenta en el analisis. Esto lo sustenta el hecho de que la Mb

de ratén, especie que proporcioné los linfocitos para la obtenciéon de los anticuerpos



monoclonales con los cuales se caracterizaron estos dos epitopos conformacionales, tiene lisina-
acido glutamico en las posiciones 34 y 113, y treonina-glutamina-isoleucina en las posiciones 74,
87 y 142,. En el primer caso, se mantiene la lisina y el acido glutdmico sustituye a la glutamina
presentes en la Mb humana, es decir, las diferencias no son al parecer notables y, no obstante, el
sitio en el que participan estos dos residuos, resulté inmunogénico para el sistema inmunitario
de los ratones. Si se analiza el segmento 15-22, estan suplantados los residuos de aminoacidos
isoleucina 21 y prolina 22 de la Mb humana por valina-alanina y leucina-alanina, en el carnero y
el conejo, respectivamente. Por tratarse de un epitopo secuencial (Berkower y Berzofski 2003),
situado en una region de mayor movilidad, el extremo amino terminal de la molécula, pudiera

resultar inmunogénico para ambas especies animales.

En el caso de los epitopos T, se sabe que la respuesta de anticuerpos IgG va a estar influenciada
por la existencia de al menos un segmento de la proteina inmunizante capaz de ser presentado
por moléculas MHC II a linfocitos T del animal inmunizado. En las mioglobinas, cuando se
cuantific6 el namero de clones que respondian a epitopos diferentes, se evidenci6 que el grueso
de la respuesta contra la proteina completa en relacion a las moléculas MHC 1II de los animales
respondedores estaba enfocada sobre un simple sitio dentro de los residuos 102 al 118, centrado

en la posicion 109 (Berkower y col 1982, Kojima y col 1988).

De acuerdo al algoritmo AMPHI (Margalit y col 1987), la Mb humana presenta en su estructura
varios segmentos a-helicoidales anfipaticos, que podrian constituir epitopos T (Tabla 5), entre
ellos, el segmento 102-114, el cual contiene el residuo de aminoacido 109. Aunque no existe
evidencia experimental para suponer que este segmento pueda constituir un epitopo
inmunodominante en la mioglobina humana, como lo es en la de cachalote, los experimentos
con péptidos y células T han demostrado que los receptores de linfocitos T de animales de

especies diferentes son capaces de unir el mismo espectro de péptidos (Shirai y col 1995).



Tabla 5. Estudio de anfipaticidad. Segmentos anfipaticos en las mioglobinas humana,

de conejo y carnero, para el umbral de AS >4, segtin el algoritmo AMPHI .

Mioglobina humana Mioglobina de conejo Mioglobina de carnero
Bloque SA Bloque | Diferencias SA Bloque | Diferencias SA

10-19 20.77 11-18 17.17 11-17 * 15.37

28-65 96.81 28-65 * 97.70 28-48 * 59.09

58-65 19.67

69-73 13.45 70-73 10.40 70-73 11.20
102-114 28.89 102-112 * 2433 | 102-112 * 24.40
117-123 10.51 118-123 9.77 | 118-123 * 9.99
133-140 15.08 129-138 * 20.09 | 129-137 * 19.20
142-145 7.91 140-145 ok 10.28

* Diferencia en un residuo de aminodacido con la mioglobina humana.
SA: score anfipatico, suma de los indices anfipéticos de los bloques sobrelapantes.

Algunos de los segmentos anfipaticos de la Mb humana difieren en determinados residuos de
aminodcidos de los correspondientes a las Mbs de carnero y conejo (ver Tabla 4) por lo que
podrian no ser autotolerados por el animal inmunizado y resultar inmunogénicos. En
particular, la posicion clave 109 (Cease y col 1986, Kojima y col 1988) en la Mb humana esta
ocupada por acido glutamico, al igual que en el conejo, no asi en el carnero cuya globina tiene
un acido aspdrtico. Sumando este dltimo aspecto al criterio de que a menor similitud entre la
Mb inmunizante y la aut6loga se obtiene una mejor respuesta de anticuerpos, se mantuvo el

criterio de que el carnero podria ser mejor respondedor que el conejo a la Mb humana.

La conjugacién de la globina humana a la hemocianina, una proteina voluminosa bastante
alejada filogenéticamente del carnero, podria aportar epitopos T al inmunégeno y por
consiguiente un efecto T-B cooperativo mayor. Se haria asi mas factible la obtencion de
anticuerpos del isotipo IgG en una especies cuya Mb no muestra grandes diferencias con la
humana. Esto es importante en la elaboracion de un reactivo de latex-aglutinacion con
particulas de poliestireno, ya que las condiciones de la adsorcién fisica de los anticuerpos IgG

estan bien establecidas en este sistema.

La segunda parte de este estudio se dirigi6 a evaluar las similitudes de las Mbs humana y
equina con vistas a utilizar esta dltima en la purificacion de los anticuerpos anti-Mb humana.
Dado que los anticuerpos reconocen la forma mas que residuos quimicos particulares de un

epitopo (Roitt y col 2001) el estudio se centr6é en la conformacién de ambas moléculas. No



obstante, la similitud entre las Mbs humana y equina en cuanto a estructura primaria (19
sustituciones de residuos de aminoacidos con 6 conservativas) es elevada (89.5 %; Tabla 4) y
constituye un elemento a favor del empleo de la Mb equina en sustitucion de la humana. En
btsqueda de otros elementos se hicieron los estudios de protuberancia y de superposiciéon de

ambas proteinas.

Mioglobina humana

El anélisis de protuberancia, segtin el algoritmo 2of
1S5
ELLIPSE (Thornton y col 1986), mostrd perfiles 10 WN
5k 1 I

. . ’ o S0 100 150
muy semejantes para las Mbs humana y equina Miocglobina equina
20
(Figura 4, cuadros superior y medio, - WWWW
. . sL . ,
respectivamente), los cuales se superponen casi o 50 100 150

Miocglobina humana + equina

perfectamente (Figura 4, cuadro inferior). Dado fg B
que el grado de accesibilidad al medio es uno o _ . _ _

o 50 100 150

de los factores que influye sobre Ila No. de residucs

Figura 4. Estudio de protuberancia.
inmunogenicidad, es de esperar que los anticuerpos que se produzcan contra los sitios mas
expuestos de la Mb humana reaccionen cruzadamente con sitios similares en la superficie de la

Mb equina.

Para el estudio de superposiciéon fue necesario modelar la estructura tridimensional de la
mioglobina humana salvaje. EI principio del método es comparar y alinear la secuencia de
aminodcidos de la proteina bajo estudio con otra mioglobina de elevada homologia. Se
seleccion6 una Mb humana recombinante, la cual tenia sustituida la arginina 45 por lisina y la
cisteina 110 por alanina (Hubbard y col 1990). La modelacién conllevé la sustituciéon de esos
residuos y la orientacién de sus cadenas laterales de tal modo que no produjeran interferencias
estéricas con las cadenas laterales de los
residuos cercanos mediante el programa Swiss

PDBViewer.

El estudio de superposicién con el programa
SWISS PDBViewer (Guex y Peitsch 1997, Guex
y col 1999) confirmé los resultados de

protuberancia (Figura 5). El RMSD (del inglés,

RMSD =0.75

“root mean square desviation”) fue de 0.75 A,



cuando se tuvo en cuenta sélo los carbonos a, y de 1.81 A al considerar ademés los nitrégenos y
los oxigenos de los grupos carboxilicos, lo cual indica un alto grado de similitud y justifica el
empleo de la Mb equina, disponible en el mercado, en la purificacién de los anticuerpos anti-Mb

humana.

3.1.2 La combinacion de las cromatografias de exclusion molecular en Superose 12 e
intercambio aniénico en Mono Q rindié una Mb humana de pureza elevada (RZ = 3.6)
Un factor principal a tener en cuenta en la produccién de anticuerpos policlonales es la pureza

del inmunégeno. De este modo se favorece una respuesta dirigida hacia la molécula de interés y
no se desvia el sistema inmunitario hacia la produccién de otros anticuerpos contra
contaminantes que, en ocasiones, pueden resultar tan o mas inmunogénicos que el antigeno de
interés (Dresser 1986). Este es el caso de la Hb, la cual constituye uno de los principales
contaminantes en las preparaciones de Mb, y que puede resultar mas inmunogénica, si se tiene

en cuenta que cuadruplica la masa molecular de la Mb.

El aislamiento y la purificacion de la Mb se han visto favorecidos por el alto contenido de esta
proteina en el musculo y, en particular, en aquellos donde la deficiencia de oxigeno constituye
una amenaza para la vida, como el corazén humano. Varios métodos han sido descritos para
extraer la Mb del musculo y separarla de su contaminante principal y mdas abundante, la
hemoglobina, la cual se libera de los vasos sanguineos cuando se destruye el tejido en el proceso
de extraccion de las proteinas. La separaciéon de ambas moléculas se ha visto facilitada a su vez
por la capacidad que tiene la Mb de permanecer soluble en soluciones concentradas de sales. El
método de extraccion de Hapner, utilizado en este trabajo y por otros grupos (Berzofski y col
1982), se basa en la precipitaciéon diferencial de la Hb con sulfato de amonio. La Mb contenida
en el sobrenadante esta parcialmente purificada y ha sido utilizada en determinados fines

(Nishida y Nishida 1985, O’Brien y col 1992).

Se decidi6 iniciar el proceso de purificaciéon de la mioglobina a partir del extracto con la
cromatografia de exclusiéon molecular, la cual ha sido empleada por diferentes autores (Warris
1978, Sawhney y col 1985, Han y col 1994) desde que Berman y Kench (1963) la utilizaran por
primera vez con este propdsito. Para ello se evaluaron varios soportes (resultados no
mostrados) y se seleccion6 la filtracion en Superose 12 (Figura 6). La eleccion de una
cromatografia de exclusién molecular como primera etapa se fundament6 en la diferencia de

masa molecular (1:4) entre la mioglobina y la hemoglobina. Este tipo de cromatografia



permitiria, desde el punto de vista tedrico, la obtencién de una fraccién de Mb libre de Hb o de

una parte de ella.

En el perfil cromatografico del extracto de miocardio en columna de Superose 12 se destacaron
dos fracciones mayores con tiempos de retencién de 26 (pico II) y 29 minutos (pico III). Ambas
fracciones presentaron una coloracién parda rojiza intensa y contenian Mb y Hb, como lo
evidenciaron los ensayos de inmunoaglutinacién (inserto Figura 6). Esto demuestra que ni la
extraccion de las proteinas del musculo con sulfato de amonio a una saturacién del 70 % ni la
filtracién molecular, ni la combinacién de ambas, fueron suficientes para separar completamente

ambas moléculas.

Hb - % % . - Ensayos de latex- Figura 6. Cromatografia en Superose 12.
Mb - v % - - . Adutnacion(Tiwlo) | Perfi] cromatografico del extracto de

M miocardio en Superose 12 HR 10/30. Tampoén
de corrida: Tris-HCl 0.2 mol/L pH 8.6.
Velocidad de flujo: 0.5 mL/min. Se aplicaron
500 pL de extracto y se colectaron fracciones
de 1 mL. Inserto: Resultados de los ensayos de
latex-aglutinacion HEMOLEX y RAPITEX
para Hb y Mb.
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Para continuar el proceso de purificacion
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de Mb y menor contenido de Hb (inserto
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Figura 6). Se utiliz6é la cromatografia de

intercambio aniénico, la cual ha sido empleada con éxito por diferentes autores (Akeson y
Theorell 1960, Brown 1961, Yamazaki y col 1964). Se utiliz6 el intercambiador aniénico Mono Q
y un gradiente salino y lineal. El perfil cromatogréfico obtenido se muestra en la Figura 7. Se
pueden observar dos méaximos bien separados con tiempos de retencién de 6 y 15 minutos. En
la fracciéon I la Mb se encontré libre de Hb con pocos contaminantes. El pico II contenia Hb

acompafnada de Mb, segtin los resultados de los ensayos de inmunoaglutinacion (inserto Fig. 7).



La corrida isocratica a pH 8.6 y fuerza iénica baja (Tris-HCl 0.006 mol/L) debia propiciar la
tijacién de la Hb y la elucion de la Mb, o la fijacion de ambas y su elucion diferencial, atendiendo
a los puntos isoeléctricos (pl) de la Hb y la Mb que corresponden a 6.8 y 7.2, respectivamente
(Ravnskov 1975). El resultado fue que la Mb emergi6é en dos momentos diferentes: la mayor
parte durante la corrida isocrética (pico I), que era lo previsto, y el resto (pico II) -acompafiada
de Hb- durante el gradiente. Estos resultados no fueron tan inesperados, pues también
Yamazaki y sus colaboradores (1964), al someter el extracto de miocardio a cromatografia en
DEAE-celulosa, en condiciones muy similares a las empleadas en este trabajo, recuperaron la
Mb equina dividida en dos fracciones principales, una que no se retuvo en el intercambiador y

otra que permanecio fija hasta que se aplico el gradiente de fuerza iénica.

Hb - Y Ensayos de litex- Figura 7. Cromatografia en Mono Q.
Mb vt Y aglutinacion (Titulo) Perfil cromatografico en columna de
Mono Q HR 5/5 del pico III de la
filtraciéon en Superose 12 del extracto de
miocardio. Corrida isocratica durante 10
minutos con tampén Tris-HCl 0.006
mol/L pH 8.6. Gradiente lineal durante
10 minutos. Tampén inicial: Tris-HCI 0.06
mol/L pH 8.6. Tampén final: Tris-HCl
- 0.06 mol/L NaCl 1 mol/L pH 8.6.
Velocidad de flujo: 1 mL/minuto. Se
aplicaron 3 mL de muestra y se colectaron
fracciones de 1 mL. Inserto: Resultados de
los ensayos de latex-aglutinacion
Tiempo de retencidn (min) HEMOLEX y RAPITEX para Hb y Mb.
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Al recromatografiar en Mono Q el pico II de la primera corrida se obtuvo un patrén de eluciéon
similar (Figura 7), es decir, una parte de la Mb eluy6 durante la corrida isocratica y la otra,
durante el gradiente. También Perkoff y col (1962), quienes hicieron una pormenorizada
caracterizacion de la Mb humana (ellos obtuvieron tres fracciones con la proteina en el
intercambiador aniénico), al recromatografiar separadamente cada uno de dos de los picos,
recuperaban siempre dos fracciones. Estos resultados les hicieron sugerir a Perkoff y sus
colaboradores que estas formas de la mioglobina humana son interconvertibles, algo que

también fue sugerido por Miyoshi y col (1968).



Con vistas a obtener una Mb de pureza elevada se procedi6 a recromatografiar en Superose 12 la
fraccién I de Mono Q. Como puede verse en la Figura 8, se obtuvo un pico bien definido que
arroj6 una banda tnica con la tincién de plata en la electroforesis SDS-PAGE, libre de los

contaminantes de la fracciéon I de Mono Q (inserto Figura 8). A partir de este momento se

nombrard Mb humana pura (Mbhp)

g A E Mawe B esta fraccion de la segunda filtracion en
o

Q Superose 12.
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g ) = Figura 8. Recromatografia en Superose 12.
'g :: . Perfil de la cromatografia en Superose 12
2 at | : . de la fracciéon I de Mono Q. Tampén de
< s B corrida: Tris-HCl 0.2 mol/L pH 8.6.

