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Resumen

RESUMEN

Los estudios recientes realizados con diversos biomarcadores de deteccion precoz del
cancer a nivel mundial han mostrado resultados controvertidos. Como parte de un
esfuerzo a nivel internacional de mejorar su validacién, se mantiene una incesante
busqueda de anticuerpos que los identifiguen, para ello se explotan diversas
tecnologias para generar inmunoglobulinas especificas con este fin. En este trabajo
Nnos propusimos obtener anticuerpos anti HER-2 a partir de la inmunizacion de aves y
mamiferos, para utilizarlos como anticuerpos tanto primarios como secundarios, en un
paguete diagnostico para estudios posteriores en muestras de tejido. Para ello se
inmunizaron gallinas y conejos con aproximadamente 150 ug de la proteina Her-2
pura, obtenida por Cromatografia de Inmunoafinidad para la obtencion de marcadores
primarios, asi como conejos para obtener las anti inmunoglobulinas Y de gallina como
reactivo secundario, las que fueron marcadas con biotina. Como reactivo revelador en
ambos sistemas se utilizd6 un complejo Streptavidina — FITC de una fuente comercial.
Los resultados obtenidos en técnicas inmunohistoquimicas reflejan que el paquete
diagnostico formado por anticuerpos IgY primario conjuntamente con la IgG de conejo
anti IgY, revel6 ser mas sensible y especifico que su similar constituido exclusivamente
por inmunoglobulinas de mamiferos, lo que nos sugiere que la Tecnologia IgY puede
constituir una via para un suministro estable y consistente de anticuerpos primarios

para la produccion de paquetes reactivos con estos fines.
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ABSTRACT

Recent studies using various biomarkers for early cancer detection have shown controversial
results worldwide. As part of an international effort to improve their validation, a relentless
pursuit of antibodies that identify them remains, for that, different technologies are exploited to
generate specific immunoglobulins for this purpose. In this paper we proposed anti HER2
antibody obtained from immunization of birds and mammals for use as both primary and
secondary antibodies as a diagnostic package for further studies in tissue samples. To do,
hens and rabbits were immunized with approximately 150ug of Her-2 pure protein obtained by
immunoaffinity chromatography for obtaining primary markers, and rabbits to obtain anti
chicken immunoglobulin Y as secondary reagent, which were labeled with biotin. As disclosing
reagent in both systems consisted a streptavidin - FITC complex from commercial source.

The results obtained shown that for immunohistochemistry diagnosis, primary package formed
by IgY antibodies together with rabbit IgG anti IgY revealed be more sensitive and specific
than the similar consisting exclusively of mammalian immunoglobulins which it suggests that
the IgY Technology can be a way for a stable and consistent primary antibody reagents for the

production of packages for this purpose supply.
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Leyenda de abreviaturas

LABEX: Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales
CIM: Centro de Inmunologia Molecular

IgG: Inmunoglobulina IgG

IgY: Inmunoglobulina IgG de pollo.

IgM: Inmunoglobulina M

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina

RNAm: Acido Ribonucleico mensajero

HER2: Human epidermal growth factor Receptor 2

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

ELISA: “Enzyme-linked InmunoSorbent Assay” (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a

enzimas)
IHQ: inmunohistoquimica
Ac: Anticuerpo

SPR Surface Plasmon Resonance
Hg: microgramos

cm: centimetros

%: porciento

mL: Mililitro

mg: Miligramo

kg: Kilogramo

g: Gramo

CENPALAB: Centro Nacional Produccion de Animales de Laboratorio
°C: Grados Celsius

|.M: Intramuscular

SSF: Solucion Salina Fisiologica ACF:
Adyuvante completo de Freund AlF:
Adyuvante incompleto de Freund
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Leyenda de abreviaturas

para

la

deteccion

por

WSF: Water soluble fraction (Fraccion soluble en agua)

HCL: Acido Clorhidrico

h: Hora

min: Minuto

EYS: Egg yolk supernatant (Sobrenadante de yema de huevo)
IRD: Inmunodifusién doble bidimensional

IEE Inmunoensayos Enzimaticos

DMSO: Dimetilsulféxido

PBS: Buffer Fosfato Salino 0,01M pH 7,2

DAB: DIAMINOBENCIDINA

OPD: o-Phenylenediamine dihydrochloride

PSA: Antigeno Prostatico Especifico

Tnlc: Troponina IC

ECD: Dominio extracelular de la oncoproteina HER-2/neu
FA: Fosfatasa alcalina

QDs: guantum dots o0 nanocristales o puntos cuanticos
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos treinta afios se han alcanzado progresos significativos en el
entendimiento del céancer, no obstante esta entidad sigue constituyendo la
segunda causa de muerte en paises desarrollados. La deteccion precoz de cancer
por métodos no invasivos resulta un tema de gran interés dado que ésta, al
permitir terapias con mayor precision, puede incrementar significativamente la tasa
de supervivencia de los pacientes.

La deteccion de cancer en sus estadios tempranos necesita de ensayos de alta
sensibilidad que puedan reconocer marcadores para la carcinogénesis. Los
biomarcadores son indicadores celulares de estados fisiologicos y/o cambio
durante el proceso de una enfermedad. Estos pueden tomar variedad de formas
que incluyen genes y variaciones genéticas, cambios en el RNAm y/o la expresion
de proteinas, modificaciones postraduccionales de las proteinas, y diferencias del
nivel de un metabolito. Hasta la fecha, la mayoria de los biomarcadores para
cancer que se han identificado con mayor prominencia para la aplicacion clinica
son de naturaleza proteica.

De la familia de biomarcadores HER (relacionado con el EGFR humano) familia
del receptor tyrosine kinases se conoce el HER1/EGFR (epidermal growth factor
receptor)/c-erbB1l, HER2/c-erbB2, HERS3/c-erbB3 y HERA4/c-erbB4), los cuales
comparten un alto grado de homologia estructural y funcional. Estos comprenden
una red compleja de acoplamiento de varios ligandos extracelulares hacia rutas de
transduccion intracelular que resulta de la interaccion del receptor y una activacion
cruzada, y su nivel de expresion celular juega un rol pivote como marcador

Y sobre todo en cancer de mama y es decisivo en la seleccion de

pronostico ¢
pacientes para la terapia con trastuzumab. ®?
Estos biomarcadores pueden ser probados a partir de diversas muestras que

incluyen desde los propios tejidos tumorales hasta fluidos de la sangre y orina.
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Las técnicas de ELISA e Inmunohistoquimica son las de uso mas comun para
identificar biomarcadores proteicos. La Inmunohistoquimica (IHQ) posee una
principal ventaja, y es que permite la evaluacion de la expresion del biomarcador
con relacion a las caracteristicas morfologicas del tumor. Hay dos factores
principales que han impedido el desarrollo de IHQ cuantitativos y son la baja
especificidad de los Acs IgG de mamiferos y la inestabilidad de los fluoroforos

organicos.

Todos los anticuerpos en uso clinico hasta hoy para hacer diana en células

cancerosas son IgG monoclonales de origen mamifero. Y Recientemente se ha

visto renovado un interés en el uso de anticuerpos IgY aviares como sustitutos de

las IgG en Inmunoensayos y aplicaciones clinicas. ® Las IgY distintas de las IgG
en cuanto a lo que estructura molecular y caracteristicas bioquimicas se refiere
posee muchas atractivas ventajas desde los puntos de vista bioquimico,
inmunolégico y de produccion sobre las IgG, éstas poseen una alta afinidad por
las proteinas de mamiferos por la diferencia en los procesos de maduracion que
sufre la IgY, alta estabilidad al ser aplicada en superficies como por ejemplo,
mayor estabilidad al aplicarse a microesferas de latex, y sobre superficies
hidrofobicas, facilita la fabricacion de microarreglos de proteinas basados en
anticuerpos, mejora la deteccidon de antigenos proteicos en la técnica SPR (del
inglés Surface Plasmon Resonance) y se dispone de las mismas para su
desarrollo perspectivo ®, de tal manera que ya ha sido demostrada las ventajas

que ofrece el uso de anticuerpos IgY anti HER2 en la deteccion de células de

cancer de mama. © Los anticuerpos IgY suministran una deteccién mas sensible y
especifica de células de cancer de mama al compararse con anticuerpos IgG e
IgM comerciales. Estos anticuerpos IgY anti HER2 conjugados a diversas
etiguetas moleculares han mostrado tener potencial para brindar medidas

cuantitativas de los biomarcadores. 26.7)
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La capacidad para obtener preparados puros de la proteina HER2 en nuestro
laboratorio conjuntamente con la capacidad de extraccion de anticuerpos IgY a
partir de las yemas de huevos de gallinas inmunizadas, asi como la experiencia en
meétodos tradicionales de produccion de anticuerpos a partir de los sueros de
mamiferos inmunizados, nos permitid trazarnos en este trabajo el objetivo de
obtener preparados de inmunoglobulina IgY de pollo e IgG de conejo especifica
contra este biomarcador tumoral, asi como sus respectivos anticuerpos anti
inmunoglobulinas en animales heterélogos para evaluar su uso en un ensayo
inmuhistoquimico especifico y proponer entre éstos, el de mejor desempefio en la

deteccion de cancer de mama.

Problema

La deteccion de cancer en sus estadios tempranos necesita de ensayos de alta
sensibilidad que puedan reconocer marcadores para la carcinogénesis. En nuestro
pais no se cuentan con paquetes diagndsticos especificos y sensibles para el
marcador tumoral Her2 en los servicios de anatomia patolégica de los hospitales

provinciales.

Hipotesis

Un sistema de deteccion para el marcador tumoral Her2 a partir de anticuerpos
primarios IgY es mas especifico y sensible que un sistema basado en anticuerpos
primarios y secundarios de origen mamifero.

Para el rechazo o aceptacion de esta hipotesis se plantean los siguientes

objetivos:



Sistemas basados en anticuerpos aviares y mamiferos para la deteccion por
Inmunohistoquimica del marcador tumoral Her2.

Introduccién

Objetivo general
Obtener anticuerpos primarios y secundarios para la deteccion del marcador

tumoral Her2.

Objetivos especificos

Obtener anticuerpos primarios a partir de la Inmunizacién de gallinas y conejos.
Obtener anticuerpos secundarios conjugados con biotina.