Velocidad de flujo: 0.5 mL/min. Se
aplicaron 500 pL de la muestra y se
colectaron fracciones de 1 mL. Inserto:
Electroforesis SDS-PAGE en gradiente 10-
15% de archilamida. Tincién con nitrato de
plata. De izquierda a derecha: Patrones de

peso molecular (PPM), extracto de
miocardio (E), fracciéon I de Mono Q y
fracciéon de la recromatografia en Superose

12 (Mbhp).
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Con relacién al rendimiento, en cada proceso de purificacién se parti6 de 30 mg de proteinas
totales (500 pL de extracto) que consistio de: una corrida en Superose 12, seis cromatografias en
Mono Q y una recromatografia en Superose 12. Finalmente, en el pico obtenido en esta tltima
se recuperaron un total de 10 mg de Mb humana pura. Esto da una recuperacién total de 200
mg de Mbhp (10 mg x 20 procesos de purificacion) que corresponden a 1.32 mg de Mb

recuperada por gramo de musculo cardiaco procesado (198 mg/150 g de tejido).

El método de purificaciéon de Mb humana que se propone es novedoso y permite obtener la
proteina con un alto grado de pureza. Los tiempos de retencién fueron similares en las 40
corridas realizadas en Superose 12 y en las mas de 100 en Mono Q, lo que confirma la

reproducibilidad del método propuesto. En el afio 2001, la Mb humana producida por Research

Diagnostics Inc (web:http://www.researchd.com) fue seleccionada por la Internacional
Federation of Clinical Chemistry como Estandar Internacional. Esta Mb humana estdndar es
preparada mediante “varios pasos cromatogréaficos que incluyen la filtracién en gel y la

cromatografia de intercambio aniénico” con una pureza similar en SDS-PAGE a la obtenida por


http://www.researchd.com/�

nosotros mediante filtracion en Superose 12 'y cromatografia en Mono Q
(web:http/ /www.researchd.com). En cuanto al rendimiento, tomando en cuenta el valor
referido por Swaanenburg y col (2001) de 2.4 mg de Mb por g de tejido cardiaco, se considera
satisfactorio, ya que se recupera el 55 % de la hemoproteina contenida en el musculo cardiaco.
Este resultado es superior al informado por otros autores. Por ejemplo, Yamazaki y col
informaron una recuperaciéon de 0.8 g de Mb cristalizada a partir de 2 kg de musculo cardiaco,

bastante inferior al obtenido por nosotros (60 mg/150 g vs 198 mg/150 g).

3.1.3 El método de purificacion rindié la forma oxi de la mioglobina humana y la focalizacion
isoeléctrica sugiere la presencia de dos variantes isoeléctricas de esta proteina
La caracterizacion bioquimica de la Mb humana purificada incluyé la estimacion de la masa

molecular, su espectro de absorcién y la focalizacion isoeléctrica, ademas de su evaluacion

antigénica con el anticuerpo del reactivo comercial RAPITEX.

La masa molecular de la Mb humana fue bastante similar por los dos métodos ensayados: 17 500
Da por filtracion molecular en Superose y 17 700 Da por SDS-PAGE, valores que se
corresponden con el informado para la Mb humana del musculo esquelético (17,500 Da) por

Perkoff y col (1962), Dombroskii y Poverennii (1981) y Nishida y col (1985).

El espectro de absorcién mostré los cuatro maximos caracteristicos de la oxiMb humana a 280,
418, 555 y 582 nm (Figura 9) con un cociente DO 418nm/DO 280 nm = 3.6, similar al informado
por Yamazaki y col (1964) y Suzuki y col (1983), el cual constituye un indice del grado de pureza

de la proteina.

A focalizacion isoeléctrica se someti6 la Mb humana pura, obtenida mediante la recromatografia
en Superose 12 de la fraccion I de Mono Q. Como se muestra en la Figura 10, se evidenciaron
dos variantes con puntos isoeléctricos cercanos a 6.9 y 7.3. Este comportamiento fue similar al
del patrén de Mb equina de la Pharmacia LKB con dos variantes de pls 6.9 y 7.3 (Phast System
Development Technique file No. 200. Pharmacia LKB Biotechnology).
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La heterogeneidad de las Mbs ha sido un tema de interés desde que en 1956 Antonini y Rossi-
Fannelli la informaron por primera vez (Akeson y Theorell 1961, Brown 1961, Atassi 1964,
Yamazaki y col 1964, Strausser y col 1966, Miyoshi y col 1968). En estos trabajos los autores
informaron la distribucién de la hemoproteina en fracciones diferentes en la electroforesis y en
intercambiadores i6nicos, lo que les hizo sugerir la existencia de variantes principales y menores
de las Mbs. Para Kossman y col (1964) los componentes menores eran artefactos, mientras que

para Hapner y col (1968) podian resultar de la hidroélisis de residuos de glutamina o asparagina.

En este trabajo, la Mb en la cromatografia en Mono Q eluy6 en dos momentos diferentes y esto
pudiera corresponderse con los resultados de la focalizacion isoeléctrica. La variante de menor
pl (6.8) no se retuvo en el intercambiador aniénico, mientras que la de pI mas alto (7.3) quedo6
inmovilizada junto con la Hb. Estas variantes de la Mb pudieran ser producto de la hidrolisis de
los residuos glutamina y asparagina, como lo sugirieron Hapner y col (1968). Dado que estos
residuos de aminodacidos estdn presentes en la estructura primaria de la Mb y algunos en sitios
accesibles al solvente como el extremo amino, su hidrélisis daria lugar a los 4dcidos glutdmico y
aspdrtico, lo cual provocaria un aumento de la carga negativa de la globina que favoreceria su
retencién en los intercambiadores anidnicos. En la proteina de cachalote recombinante se
manifesté un fendmeno similar con una técnica de elevado poder resolutivo, el cromatoenfoque,
la cual detect6 dos variantes: una que se mantuvo retenida en la columna y otra que eluy6 con el

cambio de pH (Kang y Frey 2003). Estos y otros elementos sustentan que algin fenémeno



espontaneo, como la hidrdlisis de aminodcidos, pudiera ocurrir, dando lugar a un equilibrio de

dos formas isoeléctricas, tal como se manifest6 en la recromatografia del pico II de Mono Q.

Las capacidades antigénicas de la Mb humana se evaluaron a lo largo del proceso de
purificacién mediante los ensayos de latex-aglutinacion. La hemoproteina fue reconocida en las
diferentes fracciones que la contenian por los anticuerpos de conejo anti-Mb humana del
reactivo RAPITEX. No estan informados en ninguno de los trabajos revisados relacionados con
la produccién y utilizacion de anticuerpos anti-Mb humana (Grachev y col 1982, Katus y col
1988, Konings y col 1989, Moscoso y col 1990, Borque y col 1991) diferencias inmunoquimicas
con relacién a las posibles variantes de la hemoproteina. Sé6lo Crumpton (1974) se refiri6 a

ligeras diferencias entre la Mb y la apoMb, carente esta tltima del grupo hemo.

3.1.4 Se obtuvieron titulos aceptables de anticuerpos anti-Mb humana en carnero con el
conjugado Mb humana-hemocianina. Estos anticuerpos tuvieron una reactividad cruzada
elevada con la Mb equina

A partir de 1927 (Hecktoen y col) y hasta nuestros dias se han publicado un gran namero de

trabajos que describen la produccién de anticuerpos contra Mbs de especies diferentes en una
variedad también de animales vertebrados. Rodriguez (1989) relacioné un grupo bastante
representativo de esos protocolos de inmunizacién, donde se emple6 la Mb sola. Por tratarse de
una proteina de baja masa molecular que presenta gran similitud entre las especies animales
(Hurrell y col 1977) constituye un mal inmunégeno y nuestras experiencias en especies animales

diferentes lo confirman (resultados no mostrados).

En este trabajo se inmunizaron conejos y carneros siguiendo un esquema similar a los
propuestos por Yakulis y Heller (1962), Strausser (1966), Stone y col (1975) y Kranen y col (1999),
los cuales se caracterizan por dosis altas y repetidas del inmunégeno, empleo de la via
subcutdnea o intramuscular y adyuvante de Freund. Se obtuvieron titulos modestos de
anticuerpos, tanto en conejo (Figura 11A) como en carnero (Figura 11B), empleando como
inmunégeno la Mb humana sola. No obstante, los antisueros de carnero mostraron titulos
ligeramente superiores (1/800) con relacién a los de conejo (1/400). Se podria argumentar que
estd de acuerdo a lo planteado por Cooper y col (1984), quienes sugirieron que la respuesta de
anticuerpos contra una Mb va a estar influenciada por las diferencias de secuencia de
aminodcidos entre la Mb ex6gena y la del animal que va a ser inmunizado. Siguiendo este

razonamiento, las diferencias relativamente mayores entre las Mbs humana y de carnero (Tabla



4) conducen a una mejor respuesta de anticuerpos en los animales inoculados con la Mb humana

sola.

Los titulos mayores de anticuerpos correspondieron a los carneros inmunizados con el
conjugado Mb-KLH (Figura 11C), llegando hasta 1/6,400 frente a la Mb homoéloga en el ELISA
indirecto para anticuerpos del isotipo IgG. En este caso, se suma el aporte de epitopos T que
hace la hemocianina, lo cual facilita la cooperacién T-B y una respuesta madura de anticuerpos.

Estos resultados lo convierten en el inmunégeno de eleccion para la obtenciéon de anticuerpos

anti-Mb humana.
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Fig 11. Titulacién de los anticuerpos anti-Mb humana obtenidos en conejo y carnero. (A) Inmunizacién
de conejos con Mb humana. (B) Inmunizacién de carneros con Mb humana. (C) Inmunizacién de carneros
con MbH-KLH. Procedimiento: ELISA indirecto con Mb humana (10 pg/mL) en el tapizado, diluciones
dobles de los sueros, conjugado anti-IgG de conejo (dil 1/10,000) o anti-IgG de carnero (dil 1/5,000) con
peroxidasa y revelado con H>O»-OPD). Valor de corte 0,3. SNCo: suero normal de conejo. SNCa: suero
normal de carnero. Cada punto es el promedio de tres determinaciones + SD.

Para conocer la capacidad de estos antisueros de reaccionar cruzadamente con la Mb equina, se
enfrentaron en un ELISA a la Mb heter6loga. Se muestran en la Figura 12 los resultados
correspondientes a los antisueros de conejo (A) y de carnero (B) inmunizados con la Mb humana
sola, asi como los correspondientes a los antisueros de carnero inmunizados con el conjugado
Mb-KLH (C). Los tres tipos de antisueros manifestaron reactividad cruzada frente a la Mb

equina, aunque reaccionaron con menor intensidad que frente a la Mb homdloga.
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Figura 12. Estudio de reactividad cruzada de los anticuerpos anti-Mb humana frente a la Mb equina.
(A) Antisuero de conejo. (B) Antisuero de carnero inmunizado con Mbh sola. (C) Antisuero de carnero
inmunizado con Mbh-KLH. Procedimiento: ELISA indirecto con Mb humana o equina (10 pg/mL) en el
tapizado y anticuerpos anti-IgG de conejo o carnero conjugados con peroxidasa. Cada punto es el
promedio de tres determinaciones + SD.

Los porcentajes de identidad inmunoquimica entre las Mb humana y equina con los 3 tipos de
antisuero fueron altos, lo que era de esperarse, pues las mioglobinas constituyen una familia de
proteinas que comparten caracteristicas estructurales y funcionales, pero hubo diferencia
significativa (p < 0,05) entre el antisuero de conejo y el de carnero inmunizado con Mb-KLH
(Tabla 6). Esta diferencia en el grado de reactividad cruzada se le pudiera atribuir a una mayor
afinidad de los anticuerpos que se obtuvieron con el conjugado Mb-KLH producto de una
respuesta mas madura al disponer este inmunégeno de un mayor namero de epitopos T (Roitt y

Delves 2001).



Tabla 6. Identidad inmunoquimica entre las mioglobinas
humana y equina determinada por ELISA.

Antisuero de: Inmundgeno % de identidad*

A. Conejo Mioglobina humana 7412 £291 a
B. Carnero Mioglobina humana 78.28 £ 3.09 ab
C. Carnero KLH-Mb humana 83.25 +2.84 bc

*Se calcul6 el porcentaje de identidad tomando como 100 % la absorbancia correspondiente a la Mb
humana (Figura 10). Los porcentajes que se muestran en la tabla corresponden a la media de los
porcentajes obtenidos para cada diluciéon (n = 6). Hubo diferencia con significacién estadistica
(p < 0,05) segtin la prueba de Rangos Multiples de Duncan entre los antisueros de conejo y carnero
Mb-KLH.

3.1.5 Los antisueros anti-Mb humana fueron reactivos con la hemoglobina humana. Esta
reactividad fue eliminada cuando los anticuerpos se purificaron con Mb equina
Por ser la Hb un posible contaminante de los sueros sanguineos en los que se determinara la

presencia de Mb, se evalué la capacidad de los antisueros generados contra la Mb humana de
reaccionar con la Hb homénima. A pesar de haberse inmunizado los animales con una Mb de
pureza elevada, de acuerdo a los criterios bioquimicos empleados en este trabajo, los antisueros
anti-Mb producidos en conejo y carnero reaccionaron con la Hb humana. En la Figura 13 se
presentan resultados representativos con el antisuero de carnero fabricado con el conjugado
Mb-KLH como inmunoégeno. Este resultado inesperado podria deberse a la generaciéon de
anticuerpos contra trazas de la Hb no reveladas por los métodos bioquimicos empleados en la

evaluacion de la Mb purificada pero si detectadas por el sistema inmunitario de los animales.
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Otra causa pudiera ser la capacidad de los anticuerpos anti-Mb de reaccionar con las dos
hemoproteinas. Esto lo creemos menos probable dado que, aunque ambas globinas son muy
similares en cuanto a la estructura tridimensional de sus cadenas, los residuos de aminoécidos

en su superficie, principales responsables del caracter antigénico, son muy diferentes (Stryer



1995; comunicacién personal de Atassi en 2007). Este resultado, entre otros propésitos, hizo
necesario desarrollar un método de purificacién de los anticuerpos que permitiera eliminar esta

interferencia.

El empleo de anticuerpos policlonales como ligando en los reactivos de particulas de latex
requiere de su purificacion, ya que ellos estdn acompafiados en el suero de otras muchas
proteinas, anticuerpos o no, que pueden competir con el anticuerpo de interés por la superficie
de las particulas de latex. A esto se suma que pudieran contener poblaciones de anticuerpos
contra contaminantes que interfieren en las determinaciones, dando lugar a resultados positivos

falsos. Este seria el caso de los anticuerpos reactivos con la hemoglobina humana.

El método de purificacion de los anticuerpos anti-Mb empleado comunmente es la
cromatografia de afinidad en columnas de Sepharose 4B con la Mb homoéloga como ligando. En
este trabajo se utilizo la Sepharose 4B a la cual se ligé la Mb humana y la Mb equina, ademas de

un inmunoabsorbente de Mb equina polimerizada con glutaraldehido.

La purificacion de los anticuerpos mediante Sepharose 4B-Mb humana arrojé un rendimiento de
0.28 mg de anticuerpo por mL de suero y con Mb equina, de 0.22 mg de anticuerpo/mL. Con el
inmunoabsorbente de Mb de caballo polimerizada con glutaraldehido la recuperacién fue
superior, sobre todo con respecto a la Sepharose 4B-Mb equina, pues se obtuvieron 0.3 mg de

anticuerpo/mL de suero (Tabla 7).

Segtin Boegman y Crumpton (1970), quienes ensayaron diferentes inmunoadsorbentes para la
purificacién de anticuerpos anti-Mb, la Sepharose-Mb resulté el mas eficiente para este
proposito. Tal criterio ha sido sustentado por el trabajo de otros investigadores (Nishida y col
1985, Moscoso y col 1990). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la
polimerizacién de la Mb equina con glutaraldehido constituye una alternativa novedosa y
econdémica para la purificacion de grandes cantidades de anticuerpos anti-Mb humana a partir

de suero sanguineo.



Tabla 7. Resultados de la purificaciéon de anticuerpos anti-mioglobina humana.

mL de suero de carnero | mg de Ac mg de Ac recuperado
Tipo cromatografia (titulo 1/6400) recuperado* /mL de suero
Sepharose 4B-Mb humana 50 14+£25 0.28
Sepharose 4B-Mb equina 50 11+£23 0.22
Inmunoabsorbente MbE 50 15+1.8 0.30

*Resultados correspondientes a 5 procesos de purificacion

Para estimar el grado de recuperacion de anticuerpos especificos en cada uno de los métodos de
purificacién ensayados, se titularon por ELISA los anticuerpos purificados y se compararon con
el antisuero original. En la Figura 14 se presentan los resultados correspondientes a uno de los

carneros inmunizados con el conjugado Mbh-KLH (carnero 4).
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Figura 14. Titulacién de los anticuerpos anti-Mb humana purificados. Anticuerpos obtenidos en carnero
con Mb-KLH y purificados mediante: (A) Sepharose 4B-Mb humana, (B) Sepharose 4B-Mb equina y (C)
Inmunoabsorbente de Mb equina polimerizada con glutaraldehido. Procedimiento: ELISA indirecto con
Mb humana (10 pg/mL) en el tapizado, diluciones dobles del antisuero original correspondiente al
carnero 4, de los Ac purificados concentrados hasta el volumen original del antisuero y del suero pre-
inmune, conjugado anti-IgG de carnero (dil 1/5,000) con peroxidasa y revelado con H>O, -OPD). SNCa:
suero normal de carnero. Cada punto es el promedio de tres determinaciones + SD.

Con los valores de absorbancia se calcularon los porcentajes de recuperaciéon que
correspondieron a 68.83 + 4.17 % con Sepharose 4B-Mb humana, 59.33 + 2.66 % con Sepharose
4B-Mb equina y 78.5 + 4.14 % con la Mb equina polimerizada (Tabla 8).



Tabla 8. Porcentajes de recuperacion de anticuerpos en la purificacion.

Método de purificaciéon Porcentaje de recuperaciéon de Ac
Sepharose 4B-Mb equina 59.33 £ 2.66 a
Sepharose 4B-Mb humana 68.83 +4.17

Mb equina polimerizada 78.5+4.14 C

*Se calculé tomando como 100 % la absorbancia correspondiente al antisuero de partida. Los porcentajes
que se muestran constituyen la media de los porcentajes obtenidos para cada dilucién (n = 6). Hubo
diferencias con significacion estadistica (p < 0,05) segtin la prueba de Rangos Mdltiples de Duncan.

Boegman y Crumpton (1970) recuperaron con matriz de Sepharose mas del 72 % del anticuerpo
anti-Mb adicionado. En nuestro caso, los resultados no fueron muy diferentes. Con la matriz de
Sepharose hubo una mayor recuperacién cuando se utilizé la Mb humana como ligando (68.83
4.17 frente a Mb humana vs 59.33 + 2.66 frente a Mb equina), como era de esperarse, por ser el
antigeno homoélogo. No obstante, la capacidad de unir anticuerpos de la Mb equina
polimerizada con glutaraldehido fue superior (78.5 +4.14) al de las dos matrices de Sepharose-
Mb, lo cual puede atribuirse a la cantidad de Mb en el polimero, a su accesibilidad o a ambos

factores.

Los inmunoadsorbentes Sepharose-Mb y Mb polimerizada fueron usados sucesivamente
después de su reequilibrio con tampoén fosfato 0.1 mol/L pH 7 unas 20 veces sin que se detectara
disminucién en sus capacidades de adsorciéon ni alteracion en la especificidad de los
anticuerpos, demostrado esto por ELISA. Los anticuerpos purificados con la Mb equina dejaron

de ser reactivos frente a la hemoglobina humana (Figura 13).

3.1.6 Los anticuerpos anti-Mb humana purificados frente a la mioglobina equina
funcionaron satisfactoriamente en el ensayo de latex aglutinacion
Llegado a este punto, era necesario demostrar que los anticuerpos anti-Mb humana generados y

purificados podian funcionar en un ensayo de latex-aglutinaciéon para la deteccion de Mb
humana en suero sanguineo. Para ello se prepararon 2 reactivos: el A recubierto con los
anticuerpos purificados con la Mb humana y el B, con los anticuerpos purificados con la Mb

equina.

La primera evaluacion consistié en enfrentarlos en un ensayo de aglutinacion en lamina a los
controles positivo y negativo del reactivo de referencia RAPITEX (Behring). Ambos reactivos A
y B aglutinaron francamente con el control positivo y no tuvieron reactividad con el control

negativo. Esto significa que los anticuerpos adsorbidos a las particulas de latex fueron capaces



de reconocer la Mb humana, independientemente de haber sido purificados con la Mb humana
o la heter6loga. También se enfrentaron ambos reactivos A y B a concentraciones diferentes de
Mb humana en SHN. En la Tabla 9 puede apreciarse que hubo correspondencia entre la
concentracion del analito y la intensidad de la agregaciéon de las particulas, aunque las
aglutinaciones aparecieron més tempranamente con el reactivo B preparado con los anticuerpos

anti-Mb humana purificados frente a la Mb equina (45 seg vs 60 seg, 60 seg vs 120 seg y 150 seg

vs 200 seg).
Tabla 9. Ensayo de los reactivos A y B frente a concentraciones diferentes de Mb humana.
Concentraciones de mioglobina equina
Reactivo 1000 ng/mL 500 ng/mL 100 ng/mL
A
(Ac purificados ++++ +++ +
frente a Mb 60 seg 120 seg 200 seg
humana)
B ++++ ++++ ++
(Ac purificados 45 seg 60 seg 150 seg
frente a Mb equina)

Se evaluaron ademads los reactivos A y B frente a los sueros de tres pacientes con diagndstico
final de IAM. Se repiti6 el comportamiento observado en la Tabla 9, es decir, las aglutinaciones

con el reactivo B se manifestaron mas rapidamente que con el reactivo A (Tabla 10).

Tabla 10. Ensayo de los reactivos A y B frente a los sueros de pacientes con IAM.

Tiempo en horas*
Paciente | Reactivo 0 2 4 6 ) 12 16 18 24
1 A nd - - ++ nd + - nd _
180 seg 240 seg
B nd +++ ++++ +++ nd +++ +++ nd +
70 seg | 45 seg | 70 seg 90 seg | 90 seg 240 seg
2 A ++++ nd nd nd +++ nd +++ nd -
60 seg 60 seg 65 seg
B ++++ nd nd nd ++++ nd - nd -
30 seg 45 seg
3 A ++++ nd nd ++++ nd ++++ nd - -
45 seg 45 seg 45 seg
B ++++ nd nd ++++ nd ++++ nd + +
30 seg 45 seg 45 seg 210 seg | 280 seg

nd = no determinado; *el tiempo cero corresponde al momento del ingreso.
De los resultados anteriores se desprende la potencialidad que tienen los anticuerpos anti-Mb

humana, tanto los purificados con la proteina homoéloga como los purificados con la proteina




heteréloga, de ser utilizados en la obtencion de un reactivo de latex-aglutinacién en lamina para
la deteccion de Mb humana en el suero. No obstante, los anticuerpos purificados con la Mb
equina manifestaron una mejor reactividad al provocar reacciones de aglutinacién en un tiempo

mas corto.

3.2 Segunda parte.

Los resultados obtenidos en la primera etapa sirvieron de base para proponer un flujo
tecnolégico con vistas a escalar la producciéon del reactivo de latex aglutinacion para la
determinacién de mioglobina y evaluar su comportamiento en el diagndstico del infarto agudo

del miocardio.

3.2.1 La cromatografia en DEAE Sepharose Fast Flow permitio obtener, en una sola etapa, una
Mb humana de pureza aceptable (RZ = 3.2) para la inmunizacién de los animales
El analisis de los resultados alcanzados en la primera parte del trabajo, en particular, la

reactividad de los antisueros anti-Mb humana frente a la Hb humana y su eliminacion posterior
mediante el método de purificacion con Mb equina, permitié simplificar el proceso de
purificaciéon de la Mb humana a utilizar como inmunégeno en el proceso productivo. Los
resultados obtenidos en la cromatografia en Mono Q (Figura 7) sugirieron el intercambio

aniénico como alternativa.

Después de realizada la extracciéon de la Mb del masculo cardiaco mediante el método antes
descrito (Hapner 1968), se concentré el extracto obtenido a partir de 250 g de tejido cardiaco,
ahora hasta una concentracién de 100 mg de proteinas totales por mL, para un volumen total de
10 mL (1,000 mg de proteinas totales). El proceso de purificaciéon consistié de una cromatografia
en DEAE Sepharose Fast Flow (Figura 15), que es la recomendada por Pharmacia-LKB (1989)

para escalar las purificaciones con Mono Q.

Los resultados arrojaron dos fracciones cromatogréficas principales (II y VI), ambas
intensamente coloreadas, una que sali6 durante la corrida isocratica y otra que quedo atrapada
en el tope de la columna. Esta fraccion VI eluy6 totalmente cuando se aplicé la solucién

amortiguadora de alta fuerza iénica.

Las pruebas inmunoquimicas realizadas a ambas fracciones evidencié la presencia de Mb en la
fraccion II (titulo 1/32) y la de Hb en la fraccion VI (titulo 1/32), con los reactivos de referencia

MIOLEX y HEMOLEX, respectivamente (inserto superior Figura 13).
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Figura 15. Perfil cromatografico del extracto de miocardio en DEAE-Sepharose Fast Flow. Tampoén Tris-
HC1 0.02 mol/L pH 8.6 (1 L) y tampén Tris-HCI 0.02 mol/L NaCl 1 mol/L pH 8.6. Velocidad de flujo 10
mL/min. Volumen de muestra 10 mL, fracciones 10 mL. Inserto superior: Resultados de los ensayos de
latex-aglutinacion HEMOLEX y MIOLEX para Hb y Mb. Inserto interior: Electroforesis SDS-PAGE en
gradiente 10-15% de archilamida. Tincién con nitrato de plata del pico II de la cromatografia.

Como se aprecia en la electroforesis (inserto interior Figura 13), el pico II presenta, ademas, otros
3 componentes en concentraciones bajas, de acuerdo a la intensidad de las bandas y al nivel de
deteccion de la técnica de tincién con nitrato de plata (0.3-0.5 ng de proteina por banda por cada
pL aplicado). De manera que el procedimiento utilizado permite liberar a la Mb de una buena
parte de las proteinas acompafiantes y, en particular, de la hemoglobina, similar a lo ocurrido en

la cromatografia en Mono Q (Figura 7).

El espectro realizado al pico II correspondi6 a la forma oxi de la mioglobina y fue similar al que
se obtuvo previamente (ver Figura 10). El RZ calculado (DO 418 nm/DO 280 nm) fue 3.2, lo

cual indica un grado de pureza aceptable para los propésitos de la inmunizacion.

El método de purificacién de Mb de un solo paso cromatografico en DEAE-Sepharose Fast Flow
permitié la obtencién de una fraccion (pico II) que contiene unos 341 mg de proteina, dado que

los resultados de tres extractos y tres cromatografias arrojaron una media de 341 + 8.25 mg de



proteina. Esto corresponde aproximadamente a 1.36 mg de Mb por gramo de musculo cardiaco
(341 mg/250 g de tejido), resultado muy similar al alcanzado en la primera etapa con la

combinacion de las cromatografias en Superose 12 y Mono Q (1.32 mg/g de masculo).

El método tuvo una reproducibilidad excelente, de acuerdo a los perfiles obtenidos en tres
corridas cromatograficas realizadas y a los RZ calculados para la fraccién II (3.3, 3.4 y 3.4), por lo
que es adecuado para el escalado productivo, ya que permite recuperar en una sola etapa
cromatografica 341 mg de Mb humana, cuyo grado de pureza se monitorea con las lecturas de
absorbancia a 418 y 280 nm y el calculo del RZ. Este proceso posee ademas la ventaja de que no
requiere necesariamente un FPLC, equipo costoso que encarece el proceso productivo, ya que la

matriz puede ser utilizada en un equipo convencional, con resultados similares.

3.2.2 Resultaron factibles el escalado del programa de inmunizaciéon en carneros con empleo
del conjugado Mb-KLH y la purificacion de los anticuerpos anti-Mb humana con el
inmunoabsorbente de Mb equina

Se seleccioné el esquema de inmunizacion en carneros que utiliza la Mb conjugada a KLH, con

el que previamente se lograron los mayores titulos frente a la Mb humana (Figura 11). Los
resultados que aqui se presentan corresponden a tres carneros, que fueron identificados I, I y

I11.

Con vistas a utilizar un método alternativo al ELISA para determinar los niveles de anticuerpos
en los sueros de los animales durante la inmunizacién se valoré la inmunodifusién doble
bidimensional (IDD) que, aunque es una técnica menos sensible, resulta mas econdmica, es facil
de ejecutar y permite evaluar la respuesta inmunitaria de los animales. Para ello se titularon
simultdineamente por ELISA e IDD convencional los sueros de los carneros inmunizados con la
fraccién II de DEAE Sepharose Fast Flow y sus anticuerpos purificados. Se encontré una
correspondencia entre los niveles de anticuerpos por ambas técnicas. Después de estudiar
varios antisueros de los tres carneros se observé que los titulos 1/6,400 y 1/3,200 obtenidos por

ELISA se correspondian con los de 1/32 y 1/16 por IDD, respectivamente (Figura 16).



Figura 16. Resultados de la titulacion
de anticuerpos anti-Mb humana
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Antisuero anti-Mb titulo 1/16 Anticuerpos anti-Mb purificados .
titulo 18 correspondientes. Se llenaron los

pozos externos con el antisuero y los
anticuerpos sin diluir (1/1) y diluidos al doble en forma seriada. Es copia fiel del original.

Al enfrentar el pico II de la cromatografia en DEAE-Sepharose Fast Flow a los antisueros
mediante IDD se visualizaron varias lineas de precipitado, indicativo de la inmunogenicidad de
los contaminantes que acompafian a la Mb humana en esa fraccion cromatografica (inserto
Figura 13 y Figura 14). Uno de ellos es la Hb, pues al enfrentar dicho antisuero a la Hb en un
ensayo similar de IDD se obtuvo reactividad (titulo 1/4). Estas interferencias se eliminaron en
los anticuerpos purificados, es decir, cuando los antisueros fueron absorbidos frente a la Mb

equina (Tabla 11).