Evaluar el desempefio de los anticuerpos obtenidos en aves y mamiferos
mediante Inmunohistoquimica a través de un sistema de deteccion Streptavidina —

FITC de origen comercial.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomarcadores. Concepto

La Biologia actual ha tenido avances sorprendentes a partir de la segunda mitad
del siglo pasado, desde 1950 y hasta la primera década de este milenio. Con la
descripcion del modelo de la estructura molecular del acido desoxirribonucleico
(ADN) y del proceso de preservacion y transmision de la informacién genética
entre los individuos. ©

En 1953 se inicia una nueva etapa de la ciencia biolégica conocida como era de la
Biologia Molecular. Esta etapa, sigue en constante desarrollo y ha sido potenciada
significativamente por los ultimos descubrimientos cientificos y las importantes
aportaciones tecnoldogicas como: la miniaturizacion y robotizacion de
procedimientos de laboratorio (nanotecnologia), el uso de computadoras de gran
capacidad y velocidad de procesamiento de datos, asi como la elaboracion de
programas computacionales especializados en el andlisis de informacion bioldgica
(bioinformética). Gracias a la conjuncién de todos estos factores se han logrado
concluir proyectos tan ambiciosos como la secuenciacion completa del genoma
humano. ©

El analisis pormenorizado de la informacion gendmica obtenida de este proyecto
estd a la espera de ser comprendida y descrita en su totalidad, pero con la
culminacion de este proyecto se inicia la era del analisis masivo de informacion
genética conocida como “la era gendémica”. En este entorno se impulsa la opcién
del empleo de biomarcadores moleculares que surgen como una aplicacion
factible de uso para beneficio tanto en la salud humana, como en las evaluaciones

de alteraciones ecologicas e incluso de aplicacion en la industria biotecnoldgica.
(10)
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La palabra biomarcador o marcador bioldgico se empezd a utilizar en las ciencias
biolégicas alrededor de 1960. Sin embargo, el uso de caracteristicas indicadoras
de patologias o sintomas en los individuos se ha realizado de muchos siglos atras.
amn

Actualmente, con los avances registrados en la genémica humana se puede
considerar que la nueva generacién de biomarcadores es aportada por el andlisis
de macromoléculas organicas (proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos)
presentes en los individuos, que no solamente indiquen la presencia de
alteraciones patoldgicas, sino también la posible susceptibilidad de cierto paciente
a desarrollar alguna enfermedad en el futuro e incluso evaluar la posible respuesta
que generard algun individuo enfermo ante determinados procedimientos
terapéuticos. (12)

Los biomarcadores son parametros bioldgicos que proveen informacion sobre el
estado normal o patolégico de un individuo o una poblacion, y son utilizados para
la comprension de diferentes enfermedades en variados aspectos como: el
tratamiento, prevencion, diagnostico y progresion de la enfermedad, respuestas a
la terapia, evaluacion experimental toxicoldégica de medicamentos o pesticidas,
medicion de riesgo ambiental y epidemiologico, ademas de evaluacion de la
intervencién terapéutica, entre otros 3%

La utilidad del uso de biomarcadores como elementos de evaluacién de riesgos de
afectacion de la salud, cada dia toma mayor importancia ya que permiten
adquisicion de mucha informacioén acerca de diferentes tipos de enfermedades,
identificacion de factores de riesgo para la salud de los individuos y las
poblaciones, seleccion de medicamentos, evaluaciéon de la progresion de las
enfermedades y su tratamiento, el desarrollo de politicas en salud ocupacional y

ambientall, entre otros.
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El desarrollo tecnologico posibilita que los biomarcadores implementados sean
cada vez mas especificos y son fundamentales en el desarrollo de las diferentes
disciplinas biomédicas, que permiten la elaboracién de las estrategias y politicas
para mejorar las condiciones de vida de los pacientes y de las personas en
general, al generar informacién que permite realizar correctivos para disminuir la

mortalidad y morbilidad de los individuos. >®

2.2 Biomarcadores Tumorales. Estado actual

Los grandes avances alcanzados en el campo de la oncologia a partir de la mitad
de la segunda década del Siglo XX, generaron en la comunidad cientifica la
necesidad de contar con pruebas de laboratorios faciles y eficaces, al alcance de
la mayoria de la poblacion, orientadas a detectar neoplasias ocultas, antes de que
aparezcan las manifestaciones clinicas, con enfermedad localizada, de utilidad en
el diagndstico y prondstico, en el tratamiento y en el seguimiento a corto, mediano
y largo plazo de los pacientes con céncer. La respuesta a esta necesidad fue el
descubrimiento y el desarrollo tecnoldgico de los marcadores tumorales y es asi
como los marcadores tumorales o biomarcadores de cancer, como también se les
conoce, representan uno de los logros mas importantes en la lucha contra el
cancer. 7

Los marcadores tumorales, también denominados marcadores bioldgicos o
biomarcadores, se definen como moléculas, sustancias o procesos que se alteran
cualitativa o cuantitativamente como resultado de una condicion precancerosa 0
un cancer, detectables mediante una prueba de laboratorio en sangre, en liquidos
organicos o en tejidos. ®

La naturaleza del marcador tumoral puede ser muy variable, va desde un acido
nucleico, ADN o ARN, una proteina o un péptido, hasta procesos como la
apoptosis, la angiogénesis y la proliferacion que pueden ser medidos con técnicas

apropiadas. (19)
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Son multiples las sustancias y moléculas que pueden ser utilizadas como
marcadores tumorales, identificando principalmente la transformacion maligna, la
proliferacion, indiferenciacion y diseminacion de las células neoplasicas. El valor
clinico de los marcadores tumorales dependera de la sensibilidad y especificidad,
pudiendo utilizarse en la busqueda de cancer oculto como prueba tamiz en
poblacién de alto riesgo, como prueba integral del diagndstico de las neoplasias
en donde se han identificado como criterios de clasificacion, prondstico y
predictivos y para seguir el tratamiento y el curso de la enfermedad, incluida la
posibilidad de detectar las recaidas oportunamente, cuando éstas se presentan.
(20)

Ciertos marcadores encontrados en células cancerosas pueden ser usados para
ayudar a predecir si un tratamiento en particular es propenso a funcionar. Por
ejemplo, en el cancer de seno y cancer de estdmago, si las células contienen
grandes cantidades de una proteina llamada HER2, los medicamentos como el
trastuzumab (Herceptin®) pueden ser Utiles en el tratamiento. Si las células
cancerosas presentan niveles normales de HER2, estos medicamentos no seran
atiles. En casos como estos, se somete a analizar el tejido del tumor para
comprobar la presencia de HER2 antes de iniciar el tratamiento.

HER2: La HER2 (también conocida como HER2/neu, erbB-2 o0 EGFR2) es una
proteina que hace que crezcan algunas células cancerosas. Se encuentra
presente en mayores cantidades a lo normal en la superficie de las células
cancerosas del seno en alrededor de 1 de cada 5 pacientes con este tipo de
cancer.

Los niveles mas altos de lo normal pueden ser encontrados en otros tipos de
cancer también, como el de estbmago y eséfago. Los canceres que son HER2

positivo tienden a crecer y propagarse mas rapido que los otros tipos de cancer.
(22,23,24,25,26)
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Las desventajas son que pueden elevarse en pacientes con procesos benignos,
no se elevan en todos los pacientes, especialmente en los estadios tempranos y

muchos no son especificos de un determinado tipo de cancer. ¢

2.3 Her2 y su relacién con el cancer de mama

HER 2 (factor de crecimiento epidérmico humano-2) son genes comprometidos
con el crecimiento y la proliferacion celular. ElI producto de estos genes es un
receptor glicoprotéico de transmembrana, estructuralmente similar a EGFR, cuyas
formas mutadas promueven la transformacién neoplasica de las células,

transmitiendo sefiales de crecimiento desde la membrana al nldcleo aumentando la

division celular. Un 25-30% de todos los canceres de mama sobre expresan HER

2, éstos tienen mal prondstico, mayor riesgo de recurrencia. 7283031

El carcinoma de mama es una de las neoplasias malignas mas frecuentes y de
mayor mortalidad en las mujeres de los paises industrializados. Debido al
comportamiento agresivo de algunas variedades y dado que la mama es un
organo accesible para el diagnostico temprano, el cancer de mama es objeto
permanente de estudios en relacion con los métodos de diagnostico y tratamiento.
Se utilizan de rutina: tamafo del tumor, tipo histolégico del mismo, pleomorfismo
celular y nuclear, indice mitético, presencia de necrosis, invasion vascular, estado
de los receptores hormonales y de los ganglios linfaticos axilares. Sin embargo,
estos parametros no son suficientes para predecir el curso de la enfermedad.

Los avances de la biologia molecular han permitido descubrir nuevos marcadores
que ya se han incorporado a la practica clinica y que brindan una importante
informacion acerca del comportamiento biolégico del tumor y la posible respuesta
a la radio o quimioterapia y por lo tanto, orientan la terapéutica a implementarse.
En este aspecto, el uso de un panel de marcadores tumorales, proporciona

informacion mas certera que la que puede suministrar un solo factor.
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Debido a esto, en la actualidad el prondstico de las neoplasias es mas exacto que
hace 20 afios. ©?

En el 20 al 30% de los canceres de mama se ha reportado la sobreexpresiéon del
receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2). ®® Estos estudios
fueron el punto de partida de una extensa serie de publicaciones que asociaron la
expresion de esta molécula con mayor agresividad del tumor y la clasificaron como
un predictor de respuesta a diferentes esquemas de tratamiento, especialmente al
utilizar el trastuzumab, anticuerpo monoclonal humanizado que reconoce el
dominio extracelular del HER2, aprobado desde 1998 para su utilizacién en el
tratamiento del cancer de mama metastasico. ®*3 Desde entonces y hasta la
fecha, los resultados clinicos obtenidos en la prediccion de respuesta abarcaron
también a la hormonoterapia y la quimioterapia, y fueron estableciendo el valor del
conocimiento de su expresion en los tumores mamarios al momento del
diagnéstico, convirtiéndolo en un procedimiento estandar en la practica clinica del
cancer de mama. ©®

En los dltimos afios se ha ampliado el espectro de marcadores en cancer de
mama, debido a los avances de la biologia molecular que esta estudiando en
profundidad los eventos de la carcinogénesis, la progresion tumoral y los
mecanismos de produccién de las metastasis.

La sobreexpresion de la proteina Her2 esta considerada como un importante
factor pronostico en los estadios tempranos del cancer de mama y diversos
estudios indican que puede ser utilizado también como un marcador predictivo con
respecto a la respuesta a la quimioterapia y a la terapia con anti estrogenos.

Se relaciona con un pronostico desfavorable, presencia de ganglios positivos,

expresion alterada de p53 y aumento de la proliferacion celular.

10
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Su amplificacién es una de las alteraciones genéticas mas comunes asociadas
con el cancer de mama dando lugar a la aparicion de resistencia a drogas
quimioterapéuticas y a conductas clinico-patolégicas méas agresivas.