Tabla 11. Resultado de las IDD en las que se enfrentaron antisueros y anticuerpos
purificados, provenientes de los tres carneros (I, Il y III), a Mb y Hb humanas.

Antisuero del carnero I frente a: | Antisueros de los carneros I1 y III frente a:
No. de lineas de No. de lineas de
Mb* Hb precipitacion Mb Hb precipitaciéon
Antes de la 1/16 1/4 3 1/32 1/8 3
purificacién
Después de la 1/8 - 1 1/16 - 1
purificacion

*Fraccion II de la cromatografia en DEAE Sepharosa FF

El proceso de inmunoabsorcién fue escalado cinco veces (25 mL de inmunoabsorbente vs 5 mL
de inmunoabsorbente a escala analitica) y permiti6 recuperar 18.2 mg de anticuerpos del
antisuero de titulo 1/16, y 50.8 y 53 mg de anticuerpos de los antisueros de titulo 1/32, por 100
mL de suero (en 4 absorciones de 25 mL cada una), es decir, de 100 a 500 ng/mL de suero,
dependiendo del titulo (Tabla 12); al mismo tiempo, eliminé aquellos anticuerpos no dirigidos
hacia la Mb, como se apreci6é en la IDD (Tabla 11) y se confirmé por ELISA (resultados no

mostrados).




Tabla 12. Recobrado de los anticuerpos anti-Mb en la inmunoabsorcién
por cada 100 mL de antisuero.

Titulo de mg de Ac mg de Ac recuperado
Antisuero anticuerpos (IDD) recuperado* /mL de suero
Carnero | 1/16 182134 0.18
Carnero II 1/32 50.8£2.3 0.51
Carnero III 1/32 53.0+£5.2 0.53

*Resultados correspondientes a 5 procesos de purificacion

La purificacion por inmunoabsorcién de estos antisueros con volimenes mayores del
inmunoabsorbente resulté adecuada a las condiciones del centro productivo y resulté efectiva,
particularmente, en cuanto a la eliminacién de contaminantes con empleo de la Mb equina. La
utilizacién de un proceso de inmunoabsorcién en vez de una cromatografia de afinidad
convencional redunda también en una importante reduccién de los costos de produccién, si se
tiene en cuenta el valor de las matrices de afinidad en el mercado y de los sistemas
cromatograficos. Un andlisis similar puede hacerse con la IDD con respecto al ELISA para la

titulacion de los anticuerpos.

Una vez obtenidos y purificados los anticuerpos anti-Mb humana, el préximo paso lo constituy6

el recubrimiento 6ptimo de las particulas de latex con los anticuerpos.

3.2.3 Se desarrollé un método que permite evaluar el grado de sensibilizaciéon éptimo de las
particulas de latex
Una vez demostrada, en la primera etapa del trabajo, la capacidad que tienen los anticuerpos

generados y purificados con la Mb heteréloga de adsorberse y funcionar adecuadamente en el
reconocimiento de la Mb humana en el suero humano, fue necesario determinar la
concentracion de anticuerpos capaz de brindar un recubrimiento éptimo de las particulas de

latex.

El recubrimiento adecuado u 6ptimo de las particulas con los anticuerpos anti-Mb humana es
aquel que permite que la agregacién de las particulas tenga lugar sélo a partir de los niveles
patoldgicos de Mb en el suero sanguineo (por encima de 100 ng/mL) y en un rango analitico
suficientemente amplio, permaneciendo las particulas estables, sin agregacion, al enfrentarse a

niveles normales de la hemoproteina (< 100 ng/mL de suero, segtin Stone y col 1977).



La adsorcién fisica de los anticuerpos IgG sobre superficies hidrofébicas como el latex es
usualmente un proceso irreversible que ocurre muy rdpidamente (Ortega e Hidalgo-Alvarez
1994). Esta union esta influenciada por diversos factores; en nuestro caso, el mas importante fue
la concentracién de anticuerpos a emplear en la sensibilizacién. Y es que, para los demas
factores, las condiciones mds favorables ya fueron establecidas a lo largo del estudio y
produccién de un ntmero importante de inmunodiagnosticadores de latex-aglutinaciéon por
diversos investigadores y productores (van Oss y Singer 1966, Molina y Galisteo 2005). Esto ha
sido posible porque los anticuerpos son muy similares en cuanto a estructura, lo que hace que
tengan un comportamiento muy parecido bajo condiciones anédlogas. Asi se recomienda, a pesar
de que la mayor capacidad de adsorcién fisica de las inmunoglobulinas al latex se encuentra en
su punto isoeléctrico, realizarla lo mas lejos posible de este pH, siempre dentro de un rango en el
que pueda llevarse a cabo la unioén antigeno-anticuerpo (pH 6-9; Tijssen 1985). Esto es debido a
que en el pl las fuerzas repulsivas entre los brazos Fab se neutralizan y estos se colapsan, lo que
impide la captura posterior eficiente del analito/antigeno. Otro aspecto a tener en cuenta es la
orientacion del anticuerpo sobre la superficie, es decir, que la unién a la particula se produzca
por las regiones Fc para que los brazos queden expuestos al solvente y disponibles para su
unién al antigeno. Esto se ve favorecido porque la regiéon Fc de la molécula anticuerpo es mas
hidrofébica que las Fab, de manera que -al menos las primeras moléculas que llegan a la
superficie (aproximadamente, el 30 % de la concentracién de saturacién, segin Johansen y col
1983)- tengan una buena orientacién, ya que las que lo hacen después estardn sometidas a
interacciones laterales que pudieran inhabilitar los Fab. Se plantea que un pH cercano a 8.2 y
una fuerza iénica de 0.2 moles/L son condiciones idéneas para lograr una buena adsorcion fisica
de los anticuerpos a las particulas de latex (Singer y Plotz 1956, Chase 1971, Molina y Galisteo

2005) y esas fueron las condiciones que se emplearon en este trabajo.

Una vez adoptados los pardmetros de pH y fuerza iénica para la adsorcion, la variable a
estudiar més importante fue, como ya se dijo, la concentraciéon de anticuerpos. La cantidad
maéxima de ligando que puede ser enlazado a una particula depende del didmetro de la misma y
del nivel de grupos cargados de la superficie. La saturacion de la superficie de la particula se
logra cuando se pone en contacto con cantidades del ligando muy superiores a las que se
adsorben y esta influenciada por el pH, la fuerza iénica y la temperatura (Tijssen 1985). Esa
concentracion de ligando se denomina concentraciéon de saturaciéon. En el caso de los

anticuerpos, se conoce (Bangs 1990b) que sobre la superficie de poliestireno la adsorciéon maxima



es 6 mg/m?y para particulas de 0.81 um de diametro, de 0.022 mg/m?. Para los anticuerpos IgG
esta saturacion se alcanza con una concentraciéon de 220 ug de anticuerpos/mL para particulas
de latex de 0.81 um al 1 %. Sin embargo, lo importante no es lograr un recubrimiento méximo
sino un nivel de cobertura que proporcione un ensayo sensible, acorde a los niveles del analito
que se va a detectar. Si es necesario conocer la concentraciéon saturante porque concentraciones
muy elevadas darian una doble capa y un reactivo inestable, ademds del fenémeno de
deformacion que se produce durante el proceso de adsorcion, lo que hace recomendable el
empleo de concentraciones de anticuerpos menores que la de saturaciéon (Molina y Galisteo

2005).

En este trabajo, la seleccion de la concentracion 6ptima de anticuerpos para alcanzar el grado de
sensibilizaciéon adecuado de las particulas parti6 de una concentracién de anticuerpos (400
ng/mL) que es practicamente el doble de la saturante (220 pg/mL) pero que al mismo tiempo es
la mayor concentracion de anticuerpos que se recomienda utilizar para lograr reactivos estables

(Van Oss y Singer 1966).

Siempre quedard anticuerpo libre después de la adsorciéon. En aquellos casos en los que la
concentracion del analito/antigeno en la muestra es muy elevada, la presencia de anticuerpos
libres puede ser beneficiosa, pues neutralizaria parte del antigeno y evitaria un efecto de
prozona, el cual inhibe la reaccién de aglutinacion, dando lugar a resultados negativos falsos.
En cambio, cuando las concentraciones del analito son bajas, la eliminacion del anticuerpo libre
por centrifugaciéon elevaria la sensibilidad del reactivo. Por éstas y otras razones, la
concentracion de anticuerpos debe ser ajustada cuidadosamente, asi como el empleo de la
centrifugacion posterior a la centrifugacién, de acuerdo a los requerimientos de sensibilidad del

ensayo.

En este trabajo se probaron 5 concentraciones de anticuerpos (400, 200, 100, 50 y 25 pg/mL). Se
puede apreciar en la Tabla 13 que las concentraciones de adsorciéon de 400 y 200 pg/mL del
anticuerpo solo lograron detectar en el ensayo de latex-aglutinacién concentraciones de Mb
superiores a 250 ng/mL. Esto significa que el anticuerpo libre fue capaz de neutralizar
concentraciones de 100 y 200 ng/mL. En cambio, cuando las particulas fueron recubiertas con
niveles de 100 y 50 ng/mlL, se lograron detectar hasta 100 ng/mL, o sea, que estas variantes
fueron capaces de revelar las concentraciones patoldgicas minimas, manteniéndose homogéneas

con las concentraciones normales. Cuando se emplearon en el recubrimiento los anticuerpos a



25 ng/mL sucediod el fenémeno de aglutinacién espontdnea. La razén de esto es que, como el
latex es una suspensioén coloidal de particulas hidrofébicas, su estabilidad depende de las cargas
activas de la superficie. La adicién de pequefias cantidades de proteina puede causar la
agregacion de las particulas debido a la disminucién del potencial zeta; en la medida en que se
incrementa la concentracion del ligando las particulas tienden a estabilizarse (Molina y Galisteo

2005).

Tabla 13. Ensayo de los reactivos preparados con distintas concentraciones de los anticuerpos
anti-Mb purificados frente a diferentes concentraciones de Mb humana.

Conc. de anticuerpos Concentraciones de Mb humana (ng/mL)
anti-Mb humana (ug/mL) | Tampon 50 100 250 500 1000
25 + NR NR NR NR NR
50 - - + +++ ++++ ++++
100 - - + +++ ++++ ++++
200 - - - ++ o+t o+t
400 - - - ++ o+t o+t
Lote 1 - - + +++ ++++ ++++
Lote 2 - - + +++ ++++ ++++
Lote 3 - - + +++ ++++ ++++

NR: No realizada; los lotes corresponden a 3 reactivos preparados con niveles de 50 pg/mL de Acs.

La selecciéon de un productor es la variante mas econémica. En nuestro caso lo fue la preparada
con los anticuerpos a 50 pg/mlL, concentracion que estd de acuerdo con la indicacion de que la
concentracion debe ser menor que la de saturacion (220 pg/mL para el latex al 1 %). Estos
resultados nos condujeron a preparar 3 lotes del reactivo, cada uno en las condiciones ya

descritas, los cuales tuvieron un comportamiento similar, como se muestra en la Tabla 13.

No obstante, la seleccion de la concentracion Optima de anticuerpos a emplear en el
recubrimiento de las particulas de latex es un paso que se recomienda realizar cada vez que se
elabore un lote de reactivo con antisueros de otros animales y, atn con los procedentes del
mismo animal, si las extracciones se realizan en intervalos grandes o después de nuevos
“boosters”, pues los anticuerpos policlonales pueden diferir en composicion de un animal a otro
y durante el tiempo de inmunizacién. El método que se utiliz6 en este trabajo satisface este
propésito, es sencillo en su ejecucién, por lo que deberd ser utilizado en el proceso productivo
con vistas a determinar, cada vez que sea aconsejable, la concentraciéon adecuada de anticuerpos

para un recubrimiento 6ptimo.



A partir de estos resultados se puede hacer un andlisis de los niveles de anticuerpos en los
sueros de carnero que se necesitarian para un adecuado proceso productivo, utilizando para ello
los resultados que se reflejaron en la Tabla 12. Los anticuerpos purificados correspondientes a
100 mL de los antisueros con titulo 1/32 (51-53 mg) permitirian elaborar reactivo suficiente para
40,000 determinaciones. Sin embargo, el suero de menor titulo (1/16), que rindi6 unos 18 mg de
anticuerpos purificados, s6lo daria reactivo para unas 14,400 determinaciones, es decir, menos
de la mitad. De ahi que recomendemos los titulos de 1/32 o superiores de anticuerpos anti-Mb
humana en los sueros de los carneros inmunizados como los mds apropiados y que los titulos

menores no sean excluidos pero si valorados.

Los carneros son animales que
aportan grandes cantidades de
antisuero, ya que se le pueden
extraer de una sola vez elevados

voliumenes de sangre (200- 300

Mimero de cruces
P2
1

mL, segin Harlow y Lane 1988).
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Figura 17. Curva de inmunoaglutinacién. aplicacion peri6dica de
“boosters” durante un tiempo largo por lo que pueden ser utilizados como productores durante
al menos dos afios. Existe en la EPB “Carlos ]J. Finlay” una experiencia acumulada en la
producciéon de anticuerpos en esta especie animal. Con los resultados obtenidos con las
particulas de latex-aglutinaciéon recubiertas con 50 pg/mL de anticuerpos anti-Mb humana se
construy6 un grafico que muestra el comportamiento de la aglutinacién, expresado mediante el
namero de cruces, frente a las concentraciones de Mb humana, barriendo un rango mas amplio
que el presentado en la Tabla 13 (50 - 3 000 ng/mL), lo cual se muestra en la Figura 17. El tipo
de curva es muy similar al que clasicamente muestra la inmunoprecipitacién cuantitativa (Roitt
y Delves 2001), con una zona de equivalencia (plato de la curva) mas extensa, tal y como ha sido
informado para los ensayos de inmunoaglutinacion (Molina y Galisteo 2005).  Esta curva
satisface los requerimientos para la deteccion de los niveles que alcanza la Mb en la isquemia
coronaria, los cuales no van mas alla de 1-1.5 ng/mL (Kawada y col 2008). El fenémeno de zona

por exceso de antigeno no afecta las determinaciones de Mb porque se manifiesta a

concentraciones por encima de los 2 pg/mL.



3.2.4 Se diseii6 un flujo tecnolégico para la elaboracién del reactivo MIOLATEX factible para
la industria
El desarrollo de 1la industria del

FLUJO TECNOLOGICO DEL MIOLATEX diagnéstico “in vitro” no descansa sélo
EPB “Carlos J. Finlay”

en lo novedoso. Una prueba de ello es el

I Control del proeso I

ensayo de latex-aglutinaciéon en lamina,

I 1 I I Masculo cardiaco I I VIH, hepatitis By CI . . . .
introducido en el diagnéstico en la
| 2 I Preparacion del extracto I RZ y Lowry I . .
(100 mg/mL) década de los 50 del siglo pasado y que
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T ha tenido un crecimiento importante en
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los ultimos veinte afios (Gallovay y Hicks

1989, Molina y Galisteo 2005) con la

I 4 I I Inmunizacién de carneros I I IDD I
asimilacion de numerosas
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determinaciones para dar respuesta
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rdpida a las exigencias de la clinica. A

pesar de la historia de la técnica,
I 6 I I Sensibilizacién del latex I Grado de sensi
bilizacién .

desarrollar un reactivo es una tarea

| 7 I Preparacion de sueros controles Ensayos de . .
solucién de absorcién de FR aglutinacién compleja aunque existan en el mercado
| productos similares. Cada fabricante

Conformaciéndel Juego . . .