La sobreexpresion de este gen, que se observa frecuentemente en carcinoma in
situ, aumenta el potencial invasor de las células cancerosas y parece ser mas
importante en el inicio de la enfermedad que en su evolucién. ©”

El cancer de mama HER2 positivo es una forma agresiva de la enfermedad que, si
no se trata, se asocia a peores chances de sobrevida y una progresion mas rapida
de la enfermedad que el cancer de mama que no es HER2 positivo. La proteina
HER2 envia sefiales a la célula para que crezca y se divida, por lo tanto,
cantidades excesivas de HER2 pueden llevar a un crecimiento celular

descontrolado o maligno y al desarrollo de cancer

Cabe destacar que mientras una célula normal posee 20.000 receptores HER2 en
su superficie celular, cada célula cancerigena HER2 positiva tiene alrededor de 2

millones de receptores HER2.

La familia HER esta compuesta por cuatro proteinas (HER1, HER2, HER3 y
HERA4.

El acoplamiento de las proteinas HER (también llamado dimerizacion: un
compuesto formado por dos moléculas) es un paso importante en la activacion de
las vias de crecimiento y sobrevida de las células cancerigenas. La proteina HER2
es un miembro particularmente importante de la familia HER en el desarrollo del
cancer, ya que a diferencia de otras proteinas HER, esta constantemente activa
porque siempre se encuentra en una ‘conformacion’ abierta lo que significa que

esta siempre libre para unirse a otros miembros de la familia HER.o

La union de HER2 con otros miembros de la familia HER puede mandar multiples

sefales a la célula para que crezca y se multiplique, lo que puede llevar al

11
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desarrollo de cancer. La proteina HER2 puede unirse a cualquiera de los
miembros de la familia HER; sin embargo, se cree que la unién de HER2 a HER3

es la que tiene el mayor impacto en el crecimiento de la célula cancerigena.

Mientras que la pareja HER2-HER2 activa un conjunto de vias de sefalizacion
celular que son importantes para el crecimiento y la supervivencia de la célula, la
pareja HER2-HER3 puede activar directamente vias de sefalizacion adicionales,

lo que también conduce a la supervivencia celular. 839

En el cancer de mama se utilizan marcadores especificos para predecir la
respuesta al tratamiento y clasificar a los pacientes en diferentes grupos seguin su
prondstico cuando se combinan estos marcadores con la informacion relacionada
con el tamafo tumoral, grado, afectacion ganglionar. Los marcadores utilizados
con estos fines en las muestras de biopsia son el receptor de estrogenos (RE), el
receptor de progesterona (RP) y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER-2/neu, por sus siglas en inglés). ¢

Numerosos informes muestran que la proteina de HER-2/neu es un test diferente
de los tradicionales marcadores tumorales como el Cal5.3. El marcador
tradicional mide la presencia de proteinas de alto peso molecular e indica
crecimiento o decrecimiento de la carga tumoral.

No hay evidencia que estas glicoproteinas participen en la conversion de células
normales en cancerosas. La oncoproteina HER-2/neu se deriva de un oncogén
conocido que esta biolégicamente relacionado con la conversion de células
normales en tumorales. “%

El desarrollo de una neoplasia esta directamente relacionado con mutaciones
genéticas sucesivas en las que estan involucrados oncogenes celulares. “? En el
caso del cancer de mama se sabe que el oncogén Her2/neu esta amplificado y/o
sobre expresado en aproximadamente un 30% de los casos. El conocimiento de la

12
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positividad del mismo tiene un importante valor pronéstico asociandose a una
mayor agresividad de la enfermedad. Asi mismo dicho gen puede ser un marcador
predictivo de respuesta a determinados tratamientos como el trastuzumab
(Herceptin®): 434449

Un marcador tumoral va a ser realmente util si las decisiones terapéuticas
basadas en sus variaciones mejoraran la sobrevida global, la sobrevida libre de
enfermedad, la calidad de vida y los costos del tratamiento. EIl HER-2/neu cumple
con estos requisitos y ademas: Los niveles séricos de HER-2/neu son indicadores
de la agresividad del tumor. EI monitoreo de los niveles séricos luego del
diagnoéstico primario puede ser un indicador temprano de la progresion de la

enfermedad.

2.4 Inmunoensayos para deteccion de Biomarcadores

La deteccion de cancer en sus estadios tempranos necesita de ensayos de alta
sensibilidad que puedan reconocer marcadores para la carcinogénesis.

Los biomarcadores pueden ser probados de varios especimenes, incluyendo
tejidos tumorales y fluidos corporales tales como suero y la orina. Hasta la fecha,
la mayoria de los biomarcadores de cancer identificados para la aplicacion clinica
son de naturaleza proteica. Las técnicas utilizadas comunmente para las pruebas
de biomarcador de proteina son los inmunoensayos o0 técnicas inmunoquimicas
como son los ELISA y técnicas de inmunohistoquimica (IHC). “®)

Los inmunoensayos o técnicas inmunoquimicas son métodos analiticos basados
en la alta especificidad de la interaccion antigeno-anticuerpo para la deteccion y
cuantificacion de sustancias de interés, a los que se denomina analitos.

Esta metodologia, ampliamente utilizada tanto en analisis de rutina como en
investigacion cientifica se origind en 1959 con el ensayo inmunoldgico realizado
por Rosalyn Yalow y Salomon Berson], que permitid6 detectar insulina humana a

nivel de picogramos. A partir de entonces los inmunoensayos han representado un

13
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importante avance en el andlisis de sustancias de interés en muy diversos
campos, encontrando aplicacion en el diagndstico clinico, la industria alimentaria y
en el estudio y control del medio ambiente entre otros. 474849

Es el ELISA el método mas popular dentro de los inmunoensayos, Su principal
ventaja consiste en el corto periodo de tiempo que lleva su desarrollo, es una
técnica de alto rendimiento, sensible cuantitativamente que mide la cantidad de
analitos presente en un fluido fisiologico. Es el actual estdndar de oro para la
deteccion de marcadores de proteinas de bajo nimero de copias. Utilizan como
marcador una enzima y el espectrofotdmetro como sistema de deteccidén devenido
lector de microplacas. La ventaja de los ELISA es que puede ser utilizada con
fluidos corporales que se recogen de forma no invasiva. Sin embargo, adolece de
muchos inconvenientes, tales como la mano de obra intensiva y altamente
calificada, y son métodos costosos.

La inmunohistoquimica (IHC) es una técnica que utiliza la tincion de muestras
histol6gicas para detectar un marcador particular, es la técnica de diagnéstico de
cancer mas importante en la practica para predecir los resultados de los pacientes
con diferentes grados de enfermedad. Para ello se emplean anticuerpos
preparados frente a la proteina que se desea detectar marcados con moléculas
fluorescentes. Se aprecia si hubo unidon del anticuerpo con el antigeno por la
fluorescencia emitida, que se observa bajo microscopio de luz ultravioleta. Este
procedimiento (inmunofluorescencia directa) tiene la limitacion del marcaje con un

fluorocromo.

Para evitar esto, o que se hace es tratar el tejido o células con antisueros anti
antigeno producidos, por ejemplo, en conejo, y secundariamente tratar con
antinmunoglobulinas marcadas con un fluorocromo que puede ser de unién
covalente, son moléculas organicas pequefas (FITC, biotina) forman una unién
covalente con grupos amino libres en los anticuerpos. Como ejemplo tenemos el

Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), phicoeritrina, rodamina, rojo texas, cianinas.

14
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El méas utilizado para marcar proteinas es el FITC. Los fluorocromos de unién no
covalente se unen no covalentemente a estructuras dentro de la célula son por

ejemplo: Hoechst, DAPI, Naranja de acrimina, yoduro de propidio y otros. ¢%

Las desventajas de este método son que depende de muestras de biopsia que se
recogen utilizando técnicas invasivas, Altos costos en reactivos y equipos y debe
ser realizado por personal muy especializado Sin embargo, en comparacién con
ELISA y otras técnicas moleculares que requieren la homogeneizacion del tejido
tumoral, IHC tiene la gran ventaja de permitir la evaluacion de la expresion de
biomarcadores en relacion con las caracteristicas morfolégicas de un tumor.
Tienen en la clinica estos métodos inmunoenzimaticos diversas aplicaciones por
ejemplo: actualmente, en el mercado existen varios analisis inmunoenzimaticos
cuantitativos en fase sélida para la deteccion de Troponina (Tnlc), los cuales son
Utiles para detectar el dafio miocardico. Estos inmunoensayos son de tipo
"sandwich", entre ellos Stratus Il (Dade Diagnostics, Munich, Alemania), Access
(Sanofi Diagnostics,) entre otros. En el caso de las pruebas cualitativas de Tnic, se
trata de tiras reactivas basadas en un ensayo inmunocromatografico que permite
un andlisis rapido de las muestras. Hasta el momento, estas tiras son
comercializadas por la firma Spectral Diagnostics, (Toronto, Canada). !

En la urologia por ejemplo se ha establecido que la glucoproteina PSA (Prostate
Specific Antigen) es un marcador tumoral de diversos tipos de cancer y
especialmente para el cancer de proéstata.

El primer inmunoensayo para PSA, era un ensayo de tipo sandwich ligado a
enzimas (ELISA). En los ultimos afios se ha desarrollado una gran variedad de
inmunoensayos diferentes para la deteccion de PSA, basados en diferentes
protocolos de deteccion, asi como otros inmunoensayos basados en Microscopia
de Fluorescencia, Espectroscopia por resonancia de plasmones superficiales

(SPR) 0 Espectrometria Raman de superficie mejorada.
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Cabe destacar dentro de los inmunoensayos para la deteccion de PSA, el gran
desarrollo que estan teniendo los basados en membranas inmunocromatograficas,
o inmunoensayos de flujo lateral con deteccion capacitativa, colorimétrica o

electroquimica. ©¢2%%

2.5 Inmunoensayos y cancer de mama

En el cancer de mama un aspecto importante lo constituye la determinacion de la
expresion de HER2 en tejido.

Los métodos mas comunmente utilizados para la determinacién de la ampliacion
del oncogén y de la proteina HER-2/neu son: FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization) para DNA, que puede ser fluorescente o cromogénica, la IHC
(Immunohistochemistry), La técnica FISH es mas dificil de realizar y mas costosa
que la IHQ. Sin embargo la cuantificacion es mas precisa y relativamente sencilla
de realizar. Actualmente se comercializa El kit de sonda de ADN PathVysion HER-
2 (Kit PathVysion) se ha disefiado para detectar la amplificacion del gen HER-
2/neu mediante la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en muestras de
tejido con cancer de mama humano. Las dos técnicas presentan limitaciones in
situ debido sobre todo a su variabilidad.

Por otra parte, al tratarse de métodos que miden el Her2/neu en tejido tumoral, no
serian validos para el seguimiento de la enfermedad una vez extirpado el tumor
primario.

Una vez extirpado el tumor, la determinacion de Her2/neu tiene una gran utilidad
clinica complementaria. La determinacion del dominio extracelular (ECD)
circulante en suero o sea la expresion de la proteina p185 se realiza mediante
Inmunoensayos tipo ELISA 6 de Quimioluminiscencia Directa.