MIOLATEX debera llegar con sus propios medios a

Figura 18. Flujo tecnol 6gico para la producci 6n del reactivo de | atex-aglutinaci 6n Obtenerlo, pues esta informacién no se
MIOLATEX.

encuentra disponible y constituye lo que se conoce como “secreto de produccién”. En este

trabajo, las experiencias desarrolladas, primero en el laboratorio de investigaciéon y después en el

laboratorio de produccién, sirvieron de base para proponer un flujo tecnolégico factible para la

industria con vistas a producir el juego de reactivo de latex-aglutinacion para la determinacién

de Mb sérica para el que sugerimos el nombre MIOLATEX (Figura 18).

Ademas de las particulas de latex recubiertas con los anticuerpos anti-Mb humana, el juego
diagnosticador requirié la preparaciéon de los sueros controles y la soluciéon de absorciéon de
factores reumatoides. Los controles positivo y negativo se ajustaron a los requerimientos del
reactivo, esto es: Aglutinacion franca en un tiempo menor de dos minutos para el control
positivo con el reactivo de latex, y no aglutinacién para el control negativo durante 5 minutos de
agitacion. Los controles son reactivos indispensables en este tipo de diagnosticador, no sélo

porque permiten evaluar la calidad del reactivo, que debe conservar su estabilidad y reactividad



por un periodo de tiempo no menor de un afio, sino porque muestran de manera objetiva al

técnico que ejecuta el ensayo los patrones de reactividad y no reactividad.

La solucién de absorciéon de factores reumatoides (FR) fue capaz de neutralizar 400 Ul de estas
entidades. La mezcla de 10 uL de la soluciéon de absorcion con 25 uL. del suero de referencia
previno su aglutinacion con el reactivo de latex-aglutinacién para FR (EPB “Carlos ]. Finlay”).
Los factores reumatoides son autoanticuerpos que manifiestan una afinidad elevada por la
porcién Fc de las inmunoglobulinas G cuando éstas se encuentran modificadas (Jonsson 1993).
Al acoplar los anticuerpos a la particula de latex (u otra superficie de poliestireno) las moléculas
se modifican y se produce una reaccién de aglutinacion, si los FRs se encuentran presentes en la
muestra de suero, la cual se suele calificar de “inespecifica”. En el juego de reactivos
MIOLATEX, la solucién de IgG modificada por calor, al ponerse en contacto con la muestra,

neutraliza dichos factores, lo que evita la aglutinaciéon “inespecifica” por esa causa.
El juego de reactivos MIOLATEX quedé finalmente compuesto por (Figura 19):

e Reactivo 1 (latex anti-mioglobina, 1 mL): Suspensién
de particulas de latex de poliestireno de 0.8 pm

sensibilizadas con anticuerpos anti-Mb humana.

e Reactivo 2, (control positivo, 2 mL): “Pool” de suero

humano liquido que contiene 250 ng de Mb humana

por mL. Figura 19. Juego de reactivos MIOLATEX.

e Reactivo 3 (control negativo, 2 mL): “Pool” de suero humano liquido que contiene 60 ng

de Mb humana por mL.
e Reactivo 4 (solucién de absorcién, 2 mL): Sustancia bloqueadora de factores reumatoides.
Agente preservante: Azida sédica (maximo 1 g/L) en todos los reactivos.
Conservacion: 2-8 °C

El juego de reactivos permite realizar 40 determinaciones con empleo de 50 pL de la suspensién
de latex. No obstante, se puede reducir ese volumen a la mitad (12.5 pL), lo que permite realizar

hasta 80 determinaciones.



El procedimiento que se propone para ejecutar el ensayo es el siguiente:
1. Esperar que los reactivos y los sueros alcancen la temperatura ambiente.

2. Depositar en una ldmina portaobjetos dividida en 3 campos: 50 pL de suero control positivo,

50 pL de suero control negativo y 50 pL del suero del paciente en cada uno de los campos.
3. Adicionar 10 pL de la solucién bloqueadora a cada uno de los campos.

4. Agitar bien el reactivo de latex y depositar 25 uL del mismo en cada uno de los campos de

reaccion.
5. Mezclar con una varilla o palillo simulando un circulo y evitando que se junten las manchas.
6. Rotar manualmente la placa durante 5 minutos y observar la aparicion o no de aglutinado.

Al evaluar los resultados debe observarse una aglutinaciéon franca en el campo correspondiente
al control positivo, y no aglutinacién en el del control negativo que debe permanecer como una
suspensiéon homogénea de aspecto lechoso. Los criterios de lectura son similares a los que

aparecen en el epigrafe 2.4.5.1 (materiales y métodos). Ver prospecto en el Anexo 5.

Se realizé un estudio de estabilidad del juego MIOLATEX durante 12 meses, que es el tiempo
recomendado para este tipo de reactivo, de acuerdo a las regulaciones del CECMED (2007), (ver
Anexo 6). La produccion de este diagnosticador en el pais reduciria notablemente el costo de

una prueba si se le compara con el precio de un reactivo similar comercial (ver Anexo 7).

3.2.5 El reactivo MIOLATEX tuvo un desempeiio satisfactorio, que lo hace util para
diagnosticar y, en particular, descartar el IAM a las seis horas de la admision del paciente
Primeramente se evalu6 la precisién del ensayo (Figura 20). El valor de discriminacién fue 84.23

ng/mL, muy similar al de 85 ng/mL informado por

Stone y col (1977) como limite superior de los niveles

de Mb en los individuos sanos.

La zona gris da informacién sobre la precision del
ensayo (70 ng/mL - 9824 ng/mL), el cual es
satisfactorio, dado que se extiende en una regién
estrecha donde no se pueden determinar con \

precision los resultados positivos y negativos (Ochoa

Figura 20. Zona gris y valor de discriminacién.



y col 2000). No obstante, se observé el 100 % de resultados positivos con las concentraciones de
Mb correspondientes a 100, 110, 120 y 125 ng/mL, lo que esta en correspondencia con el criterio
adoptado en la elaboracién del reactivo MIOLATEX de que las aglutinaciones tengan lugar

frente a concentraciones de Mb sérica iguales o mayores que 100 ng/mL.

La evaluacién del desempefio del reactivo MIOLATEX en el diagnéstico del IAM se inicié con
50 muestras de 25 pacientes (17 IAM vs 8 No IAM), las cuales se ensayaron simultineamente
con el reactivo comercial MIOLEX. En la Tabla 14 se presentan los resultados obtenidos con los

sueros de las muestras de sangre tomadas en la admision y a las dos horas del ingreso:

Tabla 14. Resultados de la prueba de latex-aglutinacién en muestras de
25 pacientes con sintomas de IAM al momento del ingreso.

Pacientes con:
Reactivo | Resultadode | IAM | NoIAM | IAM | NolIAM

la prueba En la admision A las 2 horas

MIOLEX 13 3 15 3
Positiva

MIOLATEX 13 4 17 4

MIOLEX 4 5 2 5
Negativa

MIOLATEX 4 4 0 4

Al momento de la admision, ambos reactivos tuvieron una sensibilidad del 76.4 % (13 pacientes
infartados con resultado positivo/17 pacientes con IAM). A las 2 horas del ingreso, los cuatro
enfermos con IAM que resultaron negativos al inicio exhibieron con el MIOLATEX resultados
positivos, denotando la elevacion de los niveles de Mb sérica, para una sensibilidad de 100 %,
mientras que el MIOLEX detect6 los niveles patoldgicos s6lo en dos de esos cuatro pacientes,
manteniéndose la prueba negativa en los otros dos enfermos, lo que equivale a una sensibilidad

del 88.2 % (15/17) (ver Tabla 15).

Tabla 15. Valores predictivos, sensibilidad y especificidad
del MIOLEX y el MIOLATEX con muestras de 25 pacientes .

En la
Parametro (%) Reactivo admision A las 2 horas
MIOLEX 76.4 88.2
Sensibilidad




MIOLATEX 76.4 100
MIOLEX 62.5 62.5
Especificidad
MIOLATEX 50 50
Valor predictivo MIOLEX 81.2 83.3
positivo )
MIOLATEX 76.4 80.9
Valor predictivo MIOLEX 55.5 71.4
negativo
MIOLATEX 50 50

Asi, el valor predictivo positivo (VPP) del MIOLATEX, que al momento del ingreso fue 76.4 %
(13 pacientes infartados con resultado positivo/17 pacientes con prueba positiva), a las dos
horas se incremento al 81 % (17/21). El MIOLEX mostr6é VPP al inicio y a las dos horas de 81 %
(13/16) y 83.3 % (15/18), respectivamente.

El comportamiento de los dos reactivos fue muy similar, lo que sustenta el valor de este tipo de
diagnosticador para identificar tempranamente la necrosis miocdrdica, ya que en todos los
individuos infartados se detectan en sangre niveles patolégicos de Mb si, como fue el casos de
estos 25 pacientes, las personas acuden al hospital antes de las 24-36 horas del dolor precordial u

otro sintoma, porque al cabo de ese tiempo los niveles de la globina retornan a la normalidad.

Con respecto a la especificidad y el valor predictivo negativo (VPN), se pone de manifiesto, en
ambos reactivos, que otras afecciones pueden provocar la liberacién de Mb y sus elevaciones en
sangre, sobre lo cual se tratard mas adelante. Este es un factor que hay que tener en cuenta al
utilizar cualquier reactivo para Mb en el diagnoéstico bioquimico del IAM, y que ademas influye
en el VPP, dado que el niimero de pacientes con prueba positiva se divide por el nimero total
de enfermos con prueba positiva. La especificidad y el VPN correspondientes al MIOLEX
fueron mas elevados, ya que la prueba sélo result6 positiva para tres de los ocho casos con No
IAM, mientras que el MIOLATEX detect6 elevaciones de la globina en cuatro de estos ocho
pacientes. FEsto pudiera deberse a una mayor sensibilidad del MIOLATEX con respecto al
MIOLEX, como lo sugiere el hecho de que a las dos horas detect6 los 17 casos de IAM no asi el
MIOLEX que s6lo detecté 15. Como se conoce, la sensibilidad aumenta en detrimento de la

especificidad y ésta es una cuestiéon que se adecua a los propésitos del ensayo. No obstante, la



especificidad y el VPN mejoraron para el MIOLATEX cuando se evalu6 frente a un ntimero

mayor de muestras, como se verd mas adelante.

Al no contar con solucién de absorcién de factores reumatoides el reactivo MIOLEX utilizado en
el estudio, se evaluo la presencia de estos factores en los sueros de los 25 pacientes, resultando
uno de ellos, al que se le diagnéstico finalmente IAM, positivo a la prueba para FRs. Siguiendo
las indicaciones del propio fabricante, de los 13 casos positivos registrados por el MIOLEX, sélo
12 pueden tenerse en cuenta para dar los resultados de la prueba. Muestras como ésas si
pueden ser evaluadas correctamente con el juego de MIOLATEX porque dispone de la solucién
de absorcién, lo que permitié que se detectaran los niveles patolégicos de Mb en el suero de ese

paciente, a pesar de la presencia de factores reumatoides en la muestra.

A continuacién se presentaran los resultados obtenidos con la prueba del MIOLATEX en
relacion al diagnéstico final de IAM y No IAM en 81 de los 85 pacientes estudiados. Se
excluyeron los resultados de cuatro enfermos que llegaron al hospital después de 24 horas de
iniciados los sintomas de IAM, de ahi que el total de los pacientes evaluados se redujera a 81.
Las muestras correspondientes a esos 81 pacientes fueron agrupadas en tres tiempos: el

momento de admisién, y a las dos y seis 6 horas después del ingreso (Tabla 16).

Se observo una elevada correspondencia entre el diagnoéstico final de IAM y los resultados de la
prueba de aglutinaciéon, haciéndose mas notable a medida que transcurri6 el tiempo de
admision al hospital. Los pacientes infartados, cuyas muestras fueron negativas al momento del
ingreso, se hicieron positivos en la prueba a las 2 y 6 horas siguientes. Asi, en el tiempo cero
resultaron positivas 49, a las dos horas, 55, y a las seis horas, las muestras de los 58 pacientes con
IAM. Se concluye que a las 6 horas del ingreso todos los casos con infarto tenian niveles
patolégicos de Mb en el suero sanguineo y estos fueron detectados por el MIOLATEX, en total
correspondencia con el diagnéstico médico final.
Tabla 16. Resultado de la prueba del MIOLATEX a las 0, 2 y 6 horas de admisién de 81

pacientes con diagndstico definitivo de IAM y no IAM. Valores registrados por la prueba
estadistica G (tabla de contingencia 2x2).

Prueba de MIOLATEX a tiempos diferentes

Diagnéstic | No. de 0 horas 2 horas 6 horas
0 paciente (+) ) (+) () (+) ()
definitivo s

IAM 58 49 9 55 3 58 0




No IAM 23 6 17 6 17 6 17

Total 81 55 26 61 20 64 17

G =22.559 *** G =37.718 *** G =50.097 ***
*** Significativa con probabilidad < 0.01 (equivalente a 99.9 %)

En cuanto a los 17 casos, del total de 23 pacientes No IAM, cuyas muestras resultaron negativas
con el MIOLATEX al momento del ingreso, mantuvieron esa condiciéon todo el tiempo, como
era de esperar. En cuanto a los seis casos que fueron positivos, también se mantuvieron
constantes en el tiempo, porque tenian realmente aumentados sus niveles de Mb en el suero y
correspondian a otras patologias en las que se registran elevaciones de la Mb sérica. Tres de esos
enfermos tenfan angina de pecho severa, dos insuficiencia cardfaca y uno politraumatismo. Se
distinguieron estos casos por su comportamiento cinético, al observarse una meseta a diferencia
del pico de Mb en los casos de infarto (resultados no mostrados), tal como lo demostraron

Mainard y col (1985).

Es necesario tener en cuenta que los estudios realizados se refieren al momento de la admision
(tiempo cero) de los pacientes y no al de iniciacién de los sintomas. Esto obligé a excluir de la
validacién los cuatro casos que acudieron al hospital después de 24 horas del comienzo del
dolor precordial, tiempo en el que los niveles de Mb descienden a la normalidad si la evolucién
del paciente es satisfactoria (Bachem 1983, Wong 1996). Asi lo demostraron los resultados

negativos de las pruebas realizadas a esos cuatro individuos con IAM.

En 38 de los pacientes infartados si se pudo

o 1000+ precisar el momento del inicio del dolor

= . B00-
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resultados correspondientes a uno de estos
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Figura 21. Niveles de mioglobina en el obtenidos con el resto de los enfermos. Se

tiempo detectados con el MIOLATEX.  observa una cinética similar a la referida por
Resultados representativos de uno de los 38
pacientes en los que se pudo precisar el diferentes investigaores (Wong 1996, Dati y
momento del inicio del dolor precordial.

P Metzmann 2005).