Actualmente el método mas difundido por su excelente performance es el que

emplea la tecnologia de Quimioluminiscencia Directa en ADVIA Centaur. ©%
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Algunas de las ventajas reportadas de la quimioluminiscencia en los ensayos
incluyen sensibilidad (limites de deteccion de moles, nanogramos, picogramos) y
velocidad (sefial generada en unos pocos segundos y en algunos casos estable
por varias horas), sin residuos peligrosos, y procedimientos simples. ©®

Otros de los sistemas de reconocimiento que se emplean en los inmunoensayos
(IEE) como sistemas auxiliares, es el complejo avidina- biotina, estreptavidina.

Este sistema se ha convertido en una de las herramientas mas importantes para
los IEE. Las enzimas mas usadas en las técnicas para el marcaje de Ags o mas
frecuentemente de Acs son la Peroxidasa y la Fosfatasa alcalina (FA) de mucosa
intestinal de ternera. Esta dltima es la favorita por su bajo costo, su facil
conjugacion y la amplia variedad de sustratos que posee. ©©57

Este método no esta exento de algunos inconvenientes como son la aparicion de
falsos positivos por la biotina enddégena principalmente en tejidos no fijados con
formol. Se ha desarrollado otro sistema de deteccién (EnVision) basado en la
utilizaciéon de un polimero de alto peso molecular, el dextrano, al que se conjugan
covalentemente un gran numero de moléculas de enzimas y de anticuerpo
secundario. Tedricamente aumenta mucho la sensibilidad del método, permite
realizar la tincion en un paso menos que las técnicas tradicionales avidina-biotina
y confiere una gran rapidez y simplicidad al método. ©®

Actualmente la firma comercial DAKO produce diversos kit que se suministran listo
para su uso como por ejemplo: EnVision™+ Dual Link System-HRP; EnVision™

G|2 System/AP, Rabbit/Mouse (Permanent Red).

2.6 Actualidad en el diagnoéstico de cancer

El desarrollo de nuevas tecnologias como la nanotecnologia y su aplicacién en el
inmunodiagnodstico ayudan a mejorar el diagnostico citolégico en muchos

pacientes, se ha logrado la identificacion temprana de células tumorales.
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El desarrollo de nanotecnologias como instrumentos para acelerar los avances en
la investigacién de biomarcadores tiene por objetivo identificar nuevos agentes
moleculares predictivos para controlar la progresion del cancer asi como también
buscar nuevos agentes diagnosticos de imagen que permitan detectar

tempranamente la enfermedad.

Mejorando la prevencion y el control de la respuesta al tratamiento. Las
nanotecnologias emergentes incluyen a los quantum dots (QDs) y nanoparticulas

de oro. 99

Estudios recientes demuestran que el uso de estas nanoparticulas es un blanco
perfecto de la imagenologia del siglo XXI. Estas poseen una serie de propiedades
fisicoquimicas que las hacen ser mejores que los colorantes organicos
convencionales en el diagndstico citologico. La ventaja radica en que los QDs son
mas fotoestables, ingresan con mayor facilidad al interior de la célula, emiten
distintas coloraciones con solo variar la longitud de onda, presentan un mayor
contraste. También se suma la ventaja de que la estructura del dendrimero en su
parte externa permite albergar una gran cantidad de moléculas que son blanco de
un sin nimero de receptores celulares haciéndolo a su vez mas selectivo. ©1¢?

La nanotecnologia servira para identificar a células cancerigenas, y por lo tanto se
brindara la posibilidad de dar nuevos y més eficaces tratamientos contra este
padecimiento.

Es factible que a corto plazo, la nanotecnologia pueda generar terapias
oncoldégicas, por ejemplo, se han realizado investigaciones en las cuales se busca,
mediante la utilizacion de laser, eliminar células cancerosas sin eliminar, ni dafiar
las células sanas. 359

En éstas se ha intentado incorporar nanotubos de carbono, que son cilindros de
grafito con propiedades eléctricas inusuales, que al detectar la presencia de

células cancerosas y por medio del aumento de la temperatura de los mismos con
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la ayuda de un laser, se pueden eliminar las células cancerosas y evitar el dafio a
las células sanas, como se ha intentado en cancer de pulmén y mamas, entre
otros.

La nanotecnologia tiene un potencial muy grande para realizar importantes
contribuciones en la prevencién, deteccion, diagnostico y por supuesto tratamiento
del cancer. ©®

La nanotecnologia puede representar una oportunidad para un pais como Cuba,
gue posee un importante capital humano preparado para enfrentar retos en el
campo cientifico-tecnoldgico con un enfoque solidario y alto sentido ético. ©®

En nuestro pais el desarrollo de la biotecnologia nos ha permitido avanzar en la
investigacién cientifica, contar con biomoléculas de produccién nacional Gtiles en

la experimentacion biomédica, en el diagnéstico del cancer. ¢7:6869)

El patron de incidencia y mortalidad por cancer en el sexo femenino en Cuba es
similar al observado en los paises desarrollados. Esta localizacion tumoral se
considera un importante problema de salud en nuestro pais. ? Los criterios
clinicos, unidos a los medios diagnosticos y a las armas biotecnoldgicas, juegan
un papel importante en el mejoramiento de la calidad de vida del paciente con
cancer y repercuten en los indices de mortalidad por esta enfermedad en nuestro

pais (71,72,73)
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3. MATERIALES Y METODOS

El estudio experimental, consistié en la obtencion de anticuerpos anti HER-2 a
partir de la inmunizacion de aves y mamiferos para utilizarlos como anticuerpos
primarios en un Kit diagnéstico. Los esquemas de inmunizacion, la obtencion de
los antisueros, evaluacion de la respuesta inmune fueron desarrollados en los
Laboratorios de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales (LABEX-CIM) mientras
gue el proveedor del sobrenadante de cultivo del transfectoma fue el Centro de
Inmunologia Molecular (CIM) y fue alli donde realizamos la evaluacion del
funcionamiento de los antisueros en el periodo comprendido de enero 2012 a
junio del 2013.

3.1 Antigenos para la inmunizacion

Para el desarrollo de los esquemas de inmunizacién anti Her2 se utilizO como
antigeno la proteina Her2 pura obtenida a partir del cultivo del transfectoma HEK
293, se descongeldé un ampula en frasco de cultivo de 2.5 cm, en medio DEMEN-
F12 al 10% de suero, una vez el frasco estuvo confluente se pas6é para dos
frascos de 175 cm en medio DEMEN-F12 al 5%, a los tres dias se sembré en

Spiner cambiandole el medio DEMEN-F12, por medio CPCHO-PFHMII a una

concentracion de 3x10° células por mL.

A los 10 dias se recogido sobrenadante y se purific6 por Cromatografia de
Inmunoafinidad en una columna que contenia anti Her2 (Anticuerpo Monoclonal
humanizado anti HER2. Un anticuerpo monoclonal humanizado 1gG1l, que
reconoce la proteina HER2+) acoplada a una matriz de Sepharose 4B Fast Flow
CNBr-activada.

En el esquema de inmunizacion anti IgY en conejo se utiliz6 como antigeno IgY

de yema de huevo de gallina de la Sigma-Aldrich (USA).
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3.2 Determinacion de la presencia de Her2 en las muestras inmunogénicas

por el método ELISA.

Al purificado de Her2 obtenido se le determiné reconocimiento especifico mediante
un sistema ELISA, utilizando los mismos como recubrimiento a una concentracion
de 10 pg/mL en buffer carbonato 1M a pH 9,6, en una placa ELISA de poliestireno
de la firma COSTAR (USA), a razon de 50upL/pozo. Se utilizé como control
negativo la molécula Herl a la misma concentracion. Se mantuvo durante 18
horas a una temperatura entre 2 y 8 °C, se dejé atemperar por 10 minutos, se
sacudid vigorosamente contra papel absorbente. Luego se afadié anti Her2
terapéutico del CIM (Cuba) (referido anteriormente), a las concentraciones de
Img/mL, 500 pg/mL y 250 pg/mL, utilizando como reactivo revelador anti 1gG
humana conjugada con peroxidasa de la Sigma (USA). Se incub6 durante 1h a
37°C, se lavo 3 veces. Se aplicé 50 pyL/pozo de la solucién sustrato (5ml del
Tampon Citrato-Fosfato + 1 tableta de OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride)
de 2mg + 10 pl de H,0,) y se dejo a temperatura ambiente, en condiciones de
oscuridad, para el tiempo de reaccion previamente establecido durante la
titulacion, que en nuestro caso fue de 10 minutos. La reaccidon enzimatica se
detuvo afiadiendo 50uL/pozo de solucion H,SO,4 al 10% y se prosiguio a la lectura
de la placa. Se leyo la absorbancia a 490nm en un Lector de placa (DIAREADER
UV ELx800, DIALAB, Austria). Los datos obtenidos se cargaron hacia un archivo

EXCEL donde se terminé el analisis de la data obtenida. ©®

3.3 Esquema de inmunizacion

3.3.1. Biomodelos Experimentales

Para la obtencién de anti Her2 en aves, fueron utilizadas gallinas ponedoras
(White Leghorn de 24 semanas de edad), las gallinas se compraron en Centro de

Produccion de gallinas ponedoras ElI Hormiguero, San Luis, Santiago de Cuba, se
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mantuvieron en condiciones convencionales a una temperatura de 28 + 2 °C; la

humedad relativa promedio fue de 65 + 3 %.

Se ubicé una gallina por jaula con una dimensién de 128 cm. x 65 cm. x 80 cm. Se
mantuvieron animales sin inmunizar durante todo el experimento como grupo

control.

Para obtener suero hiperinmune anti Her2 y anti IgY, se utilizaron conejos
hembras Nueva Zelandia Blanco, de 18 a 20 semanas de edad y entre 2y 2,5 kg
de peso) seleccionados del centro de cria y reproduccion comercial (Centro
Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, CENPALAB®, Habana,
Cuba).

Los conejos se mantuvieron en condiciones similares a las descritas
anteriormente para las gallinas, tomandose muestras de sangre de la vena central
de la oreja para la titulacion de los Acs en cada uno individualmente, y se

promediaron semanalmente los titulos obtenidos.

Tanto gallinas como conejos recibieron una dieta diaria de alimentaciéon
consistente en 170 g de alimento especial estéril CM 005 Al y Co para las gallinas
y 1400 Al y Co para los conejos (CENPALAB, Habana, Cuba), le fue suministrada

agua destilada ad libitum a ambas especies.

El manejo y cuidado se realizO de acuerdo a las normas institucionales
establecidas por la Comunidad EconOmica Europea (1980) y la Norma Oficial
Mexicana, NOM, (1996), segun la Guia para el cuidado y empleo de animales de

laboratorio.