Los resultados de las pruebas de inmunoaglutinaciéon de estos 38 pacientes se compararon con
los de la prueba de la TGO porque es un marcador bioquimico que se utiliza en nuestros centros
de salud. En la Figura 22 se hace evidente la superioridad de la Mb como marcador bioquimico
temprano en comparacién con la TGO, la cual eleva sus niveles en sangre mas lentamente,
detectando todos los casos de infarto a las 24 horas. En ese tiempo la Mb habia descendido
practicamente a los niveles normales en un nimero importante de los enfermos, lo que
demuestra la utilidad de la TGO para diagnosticar IAM cuando los pacientes demoran su

llegada al centro hospitalario y para su confirmacion.
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Figura 22. Deteccion de mioglobina y TGO en funcién del tiempo de aparicion del dolor precordial en
38 pacientes infartados. Los ntimeros en las barras indican el nimero de muestras positivas para cada

ensayo.

# Pacientes

18 24 Horas

Como puede observarse en la Tabla 17, la sensibilidad y los valores predictivos positivo y
negativo y variaron con el tiempo, mientras que la especificidad del MIOLATEX se mantuvo
constante en los tres tiempos analizados.

Tabla 17. Resultados del desempeiio del reactivo MIOLATEX
en el estudio de 81 pacientes (58 IAM vs 23 No IAM).

Parametro 0 horas 2 horas 6 horas
Sensibilidad (%) 84.4 94.8 100
Especificidad (%) 73.9 73.9 73.9
VP Positivo (%) 89 90 90.6
VP Negativo (%) 65.3 85 100




Eficiencia (%) 81.4 88.9 92.3

Indice kappa 0.56 0.72 0.80

La sensibilidad, es decir, la capacidad que tiene la prueba para detectar los casos con IAM, se
elevo6 en el tiempo, alcanzando el 100 % a las 6 horas de la admisiéon. Esto permite diagnosticar
en ese momento con gran seguridad todos los casos de infarto, ya que -si hay lesiéon miocardica-

la Mb se libera al torrente sanguineo y aumenta sus concentraciones en sangre.

La especificidad se mantuvo constante (~74 %) y esto se debi6 a la persistencia de pruebas
positivas en los seis pacientes con afecciones que producen también elevaciéon de la mioglobina
sérica. Por ser un reactivo para el diagnostico del IAM, estos casos le restan especificidad al
ensayo y a todos los reactivos que utilizan la Mb como marcador bioquimico. Pero este
comportamiento de la especificidad esta presente en todas las pruebas, no sélo en aquéllas
basadas en biomarcadores. No obstante, en nuestro estudio, la especificidad de la prueba del
MIOLATEX fue superior a la de cada una de las otras pruebas realizadas a los pacientes con
sospecha de (Tabla 18). Por ello, el diagnoéstico final se sustenta en una combinacién de

diagnoésticos (Nomenclatura and criteria for diagnosis of ischemic heart disease, 1979).



Tabla 18. Especificidad de las pruebas realizadas para diagnosticar el IAM.

Tiempo IAM No IAM Especificidad
Prueba (horas) + - + - (%)
Diagnostico 0 58 0 23 0 -
clinico
ECG 0 46 12 8 15 65
TGO 24 58 0 14 9 39
Mb (MIOLATEX) 6 58 0 6 17 74

Segun los resultados obtenidos, los valores predictivos positivo y negativo se incrementaron en
el tiempo. El VPP se mantuvo casi constante a partir de las dos horas, lo que pone de manifiesto
la buena efectividad de la prueba para predecir tempranamente el IAM, aunque no alcanza el
valor 1 como el valor predictivo negativo. Transcurridas 6 horas después de la admisién
(aproximadamente 0-6 horas del inicio del dolor u otra sintomatologia clinica), el VPN alcanz6
el 100 %, lo que implica poder excluir el IAM si a las seis horas de la admisién no se observa una
reaccién positiva. Esto significa que el reactivo ofrece una mayor seguridad para descartar el
IAM, lo que también es de gran valor en la practica médica. Aunque estos valores pudieran
estar afectados por la prevalencia de la enfermedad, en el caso del infarto agudo del miocardio
las tasas en Cuba se han mantenido sin grandes variaciones en los tltimos 15 afios (Anuario
Estadistico de Salud de Cuba; web:http:/ /www.infomed.sld.cu/servicios/estadistica/anuario).
En correspondencia con los resultados de los valores predictivos, la eficacia de la técnica
demostré que tiene una buena capacidad para identificar correctamente los positivos y
negativos en cuanto a si estdn o no infartados, en particular, a las seis horas, cuando alcanzé el
valor 92.3 %. El indice kappa se elevo con el tiempo alcanzando grados que evidencian buena

concordancia con el diagnéstico de IAM y No IAM.

Los resultados correspondientes al desempefio del reactivo de latex-aglutinacion MIOLATEX
ponen de manifiesto que cuenta con las caracteristicas de especificidad, sensibilidad, valores
predictivos y eficiencia que requiere este tipo de diagnosticador para el IAM, a lo que se suma la

sencillez de su ejecucion y el breve tiempo (3-5 minutos) en los que se obtienen los resultados.



3.2.6 El reactivo MIOLATEX permitié monitorear el tratamiento trombolitico y detectar
reinfarto
Los cuatro casos que fueron tratados con la estreptoquinasa habian tenido una

franca reaccion de aglutinacion a las 0 y 2 horas del ingreso. A las cinco horas de
su admisién se les suministré el medicamento y a los 90 minutos siguientes hubo
un claro aumento de los niveles de Mb con respecto a los que tenian en sangre antes
del inicio del tratamiento (Tabla 19). Esto fue indicativo, como lo refirieron
Christenson y col (1997), que tuvo lugar la reperfusiéon y por tanto una buena

respuesta al tratamiento, ya que los enfermos se recuperaron y fueron dados de

alta.

Tabla 19. Resultados de la prueba del MIOLATEX en cuatro pacientes infartados
que recibieron tratamiento trombolitico.

Niveles minimos de Mb
Tiempo (horas)* (ng/mL)
Paciente de iniciado el Antes del A los 90
tratamiento tratamiento minutos
1 75 800 1 600
2 8 800 1 600
3 8,5 1 000 1 600
4 10 1 000 1 600

*Tiempo transcurrido desde el inicio del dolor toracico.

El seguimiento del ensayo para Mb sérica permitié detectar dos casos de reinfarto, ocurridos
aproximadamente a las 38 y 50 horas del ingreso, cuando los niveles de Mb ya eran normales,
detectandose su incremento a las 42 y 54 horas. Uno de ellos ingresoé a las 18 horas del inicio de
los sintomas, detectdndose en ese momento un nivel patolégico de Mb que se negativizé a la 36
horas. El dolor le repitié6 aproximadamente a las 50 horas con incrementos patoldgicos en la
muestra tomada a las 54 horas. En el segundo caso el paciente se negativizé a las 32 horas

detectdandose niveles alterados de Mb a las 42 horas, momento del reinfarto.



CAPITULO 4. DISCUSION GENERAL

4.1 Sobre la utilidad del conocimiento de las similitudes antigénicas entre las
mioglobinas
La mioglobina humana disminuye su inmunogenicidad y por ende la produccion de

anticuerpos en la medida en que se asemeja mdas a la mioglobina de las especies animales
empleadas comtnmente en la inmunizacién experimental. Esta es una cualidad extrinseca de
las moléculas antigénicas porque depende del organismo respondedor, identificada durante
muchos como “cardcter extrafio” del inmunégeno, el cual ha sido reconocido, entre otras
caracteristicas, como un factor a considerar en la inmunogenicidad (Sela 1969, Dresser 1986,
Harlow y Lane 1988, Tijssen 1985, Berzofski y Berkower 2003). A la luz de los conocimientos
actuales, quizas sea més fécil de explicar y de entender este criterio en términos de epitopos T,
porque son continuos en la secuencia primaria de la proteina, y tienen unos pocos residuos de
aminodcidos claves para su anclaje en las moléculas MHC, que los capturan y presentan en
forma de complejos a las células T (Berzofski y Berkower 2003). Si los animales son tolerantes a
las proteinas propias de su especie, en particular, cuando son monomorficas, como es el caso de
las mioglobinas, una diferencia en unos pocos residuos de aminodcidos podria conllevar a
diferencias con los péptidos propios tolerados y por tanto a la activaciéon de poblaciones de
células T auxiliadoras en el animal respondedor, tal como lo demostraron Berkower y col (1982)
y Kojima y col (1988). Los primeros inmunizaron con mioglobina de cachalote dos lineas
isogénicas de ratén y evidenciaron que la activacion y respuesta de poblaciones de células T
auxiliadoras dependia de un residuo de aminoécido particular en la posicién 109. Los segundos
demostraron que estas poblaciones celulares estaban concentradas contra un segmento de esa
globina. De hecho, la inmunizacién con la mioglobina sola en una especie heteréloga es capaz
de inducir anticuerpos del isotipo IgG, como se demostré en este trabajo (Figuras 11a y 11b) y en
los de otros investigadores (Atassi 1975, Hurrell y col 1977, Cooper y col 1984), aunque los
titulos alcanzados son bajos. Al no conocerse en profundidad y extension, como sucede con el
humano y el ratén, los haplotipos MHC del conejo y del carnero, la prediccion de epitopos T
MHC 1II (y de MHC I) en la Mb humana para estas especies animales resulta dificil en la
actualidad y sélo pueden predecirse tales sitios a partir de algoritmos basados en la estructura
primaria, como el desarrollado por el grupo de Berzofski (Margoliat y col 1987) utilizado en este

trabajo.



Con relacion a los sitios reconocidos por los linfocitos B, y los anticuerpos, su estudio y
reconocimiento son mucho mas complejos, debido a que una buena parte de los epitopos B
(Lando y col 1982), si no la mayoria (Sweredosski y Baldi 2008), son dependientes de la
conformacion de la molécula proteica. Esto conllevd, en el caso de la mioglobina de chachalote,
uno de los prototipos antigénicos en los estudios inmunoquimicos de las proteinas, a diversos
trabajos y disquisiciones tedricas sobre la antigenicidad de las mioglobinas (Atassi 1975, Hurrell
y col 1977, East y col 1980, Berzofski y col 1980 y 1982, Rodda y col 1986) y de las proteinas en
general, que condujeron a avances notables en la inmunoquimica de los antigenos. Significa que
el alineamiento de las secuencias primarias de la mioglobina inmunizante y la heteréloga no es
una herramienta segura para localizar epitopos B y discriminar si serd o no inmunogénica y en
qué grado para una especie particular, tomando en cuenta solamente las sustituciones de
residuos de aminodcidos en la estructura primaria. Y es que otros residuos distantes en la
estructura primaria pero cercanos por el plegamiento de la cadena polipeptidica podrian estar
jugando un papel en la conformacién del sitio, mas importante en la mayoria de los epitopos B
que los propios residuos que lo constituyen (Thornton y col 1986). Similarmente, ninguno de
los algoritmos predictivos desarrollados hasta el momento ha demostrado poseer una buena
eficacia para pronosticar tales sitios y es por eso que la comunidad cientifica se ha pronunciado
en ese sentido y se ha trazado estrategias de trabajo conjunto para mejorar los algoritmos
(Greenbaum y col 2007). No obstante, la practica ha demostrado que existe una relacién entre el
grado de similitud secuencial y la inmunogenicidad (Cooper y col 1984) y asi se reconoce por
autoridades en este campo (Tijssen 1985, Harlow y Lane 1988, Berzofski y Berkower 2003). En
nuestro caso, la inmunizaciéon de carneros con la mioglobina equina sola, la cual tiene un mayor
grado de identidad con la globina humana (89.5 %, Tabla 4) que la del conejo y el carnero, asilo
confirmd, ya que estos carneros, sometidos a un esquema similar al empleado en este trabajo con
la mioglobina humana, respondieron mal, y los titulos determinados por ELISA fueron muy
bajos (resultados no mostrados). Un razonamiento elemental indica que, mientras menor sea la
similitud de secuencias primarias entre dos proteinas, mayor sera la probabilidad de que
algunos de los residuos sustituidos estén involucrados directa o indirectamente en un epitopo B.
Por eso nos inclinamos a predecir al inicio del trabajo que la mioglobina humana seria mas
inmunogénica en el carnero que en el conejo, como realmente sucedié con todos los animales

inmunizados.



Si bien es cierto que el grado de similitud de las Mbs en las diferentes especies animales va en
detrimento de su inmunogenicidad, puede resultar atil para otros fines. Las similitudes entre
las Mb humana y equina en cuanto a estructura primaria (19 sustituciones de residuos de
aminodcidos con 6 conservativas) y los estudios de protuberancia y superposiciéon hicieron
pensar que se podia emplear Mb equina para la purificacion de los anticuerpos anti-Mb
humana. Esto ofrece la ventaja que se elimina una gran parte del trabajo con el musculo
cardiaco humano, lo que presenta inconvenientes de tipo ético y operativo, pudiendo limitarse
la obtenciéon de Mb humana sélo a las cantidades que se necesitan para la inmunizacién de los
animales. Y, como segunda ventaja, que al purificar los anticuerpos con la proteina equina, se
elimina la reactividad con la hemoglobina, la cual estd presente en los sueros hemolizados. Por
otra parte, el inmunoabsorbente de Mb equina polimerizada con glutaraldehido permite
sustituir las matrices de importaciéon y ademas utiliza Mb equina, un reactivo comercial mas

asequible que la Mb humana.

No obstante, al preparar los reactivos de latex con los anticuerpos purificados frente a la Mb
humana y a la equina y ensayarlos frente a diferentes concentraciones de Mb humana en los
sueros preparados con concentraciones diferentes de la globina y a los sueros de los pacientes
infartados, el reactivo B preparado con los anticuerpos purificados con la Mb heter6loga mostré6
en todos los casos tiempos de aglutinacion menores que el reactivo A, preparado con
anticuerpos purificados con Mb humana (Tablas 9 y 10). Estos resultados constituyen un
beneficio adicional del empleo de la Mb equina en la purificacién de los anticuerpos anti-Mb
humana, no pensado al inicio de la investigacién, y que puede deberse a la eliminacién
ventajosa de poblaciones de anticuerpos con menor afinidad. Es sabido que los anticuerpos de
maés elevada afinidad manifiestan mayor grado de reactividad cruzada (Berzofski y Berkower
2003). De esta forma, al purificar los anticuerpos anti-Mb humana con la proteina equina, se
recuperan las inmunoglobulinas de mayor afinidad, que resultan mas efectivas en la captura de

la Mb sérica en el ensayo de aglutinacion.

Para concluir, se desarrollé un método de purificacién de anticuerpos anti-Mb humana con
empleo de Mb heterdloga que rindi6 niveles satisfactorios de recuperaciéon de anticuerpos y que
puede ser utilizado a nivel de planta de produccién. Los anticuerpos purificados no
reconocieron la hemoglobina humana y pueden ser utilizados en el desarrollo de

inmunoensayos para detectar y cuantificar niveles normales y/o patolégicos de Mb en suero



sanguineo, manifestando incluso una mejor reactividad que los anticuerpos purificados frente a

la Mb homéloga, como se demostré con el ensayo de aglutinacién del reactivo B.

Solo se encontré en la literatura consultada, que fue bastante extensa, la utilizaciéon de la
reactividad cruzada entre mioglobinas en un ELISA desarrollado por Sawhney y col (1985),
quienes propusieron un RIA heter6logo para cuantificar los niveles de Mb en plasma humano.
Ellos utilizaron mioglobina equina en sustitucién de la humana, lo que habla a favor de que es
precisamente esta proteina heteréloga la que presenta mayor similitud en cuanto a

comportamiento antigénico con la humana.