Todos los procedimientos se desempefiaron de acuerdo a la Guia para el Cuidado

y Uso de los Animales de Laboratorio. (74)
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3.3.2Inmunizacién

Para la obtencion de anticuerpos primarios y secundarios los conejos fueron
inmunizados por via subcutanea, con inoculaciones de 150 pg del Ag en
diferentes sitios de la region dorsal. Los intervalos de inoculacién se realizaron a

los 0, 21, 36, 66 dias con inmunizacién de refuerzo a los 87 dias.

El inmunogeno se aplicé emulsionado con Adyuvante Completo de Freund (ACF)
para la primera inmunizacion, Adyuvante Incompleto de Freund (AIF) para las
posteriores. Las emulsiones se realizaron volumen a volumen (inmundgeno:
adyuvante) en un volumen final de 1mL de la emulsion y 1mL de solucion 0.15
mol/L NaCL (Boehringer Mannhein, Alemania). ® EI control consisti6 en las

muestras de sangre que se obtuvieron antes del comienzo de la inmunizacion.

Las gallinas fueron inmunizadas por via intramuscular a través de varias regiones
del musculo pectoral con inyecciones de 150 ug de la proteina en 0.5mL de SSFy
emulsionada con igual volumen de ACF y AIF, los intervalos de inoculacion se
realizaron a los 0, 15, 36, 66 dias con 3 inmunizaciones de refuerzo por mes. Los
huevos fueron colectados a partir del primer dia post inyeccibn tomandose la
mezcla de los huevos puestos por cada gallina en cada semana para su

procesamiento y monitoreo posterior de los titulos de anticuerpos. (7€)

3.3.3 Obtencion de los sueros

En cada grupo experimental, los sueros se extrajeron a partir del sangrado
parcial en la vena central de la oreja de cada conejo, antes de iniciar el protocolo
de inmunizacion y durante el desarrollo del esquema de inmunizacion a los 8,12,
16, 20, 24, 28, 32, 36 y 40 dias para determinar la dinamica de la respuesta de
anticuerpos. El sangrado total de los conejos se realizd por seccion parcial de la

vena yugular externa al finalizar el esquema de inmunizacién. 7
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3.3.4 Obtencion de los sobrenadantes delipidados de yema de huevos
Preparacion de la IgY de yema de huevo por el método de la fraccion soluble
en agua (WSF).

Los huevos se cosecharon diariamente, marcados con la fecha y el grupo
experimental, y se almacenaron a 4°C hasta que fueron procesados.

Se separd la clara de la yema mediante un separador de yemas comercial
(Promega. Co. USA) y se lavaron las yemas con abundante agua corriente y agua
destilada para limpiarlas de la albumina que pudiera quedarles adherida, se
puncionaron sus membranas y sus contenidos fueron diluidos en 9 volumenes de
agua destilada esteéril acidificada con HCL 0.1N hasta que la emulsion alcanz6 un
pH entre 4.8 y 5.2. "® Este extracto de yema se mantuvo por 24 h a 4°C, luego
centrifugado por 25 min a 10,000x g aproximadamente en una centrifuga
refrigerada (Medifriger, J.P Selecta SA, Abrera, Espafa). Este sobrenadante de
yema de huevo (EYS) obtenido, rico en IgY, se filtr6 por papel de filtro Whatman
No. 1 (Whatman International, Maidstone, UK) y ajustado a pH 7.0 con tampdn
Tris (1M + 0.15M NaCL; Boehringer, Mannheim, Alemania).

Estos sobrenadantes se ensayaron mediante una prueba de Inmunodifusion doble
bidimensional de Ouchterlony para determinar titulos especificos de Acs IgY
contra la proteina Her-2 purificada, la cual se utiliz6 como antigeno en la técnica a

una concentracion de 0.5 mg/mL.

Para aumentar el nivel de pureza de estos anticuerpos se realiz0 sucesivas
precipitaciones con sales. Primeramente con sulfato de amonio al 33 % y luego

con sulfato de sodio al 19 %, seguida cada una de centrifugaciones a 14000xg.
(78)
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3.4 Purificacidn de los anticuerpos anti Her2 en conejo

Para la obtencién del anticuerpo anti Her2 en conejo purificado se utiliz6 un
sistema de Cromatografia liquida de baja presion (Pharmacia, LKB, Uppsala,

Sweden), utilizando una matriz de Afinidad con proteina A-Sepharose.

La columna cromatografica se equilibré con buffer Tris 50 mM, NaCl 1M a pH 8.5,
hasta que la matriz de afinidad tomé el pH del buffer de equilibrio. El flujo de

trabajo fue de 60 cm/h.

Luego de equilibrada la matriz hasta lograr el pH del buffer, se aplicaron 50 mL del
suero hiperinmune filtrado seguido de la aplicacion de 2 a 3 volimenes de
columna del Buffer de equilibrio.

Se continuo lavando la matriz con el buffer de equilibrio hasta que el registrador
marcO cero de absorbancia, y se procedio a la elucion de IgG con Buffer Citrato
0.1M pH 4. Se colecté un volumen de la muestra purificada de 20 mL y luego se

regenero la columna de proteina A con Buffer Citrato 0.1M pH 3.

Se procedio luego a la dialisis del material purificado en Buffer Fosfato Salino pH
7,2 (PBS) para su cambio de pH, durante 24 horas, a una temperatura entre 2-8

°C; con tres cambios de didlisis. (%%
3.5 Dinamica en el titulo de anticuerpos y especificidad
La dinamica en los titulos de anticuerpos en los antisueros obtenidos para todos

los grupos a diferentes tiempos durante el desarrollo de los esquemas de
inmunizacion, se determinaron mediante la técnica de inmunodifusion doble

bidimensional de Ouchterlony (IRD). ¢#2

3.6 Técnica de Inmunodifusion doble bidimensional de Ouchterlony

Las placas de vidrio limpias y secas fueron cubiertas con agar (Sigma, USA) al 1
%, en solucién salina 0,9 % (Laboratorio Farmacéutico Oriente Santiago de Cuba),
pH 7,2 'y conservadas con azida sOdica (Sigma) al 1%.
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Se le realizaron perforaciones sobre el agar solidificado a temperatura ambiente
para conformar los pocillos. Un volumen de 15 pL del antigeno fue colocado en el
pocillo central, y a los pocillos equidistantes que se encuentran alrededor del
pocillo central se le agregd el mismo volumen del antisuero puro (15 pL), asi como
diluciones dobles progresivas del mismo en SSF y colocados en la direccion de las

manecillas del reloj.

Durante 72 horas las placas se mantuvieron en camara humeda a temperatura
ambiente. El titulo de anticuerpos se expresé como 2-Log del inverso de la

méxima dilucién en la que se observé una banda de precipitacion. ®389

3.7. Cromatografia de Inmunoafinidad para los Acs anti IgY y la molécula
Her2

De acuerdo a las instrucciones del fabricante se preparé un gramo de Sepharosa
4B activada con bromuro de ciandgeno (Pharmacia, LKB, Uppsala, Sweden), ésta
rindié 3.5 mL de resina, aproximadamente 10 mg de IgY de la Sigma( USA) y 10
mg de Anti Her2 de la Dako (Dinamarca) respectivamente, la molécula en
cuestion, previamente dializada contra tampon de acoplamiento (0.5mol/L NaCL,
0.1mol/L NaHCO3; pH 8.3) se le adicionod a la Sepharosa tratada, se mantuvo en
rotacion por 2 horas a temperatura ambiente y se centrifugé a 40 g por 5 min, el
precipitado se incubd a 4°C por 16 horas con 10 mL de agente blogueador
(0.2mol/L glicina, pH 8.0) para bloquear los grupos que pudieran permanecer
activos en la resina. Esta resina fue introducida en una columna (PD-10) y las
proteinas unidas de forma inespecifica se lavaron mediante un procedimiento de
cinco lavados sucesivos alternantes consistentes en una etapa de lavado con 5
mL de tampon de acoplamiento, seguido de otro con 5mL de tampdn acetato (0.5
mol/L NaCL, 0.1mol/L acetato de amonio, pH 4.0). Después se lavo la columna
con 50 mL de PBS y se tom0 25 mL de los sueros hiperinmune, dependiendo del
caso, previamente dializado contra PBS se llevd a 50 mL con este mismo tampon

fosfato y se descargé en la columna a una velocidad de flujo de 40 cm/h.
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Posteriormente se lavé la columna con 50 mL de PBS y los Acs IgG anti IgY y anti
IgG de conejo unidos se eluyeron con un tampon de elusién (0.15mol/L NaCL; 0.2
mol/L glicina, pH 2.2). Para la neutralizacion inmediata, se colectaron las
fracciones eluidas de 2 mL aproximadamente en tubos que contenian 0.5 mL de
un tampon (0.1mol/L Tris-HCL, pH 8.0). Al término de la operacion, la columna se
neutralizd con tampon Tris y se lavdé con PBS, para su almacenamiento final se
dej6 en una preparaciéon de PBS que contenia 0.05% NaN; a 4°C. Para su

reutilizacion, la columna se lavé con PBS. &

3.8 Conjugacion de anticuerpos con biotina

Se llevo a cabo con los anticuerpos purificados anti IgY en conejo y anti IgG de
conejo en carnero de la Sigma-Aldrich (USA).

La biotinilacién fue realizada segin el método de conjugacién directa. ©® Se
tomaron 10 mg del Anticuerpo y se dializé contra buffer fosfato salino pH 7.2-7.4,
se pes6 1mg de Biotina ((Biotinamidocaproate N-hydroxysuccinimide ester)
(Sigma-Aldrich, USA) y se disolvié en 500 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Se
afiadio el anticuerpo en un frasco ambar de 3 mL con una barra magnética y se

afiadio gota a gota 390 pL de la biotina diluida con agitacion suave.

Se dejaron en agitacion a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 4 horas.
Se equilibré una columna PD-10 G-25 con 25 mL de PBS luego se aplico el
conjugado que quedd en un volumen de aproximadamente 2 mL y se llevd a 2.5
mL en la columna, se dejo pasar a la columna y luego se eluye con 3.5 mL de PBS

en frasco ambar. Posteriormente, se aflade Albumina sérica bovina (Dako,

Dinamarca) al 1 % vy azida sédica (Sigma, USA) al 0.2%. ©687)
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3.9. Determinacion del reconocimiento especifico de los anticuerpos

primarios y secundarios mediante Citometria de Flujo.

3.9.1. Anticuerpos primarios:

Para el analisis de las muestras se afiadid 100 uL con una concentracion celular
5x10° células de la linea celular SKBR3 en tubo Falcon. Se prepar6 la cantidad
de tubos teniendo en cuenta las cantidades de muestras a analizar, asi como las
diluciones de los primarios a estudiar (1:50, 1:100, 1:200) y controles necesarios
(positivos y negativos). Como control negativo se utilizd Anti Herl (Sigma-Aldrich)
y control positivo Anti Her2 (Dako, Dinamarca) ambos obtenidos en conejo.