4.2 Sobre la utilidad de la mioglobina en el diagnéstico del infarto agudo del

miocardio
El infarto agudo del miocardio es una enfermedad frecuente, de evolucién incierta, cuya

mortalidad durante la fase aguda se estima entre el 20 y el 50% (Castillo-Lépez 2007). Se
pudiera pensar, a priori, que siendo una de las primeras si no la primera causa de muerte en
muchos paises, el diagndstico de esta enfermedad es un problema resuelto, sobre todo, si se
tiene en cuenta que la aplicacion eficaz y en tiempo de la terapia trombolitica puede salvar la
vida del paciente. Segiin McCord y col (2001), aproximadamente el 85 % de las personas que
llegan a los cuerpos de guardia con posible sindrome coronario no tienen IAM, y lo mas
lamentable es que, segtin Pope y col (2000), el 2-5 % de los individuos realmente infartados son
“despachados” erréneamente con consecuencias severas. En un estudio realizado en Cuba por
Castillo-Lépez y col (2007), en el Instituto Superior de Medicina Militar “Dr. Luis Diaz Soto”, se
determiné que sélo el 263 % de 72 pacientes que sufrieron IAM recibieron tratamiento
trombolitico, y esto se lo adjudicaron, principalmente, a demoras en el diagnéstico. De ahi la
importancia del diagnéstico al nivel primario de salud para descartar a las personas no
infartadas e ingresar en la unidad de cuidados coronarios a aquéllas que si lo necesitan. Y esto,
por supuesto, en un tiempo prudencial y con un costo razonable. Para iniciar esta discusion se
hard un breve recuento histérico del diagnéstico del infarto agudo del miocardio y sus

limitaciones.

Durante las tres altimas décadas, la enfermedad isquémica aguda ha sido considerada como un
fenémeno binario: IAM o No-IAM, segin las recomendaciones de la Organizaciéon Mundial de
la Salud, que proponian el cumplimiento de al menos dos de tres criterios diagndsticos bien

conocidos: dolor toracico agudo, severo y prolongado; presencia de cambios significativos en el



ECG y elevaciéon anormal no equivoca de actividades enzimaticas en suero (Dati y Metzmann
2005). El dolor toracico es, sin embargo, un indicador no confiable: mas del 33 % de los
pacientes con IAM pueden no tener dolor tordcico y son clinicamente silentes al presentarse al
hospital (Canto y col 2000). El ECG, una prueba relativamente rapida y econdmica, continda
siendo la piedra angular para el diagndstico temprano de isquemia aguda, mostrando cambios
del segmento ST en los primeros segundos del insulto isquémico en aproximadamente el 60 %
de los pacientes. Sin embargo, esta prueba puede ser no conclusiva en el restante 40 % de los
casos, mostrando una sensibilidad global baja (Rouan y col 1989). A esto habria que afiadir los
casos falsos positivos de esta prueba, asi como los del diagnéstico clinico (Ancillo 2003), que con
cierta frecuencia ingresan en la unidad de cuidados coronarios. También son bien conocidas la
sensibilidad y especificidad imperfectas de los marcadores enzimaéticos tradicionales (TGO,
LDH, CK total) para la deteccion de dafio miocardial (Panteghini 1999). En este contexto
histérico, el riesgo de diagnosticos perdidos es relativamente alto. Varios estudios estiman que
del 2-8 % de los pacientes con IAM fueron inadvertidamente enviados a su casa desde los
departamentos de emergencia, debido a las limitaciones del diagndstico electrocardiogréfico y
bioquimico (Kontos y Jesse 2000). Este “despacho” inapropiado resulta en una morbilidad y

mortalidad significativamente superiores (Lee y col 1987, Pope y col 2000).

Teniendo en cuenta los escollos del criterio tradicional para el diagnéstico del IAM vy la
apariciéon de nuevos marcadores sensibles y especificos de dafio del musculo cardiaco, el Comité
para la Estandarizacién de Marcadores de Dafio Cardiaco (C-SMCD) de la IFCC hizo en 1999
una recomendacién para redefinir el criterio bioquimico para el diagndstico del IAM (Alpert y
Thygesen 2000). Este Comité propuso a la troponina como el mejor marcador bioquimico para
detectar necrosis miocardial (Jaffe y col 2000) y considera el uso de la CK-MB una alternativa
aceptable cuando no se dispone de los ensayos de troponina. Aunque muchos autores estan de
acuerdo con el empleo de la troponina como marcador tnico (Amodio y col 2007, Kavsak y col
2007), es conveniente sefialar que algunos autores han expresado sus reservas sobre sustituir
totalmente este marcador (Wu y col 1999) y que muchos médicos emplean la concentracién pico

en suero de la isoenzima MB de la CK para estimar cuantitativamente el tamafio del infarto.

Este es, a grandes rasgos, el desarrollo que ha tenido el diagnoéstico del IAM, donde lo mas
sobresaliente es el peso que en los dltimos afios se le ha dado al diagnoéstico bioquimico, por ser

un indice que puede reflejar inequivocamente el dafio miocardial en una forma no invasiva.



Sin lugar a dudas, en el diagndstico del IAM, la tarea mas dificil es clasificar a las personas que
llegan al departamento de urgencias con sintomas clinicos de isquemia y el ECG resulta no
diagnostico (Panteghini 2004). Es posiblemente la situacién donde los marcadores bioquimicos,
bien manejados, pueden contribuir a un diagndstico mas exacto y temprano del infarto del
miocardio, lo que a su vez posibilita una terapia oportuna. Dos estrategias han sido propuestas
para afrontar esta situacion (Panteghini 2002). La primera de ellas, de mayor aceptacién, emplea
la combinacién de dos marcadores: uno de elevacién temprana, la mioglobina, y un marcador
que se eleve mas tardiamente pero que sea mas especifico, las troponinas cardiacas o la CK-MB,
para de esta forma poder detectar a los pacientes que se presentan tempranamente y un tiempo
después del comienzo de los sintomas. En particular, el algoritmo diagndstico basado en la
medida combinada de Mb y troponina I se ejecuta en un tiempo satisfactorio y mejora
significativamente la eficiencia del diagndstico de laboratorio de pacientes con sospecha de IAM,
permitiendo ademas el monitoreo sucesivo de la reperfusién coronaria (Plebani y Zaninotto

1998).

Debido a su baja masa molecular, la Mb aparece en la sangre después del dafio tisular mas
tempranamente que la isoenzima MB de la CK y las troponinas cardiacas (Montague y Kircher
1995, Apple y col 1995, Panteghini y col 1999). El otro marcador bioquimico temprano es la
proteina que une acido graso (FABP) la cual se investiga mas recientemente (Glatz y col 1998,
Okamoty col 2000, Furuhashi y col 2004). La Mb difunde rapidamente a través del sistema
vascular y se incrementa en el plasma, segin Wong (1996), tan tempranamente como 0.5 a 2
horas después del comienzo del dolor toracico, y se mantienen sus niveles elevados durante 5-12
horas. Por todo esto, la Mb es ventajosa como marcador bioquimico temprano del IAM
(Panteghini y col 1999) y numerosos estudios han demostrado su elevada sensibilidad para la
deteccion del IAM dentro de las pocas primeras horas después de la presentacion (Brogan y col
1994). Sin embargo, su uso tiene limitaciones, como la mayoria de los marcadores bioquimicos
de dafio miocardial, ya que tiene baja especificidad, en particular, en pacientes con fallo renal o
trauma del musculo esquelético. Otra desventaja de la Mb como marcador pudiera ser que se
eleva y cae rapidamente en el IAM. Esto hace que una sola medida en el momento de la
admision podria ser normal para pacientes que acuden enseguida al centro médico y también
para aquéllos que se presentan mas de 24 horas después del comienzo de los sintomas (Stone y
col 1975). Estas limitaciones pueden ser resueltas mediante (1) la determinacién combinada de

Mb y un marcador especifico cardiaco (isoforma MB de la CK o troponina I/T) o un marcador



esquelético especifico (anhidrasa carbénica III) o (2) con la evaluacién de Mb en muestras
seriadas. No obstante, la elevacion y caida rdpida de los niveles de mioglobina en sangre
constituye una ventaja frente al resto de los marcadores bioquimicos que mantienen sus
concentraciones aumentadas un tiempo madas prolongado, porque permite su utilizacién para

detectar reinfartos (Hasic y col 2006).

El papel diagnéstico de la Mb en pacientes con sospecha de sindrome coronario agudo estd bien
demostrado y es, de acuerdo a las guias de la IFCC (y la NACB), el marcador de eleccién para la
determinaciéon temprana del IAM, en combinaciéon con la CK-MB 4 horas después de la
admisién con una sensibilidad del 96 % (Stork y col 2000, O'Neil y Ross 2001). En un estudio
realizado por Mc Cord y col (2001), en el que midieron Mb, CK-MB y Tnl en el cuerpo de
guardia en 817 pacientes con sospecha de sindrome isquémico y ECG no diagnéstico, pudieron
excluir el IAM a los 90 minutos de la admisién s6lo con Mb y Tnl. Con este fin, existen en el
mercado una disponibilidad amplia de juegos diagnésticos para Mb sola o en combinacién con

otros marcadores cardiacos.

¢Cual es la situacion del diagnéstico en Cuba del IAM y qué papel puede jugar el MIOLATEX?
Actualmente, los criterios que se utilizan para diagnosticar el IAM a nivel de cuerpo de guardia
e ingresar a los pacientes en la unidad de cuidados coronarios toman en cuenta,
fundamentalmente, el diagndstico clinico y los resultados del ECG. No resulta atil en esos
momentos la determinacion de la CK total, la CK-MB o la TGO séricas porque se elevan a las 6-
8 horas del inicio de los sintomas, de manera que sé6lo aquéllos que demoran su traslado al
centro asistencial de salud pueden resultar positivos a esas pruebas en el momento de su
admisién. Contar con un reactivo como el MIOLATEX en los cuerpos de guardia permitiria
excluir en el momento de la admisién el 53 % de los pacientes no infartados, a las 2 horas el 77 %
y a las 6 horas el total de ellos, segtn los resultados presentados en este trabajo (Tablas 15 y 16).
Téngase en cuenta que los aumentos de la CK total y la CK-MB se producen a partir de este
tiempo. A pesar de no ser un marcador especifico de dafio miocardial, la mioglobina contribuye
también al diagnoéstico de los infartos durante las primeras horas del inicio de los sintomas,
antes de que se eleven los marcadores especificos de tejido cardiaco, en particular, en los

pacientes con sindrome coronario y ECG no diagnéstico.



La prueba del MIOLATEX, unida al diagnéstico clinico y electrocardiografico, permitirfa tomar
oportunamente la decision de la terapia trombolitica o la intervencién coronaria percutdnea
(ACTP), acciones terapéuticas que deben ser ejecutadas durante las 12 horas siguientes de
producido el infarto y mucho mejor durante las 6 primeras horas (Quirés, comunicacién
personal). A esto debemos agregar que se trata de una prueba rdpida, no invasiva, que puede
ser ejecutada de una forma sencilla y en un tiempo corto (2-3 minutos). El aspecto mas negativo
de la prueba se manifiesta en las primeras horas de la admisiéon con los falsos negativos
constituidos por aquellos pacientes que demoraron su llegada al centro de salud y por tanto los
niveles de Mb sérica descendieron a la normalidad. EI otro aspecto negativo de la
determinacién de Mb son los falsos positivos que no estan infartados y tienen niveles elevados
de Mb sérica. Estos son aspectos que podrian ser aclarados durante el interrogatorio médico y

con la determinacion de la CK-MB.

No obstante estos aspectos negativos, son muchos mas los aspectos positivos del MIOLATEX,
por lo que del balance final resulta que la determinacién de Mb sérica con un reactivo de latex-
aglutinacion constituye una herramienta atil para excluir el IAM en los servicios de urgencia de
las instituciones de salud del pais en las primeras seis horas del ingreso y contribuir ademaés a su
diagnostico. La restauracion del flujo de la arteria coronaria ocluida responsable del infarto ha
supuesto un avance importante en la reduccién de la mortalidad por esta causa, pero el tiempo
es un factor critico ya que el tratamiento debe llevarse a cabo dentro de las primeras horas del
comienzo de los sintomas. De ahi la necesidad de un diagnédstico definido temprano. A esto
hay que afiadir la utilidad del reactivo para evaluar el éxito de la reperfusiéon después de la
terapia trombolitica, con vistas a la toma de decisiones en aquellos pacientes en los que la
fibrinolisis ha sido ineficaz. Segun Ancillo (2003), la Mb constituye el marcador por excelencia,
midiéndose antes y 90 minutos después de la intervencién. El reactivo MIOLATEX es también
atil para detectar reinfarto, basado en el hecho de que a las 24 horas se recuperan los valores
normales en sangre, asi como también para identificar la angina de pecho, dado el
comportamiento cinético en forma de meseta, muy diferente al pico que genera la liberacién de
mioglobina sérica en el infarto. Podria tener, ademas, otras aplicaciones no tratadas en este
trabajo pero que son de interés de otras instituciones, como la medicina forense, la medicina

deportiva y la antropologia.



Una voz autorizada en este campo del diagnéstico de IAM, Mauro Panteghini, al referirse al
valor de la mioglobina como marcador isquémico, plantea: “La determinaciéon de mioglobina
tiene el mérito de una evidencia cientifica robusta, con mas de 30 estudios publicados sobre el
uso de esta proteina como un marcador sensible y precoz para excluir el IAM (Panteghini y col
1999, Panteghini 2002). La Mb tiene por tanto la utilidad potencial para excluir tempranamente
al IAM en pacientes que se presentan en el departamento de urgencias con dolor toracico. El
valor predictivo negativo de este marcador excluye el infarto 4 horas después de la admision al
hospital, segin Christenson y Duh (1999), quienes obtuvieron un valor del 100 %. Este resultado
es superior al obtenido con el MIOLATEX pues fue a las seis horas de la admisién que alcanzé el
100 % de valor predictivo negativo en las muestras estudiadas. No obstante, es muy probable
que este tiempo se acorte cuando el reactivo se haya probado con un ntmero mayor de

muestras.

Para finalizar: el ensayo de latex-aglutinacion para la determinaciéon temprana de mioglobina
sérica, en combinacién con la CK-MB como marcador especifico, podria dar respuesta a las
exigencias actuales del diagndstico de laboratorio del infarto agudo del miocardio, segtn las
guias de la IFCC, en las instituciones de salud cubanas. Los autores de esta investigacion
sugerimos una determinacién seriada de mioglobina con el MIOLATEX a las cero, dos y seis
horas de la admision en los servicios de urgencia ante la sospecha de sindrome coronario agudo.
Esto permitiria excluir con gran seguridad y precozmente el IAM y los resultados positivos
podrian ser confirmados a nivel de laboratorio con la determinacién de la isoenzima MB de la
CK. Una vez aplicada la terapia trombolitica o la ACTP, la determinacion de Mb sérica

permitiria evaluar el éxito de la reperfusion miocérdica.



CONCLUSIONES

1. El método de purificacion de la mioglobina humana consistente en una cromatografia de
exclusion molecular en Superose 12 y un intercambio aniénico en Mono Q con empleo del
Sistema FPLC permite la obtencién de una fraccién con una pureza elevada, que presenta

dos variantes de mioglobina con puntos isoeléctricos 6.9y 7.3.