A continuacion se afiadio 20 pL de las diferentes diluciones de los anticuerpos
primarios y de los controles y 20 pL de las diferentes diluciones de los conjugados
biotinilados segun su especificidad o sea anti conejo biotinilado (Dako, Dinamarca)
a la diluciones 1:200 vy anti IgY biotinilado (Jackson ImmunoRasearch, USA) y 20
uL del sistema revelador Streptavidina-FITC (Dako, Dinamarca) a la dilucién 1:50.
Se agitan los tubos utilizando el Vortex para que la mezcla sea homogénea. Se
incubd durante 30 min. a 4 °C, en la oscuridad, agitandola cada 2 6 3 min en el
Vortex. Finalmente se realizaron las lecturas de las muestras en el Citobmetro de
Flujo marca FACScan de Becton Dickinson y se aplico el programa CellQuest
obteniéndose los resultados finales de la lectura (porciento de reconocimiento

especifico y la intensidad de marcaje). ®®

3.9.2. Anticuerpos secundarios conjugados a biotina.

Para el analisis de las muestras se afiadid 100 yuL con una concentracion celular

5x10° células de la linea celular SKBR3 en tubo Falcon.

Se preparé la cantidad de tubos teniendo en cuenta las cantidades de muestras a

analizar, asi como las diluciones y controles necesarios (positivos y negativos). A
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~

para el caso del de gallina 1:100 y 1:50 para el obtenido en conejoy 20 pL de las
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diferentes diluciones de anticuerpos conjugados a biotina (anti IgY o anti IgG de
conejo) a las diluciones 1:20, 1:50, 1:100 y 1:200 segun su especificidad y 20 L
del sistema revelador Streptavidina/FITC (Sigma-Aldrich, USA) del conjugado de
referencia. Se agitan los tubos utilizando el Vortex para que la mezcla sea
homogénea. Se incuba durante 30 min. a 4°C, en la oscuridad, agitandola cada 2
0 3 min en el Vortex. Finalmente se realizaron las lecturas de las muestras en el
Citdbmetro de Flujo marca FACScan de Becton Dickinson y se aplicoé el programa
CellQuest obteniéndose los resultados finales de la lectura (porciento de

reconocimiento especifico y la intensidad de marcaje).

Como control positivo tomamos el siguiente sistema: Células SKBR3, Anti Her2
en conejo (1:100), Anti IgG de conejo biotinilado (Jackson InmunoResearch, pais)
a la dilucion 1:200 y como revelador Streptvid/FITC (Dako, Dinamarca) a la
dilucién 1:50.

Como controles negativos en el ensayo tomamos las células solas, las células con
cada uno de los conjugados por separado, asi como con el sistema utilizado como

agente revelador. ®%

3.10. Caracterizacion de los dos sistemas (anti Her2 en conejo- anti conejo
biotinilado y anti Her2 en pollo -anti pollo biotinilado) mediante

inmunohistoquimica en tejido.

La caracterizacion fue realizada a partir de muestras en laminas con
adenocarcinoma de mama provenientes del servicio de Anatomia Patologica del

Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia (INOR).

Para desparafinar el tejido fijado, se colocaron las laminas en una gradilla y se

incubaron en una estufa 30 minutos a 60°.
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Posteriormente fueron sumergidas en tres vasos de xilol durante 15, 10 y 5
minutos respectivamente y por tres vasos en escala descendiente de etanol
(100%, 90% y 70%) durante 5 min cada vez.

Las laminas fueron lavadas con agua destilada por 10 min y se colocaron en una
solucién reanimadora (epitope retrieval solution) previamente calentada, durante
20 min a 90°C. Cuando se enfriaron fueron lavadas con PBS durante un tiempo
de 5-10 minutos. Se elimind el exceso de solucién y fueron circulados los tejidos

con lapiz hidrofébico.

Se bloqued la peroxidasa enddgena con Peroxidase Block durante un tiempo de
5-10 min. Después de un lavado con PBS y un correcto secado alrededor del

tejido cuidando que este se mantuviera humedo.

Las muestras se incubaron durante 30 minutos en camara himeda con el

anticuerpo primario.

Luego de 5 lavados los cortes se secaron y se incubaron durante 30 minutos en
camara humeda con el anticuerpo secundario biotinilado, segun su especificidad.

Se aplico el complejo streptavidina-FITC y se le afiadid a las laminas una solucion
reveladora de Diaminobencidina (DAB) entre 5-8 min todo el tiempo bajo vigilancia

microscopica.

Se lavaron las laminas con PBS y para obtener contraste se afiadié Hematoxilina
de Mayer por 1 minuto. Hasta que se azulearon los nucleos se introdujeron las

[aminas en solucién acuosa sobresaturada de Carbonato de Litio.

Se realiz6 un lavado con PBS y una deshidratacidon con alcohol ascendentes
(70%, 90% y 100%), para el aclarado se utilizo el xilol por el cual se pas6 pasando
la gradilla por tres vasos con este solvente y se montd con Medio de montaje

permanente (Balsamo de Canada).
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La visualizacion y captura de las imagenes se realiz6 en un microscopio Optico

(Olympus BX51, Japén) con camara acoplada de la misma marca. ©%°

3.11. Anélisis estadistico

Para el analisis de los resultados de este trabajo se utiliz6 un ANOVA en bloques
al azar (diferencias entre los protocolos de inmunizacion). La prueba de las
medias moviles para analizar los titulos de Acs en el tiempo y para la correlacion

con los dos conjugados obtenidos.

Célculo de estadigrafos simples para analizar las diferencias en los ensayos
ELISA se utilizd el Programa Profesional Estadistico EXCEL (Microsoft.

Corporation).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para los productos de la Biotecnologia llamada tradicional hay un gran
conocimiento tecnoldgico y de las propiedades basicas de las moléculas a purificar
tanto como del entorno en que se encuentran luego de la etapa de produccién. No
ocurre lo mismo con los productos de Ultima generacion ya que, por las
necesidades comerciales para aprovechar la baja competencia, el elevado precio,
y dada la baja escala actual de produccion, la estrategia es llegar rapido con el
producto al mercado con la tecnologia que se posea (por lo general la desarrollada
a escala de laboratorio). Esta estrategia posibilita un buen posicionamiento en el
mercado que permite, posteriormente, el desarrollo de nuevas tecnologias de
purificacion y cambio de escala. Las estrategias de disefio de procesos de
purificacion dependen en primera instancia de las propiedades fisicas y quimicas
basicas del principio activo y caracteristicas del producto final, bien conocidas para

las Inmunoglobulinas

El desarrollo de métodos y técnicas para la purificacion de proteinas ha sido un
pre requisito esencial para muchos de los avances de la biotecnologia.
Especificamente, la purificacibn de anticuerpos monoclonales ha sido una
herramienta de obtencibn de diagnosticadores y muchos productos

biotecnolégicos de uso biofarmacéuticos en general. %

4.1. Purificacion de antigeno

La materia prima utilizada para la obtencién del Her2 purificado fue sobrenadante
de cultivo, el purificado obtenido promedié un valor de concentracion de 1.095
mg/mL, con un volumen de 2.9 mL. La purificacidon por interaccion especifica
con los ligandos de la matriz constituyé el método que permitié la obtencion del
producto en un solo paso cromatografico, como se puede observar en la Figura
1.
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El cromatograma obtenido en la purificacion de Her2 se corresponde a una técnica
de Cromatografia de Inmunoafinidad basada en una matriz de Sefarosa 4B a la
que se le inmovilizé un anticuerpo especifico contra la proteina Her2.

La separacion de las diferentes moléculas presentes en el sobrenadante de
cultivo de partida mediante esta cromatografia, coincide con lo descrito por los
laboratorios de Separacion de Proteinas de la firma Pharmacia ©®Y, el pico 1
corresponde a todos los contaminantes presentes en la muestra, ya que en
electroforesis realizada a esta fraccion no aparecié banda en la zona de los 185
KDa.

El pico 2 representa la proteina Her2 purificada, la cual se caracterizd su
correspondencia mediante SDS-PAGE. Este perfil cromatografico obtenido es
caracteristico para este tipo de cromatografia. La misma se basa en la interacciéon
bioespecifica antigeno-anticuerpo, es altamente selectiva por la sustancia de
interés y, por lo tanto, es el paso clave de toda la etapa de purificacion. Varios
autores sugieren la cromatografia de inmunoafinidad por la alta eficiencia
mostrada en varias investigaciones. 29394

El proceso empleado para la purificacion de la molécula Her2 fue eficaz,
estando acorde con el método cromatografico empleado, que permite la
captura de la molécula por los anticuerpos especificos inmovilizados a la matriz,
recuperando gran parte de la molécula de interés debido a la alta selectividad de

la misma.
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Absorbancia
]

Volumen [mi]

Fig. 1. Perfil cromatografico obtenido en la purificacion de  Her2. (1) Moléculas no
enlazadas a la matriz, (2) Molécula de Her2 eluida con buffer glicina 0.2 moles/L, cloruro

de sodio 0.15 moles/L, pH 2.2.

4.2. Electroforesis de la molécula Her2 purificada.

Resulta de vital importancia la aplicacion de métodos que comprueben la presencia en la
muestra biolégica de un solo tipo de molécula. La electroforesis de proteinas, cuyo

fundamento es la separacion de las moléculas segun su carga eléctrica, nos permite

aislar, separar y caracterizar moléculas segtn su peso molecular.

La técnica SDS-PAGE es la electroforesis de proteinas mas ampliamente usada. Su
nombre significa la electroforesis en geles de poliacrilamida que se realiza en presencia

de SDS (SDS-polyacrilamide gel electrophoresis). Fue descrito por Laemmli. ©©

La Figura 2 nos muestra una banda en el carril derecho, que al compararse con el patréon

de peso molecular (carril izquierdo) muestra la presencia de una proteina
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gue migra sobre los 105 KDa, la cual se corresponde a la talla del elemento del dominio
extracelular de la proteina Her2. La cual constituye una glicoproteina transmembrana con
actividad tirosina quinasa, codificada por un proto-oncogén localizado en el cromosoma 17.
(69,97)

Estos elementos conjuntamente con los resultados que muestra la tabla 3 donde como se
observan las DO obtenidas para los tres lotes obtenidos en el proceso de purificacion
constituyen valores en un orden de magnitud (entre 0.8 y 0.9 para 1 mg de la proteina de
recubrirniento) que demuestran un alto nivel de reconocimiento del anticuerpo comercial
utilizado por la molécula en estudio, elemento que nos permitieron aceptar la conclusién que
nos encontrdbamos en presencia de este fragmento del Her2 y fue el material que utilizamos
para nuestros esquemas de inmunizacion.

En la tabla referida se observa que estan por encima de 3 veces la desviacion del blanco y es
proporcional a medida que disminuye la concentracion del Ac disminuyen los valores de

absorbancia.

105 KDa

60 KDa

45 KDa

10 KDa

Fig.2. Electroforesis no reducida al 12.5 %. Izquierda Patron de peso molecular de la firma
BIO-RAD (10-250 KDa), a la derecha banda obtenida a los 105
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KDa perteneciente a la molécula de Her2 obtenida en la purificacion por cromatografia de

inmunoafinidad. Véase la banda que se corresponde con el PM de 105 KDa reportado para

Her2. Se aplicaron 15 pL de ambas muestras

4. 3. Valores de densidad 6ptica (DO) obtenidas por la prueba ELISA para evaluar la

calidad de reconocimiento de los tres lotes de Ag purificado

HER-2/1 HER2/2 HER-2/3 HER-1
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0,090 0,092 0,085 0,084 0,081 0,083 0,081 0,084
B 0,089 0,095 0,095 0,087 0,080 0,079 0,079 0,082
C 0,826 0,820 0,868 0,826 0,783 0,708 0,082 0,087
D 0,837 |0,847 |0,864 |0,849 |0,790 (0,798 |0,087 0,085
E 0,530 |0,535 |0,560 |0,559 [0,431 (0,433 0,087 0,082
F 0,530 |0,531 |0,542 |0,561 |0,425 |0,423 |0,086 0,084
G 0,210 |0,213 |0,223 |0,221 |0,199 |0,206 |0,087 0,087
H 0,215 |0,216 |0,226 |0,219 |0,210 (0,213 |[0,080 0,088
Donde:

Las filas A y B: constituyen muestras blanco (albumina sérica bovina al 2%)
Las filas C y D: 1 000 pg/mL del Ac, las filas E y F: 500 pg/mL del Ac, las filas G y H: 250

pg/mL del Ac.

36 36



Sistemas basados en anticuerpos aviares y mamiferos para la deteccion por
Inmunohistoquimica del marcador tumoral Her2.

Resultados y Discusion

4. 4. Dindmica en la produccién de Anticuerpos especificos obtenidos contra el

antigeno Her2.

4.4.1. Niveles de anticuerpos anti Her2 en pollo.

La obtencion de IgY a partir de yema de huevo de gallina, resulta ser un método
alternativo en las ciencias biomédicas por los bajos costos, ya que se reduce el
sufrimiento del animal implicado, pues no se requiere la coleccion de sangre, sino que se
obtiene una gran cantidad de anticuerpos policlonales especificos a partir de la yema de

huevo. ©®

La Figura 3 muestra la dinAmica de produccion de anticuerpos en el esquema de
inmunizacion llevado a cabo en las gallinas inmunizadas con la proteina Her2 purificada.

Como se demuestra en los resultados no se aprecian diferencias significativas entre las
gallinas que recibieron el antigeno, contrario a la comparacién con relacion al grupo

control que difirieron significativamente.

Diferentes métodos de inmunizacion aplicados en gallinas son reportados en la literatura;

intramuscular, ® intrabursal subcutaneo ©® y oral, como también se ha reportado que
las aves sufren inflamaciones y desarrollan granulomas en las areas de inoculacioén.

La via de inoculacion aplicada a las aves en este trabajo (I.M.) no caus6 ningan malestar,
ni proceso inflamatorio, debido a que se respeté un volumen por dosis moderadamente
bajo para la especie, resultado que fue congruente con lo reportado por algunos autores

en la Obtencién de Anticuerpos Policlonales IgY antiparvovirus canino. %%

La reactividad de los anticuerpos IgY especificos para el antigeno utilizado fue
monitoreada por la técnica de inmunodifusion doble bidimensional de Ouchterlony (IRD)

Los datos obtenidos mostraron que para animales inmunizados con la
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proteina Her2 como antigeno, la produccion de anticuerpos IgY especifica era
detectable entre los 21 y 30 dias de la inmunizacion.

Resultado similar obtenido por otros autores quienes probaron la reactividad y
maduracion de los anticuerpo y la avidez mostrada mediante la técnica de ELISA
para el antigeno CA 15-3 utilizado en la inmunizacién, en este la produccion de
anticuerpos IgY especifica era detectable desde la cuarta semana de
inmunizacién, y su nivel se mantuvo estable durante todo el periodo de
inmunizacién. ‘°%

Similar resultado obtuvimos en nuestra investigacion donde se observa un
incremento en la produccion de anticuerpos, observandose un pico a los 90 dias

de trascurrida la primera inmunizacion.

En otros experimentos de inmunizacion llevados a cabo en gallinas realizados con
el antigeno SARSCoV NP controlada por un ELISA indirecto y muestra una
respuesta primaria caracterizada por un ligero incremento en su actividad similar a
lo que ocurrié en nuestro estudio y luego de una inyeccion de refuerzo, se puede
observar una rapida respuesta secundaria que se muestra con alta especificidad
SARSCoV NP. (192

En resultados reportados por otros autores se lograron niveles razonables de
anticuerpos al inmunizar gallinas con dosis de100 pg de IgG humana. %

El andlisis en conjunto de estos resultados obtenidos hasta hoy en la inmunizacién

de gallinas no concuerda con lo planteado por otros autores (101102103

gue han
encontrado en gallinas sometidas a esquemas de inmunizacion una cinética en
los niveles de anticuerpos que con mas frecuencia suele ser un incremento
transiente posterior a la primera inmunizacién y una segunda fase posterior a la
inmunizacion de refuerzo que se caracteriza por un incremento inicial en el titulo
de anticuerpos a los 10 dias aproximadamente seguido de una meseta en los 10

dias posteriores y acto seguido un descenso de nuevo, en nuestro caso como
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tendencia obtuvimos el aumento de los niveles de produccion de Acs al dia 28 y
la meseta se alcanzo6 a los 90 dias de iniciado el esquema de inmunizacién en 3
de las 5 gallinas inmunizadas. El descenso en el titulo fue después de los 120 dias
en este experimento.

El uso de gallinas se puede tomar como una alternativa interesante en la
produccion de anticuerpos policlonales por los bajos costos y porque evita en
parte las manipulaciones invasivas y logra asi una mejora en el bienestar animal,
ya que se obtiene una gran cantidad de anticuerpos policlonales especificos a
partir de la yema de huevo. Esta metodologia esta siendo muy estudiada y
utilizada, no sélo en pruebas diagndsticas sino también como medida terapéutica y

profilactica. ("®

6
) —=— Gallinal
< Gallina 5
o4 a —v Gallina3
E —e— Gallina Control
©
©
8’ 2
|
(9V]

0 s - 4

0 30 60 90 120 150

Tiempo (dias)

Fig.3. Dinamica en el tiempo de la produccion de anticuerpos en las gallinas
inmunizadas con la proteina Her2 purificada. Los nUmeros que aparecen en el eje
de ordenadas se corresponden con 2-log de los titulos de anticuerpos alcanzados
(dilucion de los sobrenadantes delipidados de yemas de huevos ricos en IgY

especifica para el HER2) a través de la técnica de Inmunodifusion doble
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bidimensional de Ouchterlony utilizando como antigeno de la prueba 0.5 mg de la

proteina Her2 purificada en nuestro trabajo.

4.4.2. Niveles de anticuerpos anti Her2 en conejo

La dinamica de produccion de anti Her2 en conejo se muestra en la Figura 4. Los
resultados muestran un comportamiento clasico, en nuestro caso se inmunizaron
3 animales, se representa 1 solo conejo ya que no hay diferencias entre los
valores obtenidos para los conejos 1,2 y 3, alcanzando valores maximos entre los
dias 40 y 70 mientras que entre estos y el conejo control si hay diferencia

significativa.

Este experimento demuestra que para los conejos las dosis inmunogénicas
utilizadas permiten obtener respuestas de anticuerpos que corroboran las

recomendaciones de muchos autores.

=== CONejos
Conejo Control

2 - Log del Titulo de Acs
N

0 . T T T
0 20 40 60 80 100

Tiempo (dias)

Fig.4. Deteccion de la produccién de anticuerpos en el tiempo en los sueros
hiperinmunes de conejos inmunizados con la proteina Her2. En el eje de las

ordenadas se corresponden con 2-log de los titulos de anticuerpos obtenidos
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mediante la técnica de Inmunodifusion doble bidimensional de Ouchterlony

enfrentados a 0.5 mg de la proteina Her2 utilizada como antigeno.

4.4.3. Comparacion de la dinamica de los titulos de anticuerpos especificos

anti Her2 entre gallina y conejo

El haber desarrollado en este estudio esquemas de inmunizacién en paralelo con
Her 2 manteniendo las mismas condiciones nos permite hacer una comparacion
bastante fiel del comportamiento de ambas especies en lo que a respuesta de
anticuerpos se refiere.

Para la discusion de este aspecto, es necesario primeramente repasar algunos
datos obtenidos de la literatura que se han detenido a revisar estas
comparaciones.

En estudios reportados se compararon el desarrollo en los titulos de anticuerpos
en conejos y gallinas inmunizados con inmundgenos que se obtuvieron de una
fuente comercial (IgG de ratén pura, grado técnico de Sigma, (USA.)

Con los resultados de la dindmica de produccién de anticuerpos obtenida en este
trabajo se puede demostrar que dosis entre 0.1 — 0.5 mg de este antigeno soluble
(IgG de raton) se incluyen dentro del concepto de ventana de inmunogenicidad
para ambos modelos animales (gallina y conejo) y tipo de antigeno todo esto
puede afirmarse por la demostracion de una respuesta inmune humoral activa por

el antigeno dado. 103109

Este experimento demostré que los conejos brindan mejores titulos de Acs
utilizando las mismas dosis de inmundgeno que en gallina y sometidos al mismo
esquema en este caso, pero el solo hecho de concentraciones mayores no es
razon suficiente para considerar al conejo como el animal de preferencia para los

fines que se propusieron en el trabajo, pues ademas de que se pueden obtener
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mejores resultados en las respuestas de anticuerpos optimizando los esquemas

de inmunizacion en gallinas segtin recomendaciones. (:03:105:106)

Otros reportes encontraron que después de la inmunizacién con EPF (Factor
Precoz de Prefiez) La obtencion de anticuerpos policlonales anti-EPF resultd ser

efectiva utilizando conejos y gallinas.

El uso de gallinas se puede tomar como una alternativa interesante en la
produccion de anticuerpos policlonales por los bajos costos y porque evita en
parte las manipulaciones invasivas y logra asi una mejora en el bienestar animal,
ya que se obtiene una gran cantidad de anticuerpos policlonales especificos a

partir de la yema de huevo.