2. Los métodos de inmunizacioén y de purificacién de los anticuerpos anti-mioglobina humana
utilizados permiten obtener niveles satisfactorios de anticuerpos selectivos y funcionales en
latex-aglutinacién en lamina para la deteccion de la mioglobina humana, lo que evidencia la
importancia de conocer las similitudes antigénicas entre las mioglobinas de diferentes

especies.

3. Es factible desarrollar en las condiciones de la industria farmacéutica (Empresa de
Producciéon de Biolégicos “Carlos J. Finlay”) el flujo tecnolégico que se propone para la

produccién del inmunoensayo de latex-aglutinacién MIOLATEX.

4. Todos los pacientes infartados resultaron positivos en la prueba del MIOLATEX a las seis
horas posteriores al ingreso, lo que demuestra la utilidad de una prueba negativa en ese
tiempo de admision para descartar con seguridad el infarto agudo del miocardio, ademas de

contribuir a su diagndstico, al monitoreo de la reperfusion y a la detecciéon de reinfarto.



RECOMENDACIONES

1. Realizar un estudio detallado sobre la factibilidad econémica de producir el juego de

reactivos MIOLATEX con la tecnologia propuesta en la EPB “Carlos J. Finlay”.

2. Registrar el producto e introducirlo a la produccién.

3. Evaluar la utilidad del MIOLATEX en otras situaciones, patolégicas o no.

4. Desarrollar un inmunoensayo cuantitativo para mioglobina humana.
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ANEXO 1: CUESTIONARIO LLENADO A LOS PACIENTES

ESTUDIO DE VALIDACION DEL ENSAYO LATEX-AGLUTINACION PARA MIOGLOBINA “MIOLATEX”

Primer apellido Segundo apellido Nombres
Edad: HC: Fecha del ingreso:
Sexo: Color de la piel: Oficio:

Direccidn particular:

Teléfono:

Antecedentes: Si No Tiempo
Inyecciones i.m.

Inyecciones i.v.

Traumatismos

Otros:

Medicamentos usados recientemente:

Descripcion y evolucién del dolor:

Tiempo transcurrido desde el dolor precordial y la toma de la primera muestra:

Tiempo transcurrido desde el momento de la admision (0 horas)

Estudio enzimatico: 0 horas 2 horas 6 horas 12 horas 18 horas 24 horas

Mioglobina

TGO

CKtotal/CK-MB

Electrocardiogramas (0 horas al momento de la admisidn)

0 horas

horas

horas

horas

Diagnéstico final:

Tomografia ventricular:

Nombre del informante: Dr:

Institucion:




ANEXO 2: CURVA PARA DETERMINAR MASA MOLECULAR

COLUMNA SUPEROSE 12
Proteina patrén Masa Molecular (kDa)
Inmunoglobulina G 150
Albtmina humana 69
Mioglobina equina 16
Citocromo ¢ 12.3
Glucacén 3

Se determind la Kav de las proteinas patrones y de la mioglobina purificada mediante la
expresion:

Vc-Vo

donde, Ve = volumen de elucién, Vc = volumen de columna (mL) y Vo = volumen muerto (mL).

El Vc se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

1T - d?

Ve = -h

donde, d = didmetro de la columna (cm) y h = altura del lecho (cm).

La curva de calibracion se confeccioné tomando como eje de las abscisas los valores de Kav de
las proteinas patrones y en el eje de las ordenadas los logaritmos de sus masas moleculares en
kDa. La masa molecular de la mioglobina se estim6 interpolando el valor de su Kav (3.53) en la
curva de calibracion y correspondié a 17,500 Da. Curva de calibracién:

Log(masa molecular) = -0.7665 Kav + 3.9528

r2=0.9969



ANEXO 3: CURVA PARA DETERMINAR MASA MOLECULAR

ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Proteina patron Masa Molecular
(kDa)
Fosforilasa B 97
Albtmina bovina 67
Ovalbtmina 43
Anhidrasa carbénica 30
Inhibidor de tripsina 20.1
a-Lactoalbamina 144

Se calcularon las movilidades relativas (RF) de las proteinas patrones y de la mioglobina
purificada con respecto a un punto.

La curva de calibracién se confeccioné tomando como eje de las abscisas los valores de RF de las
proteinas patrones y en el eje de las ordenadas los logaritmos de sus masas moleculares en kDa.
La masa molecular de la mioglobina se calcul6 interpolando el valor de su RF (0.754) en la curva
de calibracién y correspondi6é a 17,700 Da. Curva de calibracion:

Log(masa molecular) = -1.431 RF + 2.3269

r2=0.9978



ANEXO 4: VALOR DE DISCRIMINACION Y ZONA GRIS

Para la determinacién de la zona gris se utiliz6 el control positivo (CP) del juego de reactivos
RAPITEX con una concentraciéon de 140 ng/mL y, a partir del mismo con empleo de una
soluciéon de HSA al 0.2 %, se hicieron preparaciones que contenian: 125, 120, 110, 100, 90, 80 y 70
ng/mL. A cada una de ellas se le determiné 20 veces la reactividad frente al reactivo de latex-
aglutinacion y se calcul6 el porcentaje de resultados positivos.

Resultados para determinar zona gris del reactivo MIOLATEX

Resultados positivos (#) | Resultados positivos (%)
ng de Mb/mL | Vde CP+V de HSA | en 20 determinaciones | en 20 determinaciones

60 429 puL + 571 pL 0 0

70 500 pL + 500 pL 1 5

80 571 pL + 429 pL 3 15
90 360 pL + 640 pL 18 90
100 714 pL + 286 uL 20 100
110 786 pL + 214 uL 20 100
120 857 uL + 143 uL 20 100
125 892 uL + 108 uL 20 100

Con el porcentaje de resultados positivos vs la concentraciéon de mioglobina, se trazé el grafico
correspondiente:
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Se obtuvo la curva de mejor ajuste para los resultados correspondientes al intervalo 70 ng/mL -
100 ng/mL:
y =317 x - 217

Con esta ecuacion se calculé el valor de discriminacién (84.23 ng/mL) y el intervalo de la zona
gris (70 ng/mL -98.4 ng/mL).




ANEXO 5: PROSPECTO DEL MIOLATEX

MIOLATEX

Prueba rapida para la deteccion cualitativa de mioglokina humana en suero para el diagnddico
temprano del infarto agudo del miocardio.

5ok para uso profesional de diagndsiice i wir®,

Significado diagnostico

La minglohina ez una proteina que esta presente en las células musculares estriadas v en el
trizculo cardizco. Por sy peguefio tamafio (07 500 Da), cuands e mizculo sufre dafio v, en
patticular, en el infatto aguda del miocardio, se libera rapidamente a la sangre v alcanza walores
patoldgicos antes que las enzimas CK, CK-MB, GOT, LDH v las troponinas cardiacas |y T. Como
litnite supetior del valor nomnal se ha estableddo una concertradin de mioglobing de B9 nytal.
Sus niveles ze elevan en el suero a las 2-3 horas del inicio de los dntomas, alcanzando un
tnddma (1-15 py#n L) a las 10-12 horas para retornara la nomnalidad 2 las 24-36 horas delinicio
de |3 izquemia coronaria. Al momento de |3 admisidn, en casos con sogpecha de infarto del
triocardio, &l re sultado postive tene un valor prondzico posttive de 89 % v el resuttado negative
fiene un walor prondztico del B5 % miertras que a las b hors los walores prediciws posgtw
neyativo ze elevan a 30 y 100%, respectivamente . Edo dynifica que puede dezcattarse el infarto
del mincardio con gran segurdad s el suero obtenido a laz B horas de admigdn fmpoce
produce aghtinacion. Lo recotmendado es hacede la prueha en forma senada: al mamento de la
admigion ya las 2 v horag syuientes, a aquellas personas que llegan a los sericios médicos
de urgencia coh sintomas de infarto del miscardio. Dado que 2 mioglobha se encuentra en el
midzculo esqueléticn, pueden presertarse mioglobinemias de distinta etiolagia, espedalmente, en
el zhock grawe, en traumas muscilares yen [a intoxcaciin alcohdlica zewera. Lha inguficien cia
tenal terminal puede conducirtambién a valores elevados de mingloking en el suero, a causa de
una diztninucist en la eliminacion renal .

1. Reactiva 1, latex arti+nioglokina, 2 mL: Suspensdan de particulas de latex de poliegireno de
0.8 pm sensibilizadaz con anficuerpos anti-hb humana.

2. Reactiva 2, cortrol pozitive, 2 mL: “Pool” de suero humano liguido que contiene 250 ng de M
hurnana por mL.

3. Reactiva 3, cortrol negativo, 2 mL:*Fool de suero humano lyuido que contiene B0 ny de b
hurnana por mL.

4 Reactiw 4, solucdn de ahsorcidn, 2 mL: Sustancia hlogqueadora de factore s reumatoides.
Pyente preserante : Azida sidica (nazimo 1 i) en todozlos reacivos,

B juego de reactivos permite realizar 310 determinaciones con empleo de 0 pl de la suspensién
de latex. Mo ohatarte, se puede reducir ese volurmen a la mitad (25 pl), lo que permite realizar
hasta 80 determinaciones.

Estabilidad ¥ almacenaje

B jueyo de readive consrado a M °C, ain después de abisto el shvase, pusds wtilizrse
hasta lafecha de wencirmiento indicada en la etiqueta (12 meses). Hay que mantensr el ciere
petectn de losfrascos pues la suspension de [atex puede desecarse v flocular.

Principio:
Reacodn inmunoguimica entre la mioglobina yloz anticuerpos anti-mioglobina inmowlizado s
whre lasparticulas de [atex. En camn de concentracion elevada de mioglabina (=100 ngiml) se
producird una aglutnacidn wzihle de laz paticulas (resubado positive).

Realiza cibn:

1 Esperar que los reactivos yloz sueroz alcancen |a temperatura ambiente.

? Depositaren una lamina portaobjetos disidida en 3 carmpos: 50 L de suero contral positivg,

Al L de suern control negativo 50 pl del suero del paciente en cada uno de los campos.

3 Adicionar 10 L de la solucion blogueadora a cada uno de los campos.

4 Myttar hien el reactw de [dtecy depostar 23 pl del mismo en cada uno de los camposde
[CEL

i Mezclar con una varilla o palillo simulando un circula ¥ esttando que se junten las manchas.

b Rotar manualmerte la placa durants 5 minutos yobserar la aparicién o no de aglutinado .

B jueno de reactivos permite realizar 40 determinaciones con ermpleo de 50 pl de la suspensn
de latex. Mo ohstante, se puede reducir ese wolumen a kb mitad (29 plj, lo que permite realizar
hasta 80 determinaciones.

Yaborcion:

1.En presencia de un infarto cardiaco la mayoria de los sueros reaccionan ya a los 3 minutos con
rezubiado claramente positivo .

2 Afin de no pasar por afto loz resultados de muestras déhilmente postivas, se continuara
rotando la placa durante 2 minutos mas. S la muedra da una aglutinacidn débil, == repetird con
una muewa muedra de suero 16 2 horas mas tande.
Advertencia:

La intensidad de la reacddn en las muestras postivas puede
compararze con la del control positivo (aspecto de leche
cortada); la no aglitnadin con el cortrol negative aspectn
lechosn). Lha agltinacion franca indica normalmente un
contenido de mioglobina de 100 ngdml o mayar.

Puogitiva

Valoracign semicuantitativa mediante diluciones seriadas

B zuero ze diluve con soluciin de MaCl v ze procede seqin el método descrnto. Se walora |3
dilucién mavor de sueto que en el transcurso de 9 minutos, da una clarz agldinacién .

Megativo

Aglutinacidn hasta la
dilucidn de mem

Cotre sponde a una concentracian
mihima eh gl

12 200
14 400
14 a00
116 1600

Referencias: s mer M, Brooks SH, Mohhacker R, Wazserrnan AG (1982) Clin Chem 28:297-302.
Mainard F, Massoubre B, Le Mares H, Madec ' (1985) Cii Chim Adz2 153011145,

lsabe| Giralding, Mario Alvare z, Matia Cristinag Pico, Paula Pedroso [1993) Rewsfa Cubana de
Farmada 27210084,



ANEXO 6: ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL MIOLATEX

Los tres lotes de reactivo fueron evaluados mensualmente hasta un periodo de 12 meses, que es
el tiempo que se recomienda para este tipo de diagnosticador, segin las regulaciones del
CECMED para los estudios de estabilidad(2000). Se comprobé la estabilidad de la suspensiéon
de latex (apariencia homogénea o presencia de aglutinados) y su reactividad frente a los sueros
controles positivos (+) y negativos (-) del juego de reactivos MIOLATEX y del juego RAPITEX.

Los resultados correspondientes a los 6 y 12 meses se muestran en la Tabla:

Estudio de estabilidad del MIOLATEX a los 6 y 12 meses.

6 meses 12 meses
Ensayo frente a suero Ensayo frente a suero
control control
Lote | Estabilidad Estabilidad

MIOLATEX | RAPITEX MIOLATEX | RAPITEX

+ - + - + - + -

1 Homogéneo | ++++ - ++++ - | Homogéneo | ++++ - ++++ -
2 Homogéneo | ++++ - ++++ - | Homogéneo | ++++ - ++++ -
3 Homogéneo | ++++ - ++++ - | Homogéneo | ++++ - ++++ -




ANEXO 7: ESTIMACION ECONOMICA PRELIMINAR DEL MIOLATEX

Se tom6 como referencia el reactivo de latex-aglutinacion
para microalbuminuria (Microalb-Latex) desarrollado en y
producido por la EPB “Carlos J. Finlay”. Este diagnosticador
tiene un principio similar al del MIOLATEX y utiliza
anticuerpos policlonales producidos en carnero. El estudio
de gastos y precio fue realizado por la Seccién de Finanzas y
Precios del Dpto. Econémico de la EPB “Carlos J. Finlay”. El
componente pesos convertibles (4.28 CUC) esta contenido en

HE=F1

el total unitario (CUP) de cada uno de los gastos. Microaib-Latex

ESTUCHE DE MICROALB-LATEX PARA 100 DETERMINACIONES
CONCEPTO DE GASTOS TOTAL UNITARIO

Materia prima y materiales fundamentales 3.8634
Gastos fuerza de trabajo 2.6203
Gastos indirectos de produccion 5.5567
Gastos generales y de administracion 2.9592
Gastos de distribucién y venta 0.0005
Gastos Totales o Costo de Producciéon 15.0001
Margen utilidad s/base autorizada 2.2273
Precio de venta 17.227
Una determinacion con MicroAlb-Latex 0.1723
Una determinaciéon con el reactivo similar 0.90 - 1.00 USD
importado

Una prueba con un reactivo comercial similar al MIOLATEX (el RAPITEX) cuesta 2.4 USD.

Referencias:

-Diaz-Machado Leyda (2004) Inmunoensayo de latex-aglutinaciéon para determinaciéon de
microalbuminuria. Tesis para optar por el titulo Maestra en Ciencias Bioquimicas, Facultad de
Biologia, Universidad de La Habana.

-Ficha para precios y su componente en pesos convertibles. Cédigo 105 de 10/09/2008, EPB
“Carlos J. Finlay”.
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