En el caso de los conejos, los anticuerpos obtenidos si bien presentaron una
mayor especificidad su rendimiento fue significativamente menor. De la
investigacion se concluye que para la obtencion de anticuerpos anti-EPF,
utilizados posteriormente para la deteccion del EPF a partir de suero de cerdas, el
péptido sintético induce la produccion de anticuerpos mas especificos cuando son

desarrollados en conejos.

También se podria concluir que la utilizacion de la banda de 29 KDa proveniente
del gel de poliacrilamida como inmundégeno no es adecuada ya que, si bien
produce anticuerpos capaces de detectar la proteina de interés, éstos son de baja

especificidad. ®

En nuestro estudio, como muestran las Fig. 3 y 4 se pueden concluir que aungque
de manera general los anticuerpos fueron logrados de manera similar para ambos
modelos animales, mayores titulos de anticuerpos contra la proteina Her 2 se

obtiene con el uso de la gallina (en nuestro caso la 1) como modelo animal, lo que
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corrobora la utilidad de nuestra eleccion.
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4.4.4 Purificacion de los Anticuerpos primarios anti Her 2

Las figuras 5 y 6 nos muestran los resultados de los purificados obtenidos a partir
de la materia prima hiperinmune para ambos anticuerpos primarios.

Como se observa en la Fig. 5 se lograron purificados con alto nivel de pureza
para el anticuerpo primario de origen mamifero, esto se corresponde con otros
reportes donde utilizan este método de purificacion por cromatografia de afinidad
para obtener anticuerpos especificos a partir de suero de conejos machos albinos
Nueva Zelanda inmunizados con el veneno de B. atrox. %"

Otros métodos para la obtencién, purificacion y caracterizacion se reportan en la
bibliografia en la obtencién de IgG policlonal de conejo anti-Lipoproteina humana
con un alto grado de pureza. La biomolécula purificada mostré el grado de pureza

necesario para los fines en que sera utilizada. %

De la misma manera la figura 6 nos muestra los altos niveles de pureza de IgY
gue se obtienen al someter los preparados delipidados de yema de huevo a
diluciones en volumenes de agua destilada estéril acidificada que permitieron su
uso como anticuerpos primarios en nuestro trabajo. °® Este procedimiento ya ha
sido reportado por otros autores. 011D

Recientemente, se han desarrollado nuevos métodos que emplean simples
diluciones en agua destilada del contenido de la yema bajo condiciones
ligeramente &acidas junto a posteriores pasos de purificacion que envuelven
precipitaciones salinas, alcohdlicas o con polietilenglicol y ultrafiltraciones,
seguidas de diversos tipos de cromatografia, con rendimientos de IgY que oscilan

entre 4 y 9 mg/mL de inmunoglobulinas especificas con pureza del 89 al 94 %. 2
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Algunos autores plantean que el mejor método de delipidacién y extraccion de IgY requiere
dilucion con agua, acidificacion del extracto y precipitacion con (NH4)2S04 60%s,

recuperandose 43,35 mg de proteinalyema. ¥

Hay autores que reportan rendimientos de IgY total en los sobrenadantes de yema de huevo
de alrededor de 100 mg, algunos reportan rendimientos de IgY por mL de yema entre 2y 5
mg después del proceso de purificacion, en el que obtienen entre un 75 y un 90 % de pureza.
Otros como demuestran que se pueden obtener alrededor de 100 mg de IgY total en los
sobrenadantes, y los purificados después de tres pasos de precipitacion con sales de amonio
y sodio los cuales rinden las inmunoglobulinas con mas de un 90 % de pureza y a su vez,

brindan recobrados en el orden de 2 mg por mL de yema. (114)

Resultados similares fueron logrados por nuestro trabajo lo que demuestra la utilidad del
mismo para el logro de preparados de anticuerpos Utiles para diversos ensayos como el

realizado en nuestra investigacion.

100 KDa
75 KDa

50 KDa —
20 KDa
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Fig.5. Electroforesis no reducida al 12.5 %, correspondiente a la purificacion de los sueros
hiperinmunes de conejo. Izquierda Patron de peso molecular de la firma BIO-RAD (20-150
KDa), a la derecha banda obtenida a los 150 KDa perteneciente a la IgG de conejo
purificada. Véase la correspondencia entre el patron y el preparado policlonal obtenido en

nuestro trabajo. Se aplicaron 15 puL de ambas muestras.

150 KDa
100 KDa

75 KDa

50 KDa

20 KDa

Fig.6. Electroforesis no reducida al 12.5 %, de los purificados de IgY obtenidos a partir del
método de la fraccion soluble en agua (WSF). Izquierda Patron de peso molecular de la firma
BIO-RAD (10-250 KDa), a la derecha IgY de pollo purificada anti Her2. Véase que se
corresponde con la IgY de pollo pura a nivel de un PM de 180 KDa. Se aplicaron 15 pL de

ambas muestras.
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4.5. Dinamica en la produccion de Acs secundario anti pollo.
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Fig. 7. Deteccion de la produccion de anticuerpos en el tiempo en los sueros hiperinmunes de
conejos inmunizados con la proteina IgY. En el eje de las ordenadas se representan 2-log de
los titulos de anticuerpos que se corresponden con las diluciones realizadas a los sueros
enfrentados a 0.5 mg de la proteina IgY utilizada como antigeno en la técnica de
Inmunodifusion doble bidimensional de Ouchterlony.

Se pudo demostrar que los 3 conejos desarrollaron una respuesta inmune clasica,
caracterizada por una fuerte respuesta a la segunda inmunizacion, se logré un titulo estable
por un periodo de 21 dias para los conejos 2 y 3, mientras para el conejo 1 fue de 28 dias.
Estos datos corroboran lo obtenido en nuestro laboratorio pues en experimentos anteriores se
ha producido este reactivo usando otros modelos mamiferos (ratas, cobayos carneros)

ademas de los conejos.
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4.6. Purificacion de los Anticuerpos secundarios anti IgY

El cromatograma arrojé el perfil caracteristico de elusién para estos casos 4%, donde en un

primer pico se eluyd con el buffer de equilibrio (PBS pH 7,4) y se corresponde precisamente
con la IgG no especifica y un segundo pico que se obtiene con el buffer de elusién (Glicina 0,2
mol/L; NaCL 0,15 mol/L) que se corresponde con la IgG de conejo especifica anti IgY.

Como se observa en la Fig. 8, la molécula purificada corresponde a la 1gG de mamifero, ya
gue aparece banda Unica en la zona de los 150 KDa, véase la correspondencia entre el patrén
y el preparado policlonal obtenido en nuestro trabajo. La presencia de banda unica no solo
corrobora la pureza del purificado, sino también que el procedimiento de purificacion fue

adecuado, al conservarse la integridad de la molécula purificada.

130 KDa

100 KD a

T3 KDa

50 KDa

20 KDa
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Fig.8. Electroforesis no reducida al 12.5 %, de los purificados de anti IgY obtenidos por
Inmunoafinidad. Izquierda Patrén de peso molecular de la firma BIO-RAD (20-150 KDa), a la
derecha IgG de conejo purificada anti IgY. Se aplicaron 15 pyL de ambas muestras.

4.7. Reconocimiento de los anticuerpos primarios Anti-Her2 mediante Citometria de

flujo.

En el anexo | se muestran los resultados obtenidos del porciento de reconocimiento y la
intensidad media de fluorescencia de todos los sistemas ensayados. Como se puede observar
los controles negativos, poseen valores de fluorescencia por debajo de 20 y la capacidad de
reconocimiento de ellos estan por debajo de 30 %, que varian significativamente con respecto
al % de reconocimiento de todos los sistemas ensayados en nuestro trabajo, basicamente en
el sistema donde se utiliza la IgY, que su valor de reconocimiento esta por encima del 99 % y
valores de intensidad media de fluorescencia de 232.3 para la dilucion 6ptima.

La comparacion entre los dos Ac primarios anti Her2, teniendo que cuenta el porciento de
reconocimiento, aparece graficado en la figura 9, donde se puede ver que para la dilucion de
Ac de 1:50, existe poca variacion de este parametro, mientras que para las diluciones 1:100 y
1:200, la variacion es significativa, mayor en ambos casos para los Ac obtenidos en pollos.

En la figura 10, aparece la comparacion de los anticuerpos anti Her2 teniendo en cuenta la
intensidad media de fluorescencia, Los valores obtenidos con los Ac de pollo son superiores
a los obtenidos con los Ac de conejo, en todos casos. En el caso de los Ac de conejo este
parametro disminuye a medida que aumenta la dilucion, mientras que en los de pollo este
paradmetro tiene su valor maximo en la dilucién 1:100, que es la dilucién éptima considerando

solamente este parametro.
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Fig. 9. Porciento de reconocimiento de los Ac primarios (Anti Her2) mediante Citometria

de Flujo
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Fig. 10. Intensidad Media de Fluorescencia (Anti Her2) mediante Citometria de Flujo

Los valores mas elevados corresponden a los de los anticuerpos anti Her2 obtenidos en
gallina, tanto para los % de reconocimiento como para los valores de intensidad de
fluorescencia, o que puede deberse a la alta afinidad de estos anticuerpos y a la mayor

concentracion de los mismos.

Se puede apreciar que la dilucién 6ptima para el caso del anti Her en gallina es 1:100,
mientras que en conejo es 1:50. Esto nos corrobora que los purificados de gallina tienen
mayor concentracion de anticuerpos anti Her2 que los obtenidos en conejo y que su

especificidad es buena.
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4.8. Reconocimiento de los anticuerpos secundarios biotinilados.

En el anexo Il se muestra la tabla con los resultados obtenidos de la Citometria de Flujo para
los sistemas evaluados, asi como con el patron Dako utilizado, soportando la posibilidad de
utilizar dichos conjugados para este fin y su posterior evaluacién en la técnica de IHQ.

En el sistema comercial de referencia se obtuvo un % de reconocimiento del 99.4 % y una
intensidad de 416, mientras con el sistema desarrollado en aves pudimos obtener a la dilucién
de 1: 200 del anticuerpo anti IgY un % de reconocimiento de 99.8 % y una intensidad de
fluorescencia de 381.5, como se puede apreciar no hubo diferencias significativas en estos
resultados que si difieren de forma significativa de los obtenidos con el sistema de mamifero
donde se obtuvo para la misma dilucion un % de reconocimiento de 81.1 % y una intensidad

de marcaje del 31.2 %.
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Fig. 11. Imagenes de los dot plot arrojados por el andlisis por Citometria de Flujo.
A. Control positivo (Anti Her2 en conejo (Dako), anti conejo en carnero (Dako)-biotina,

Streptavidina/FITC.

B. Sistema anti Her2 en gallina, anti IgY en conejo-biotina, Streptavidina/FITC
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C. Sistema anti Her2 en conejo, anti conejo en carnero (Dako)-biotina,
Streptavidina/FITC.

Los resultados que muestran las imagenes arrojadas por los dot plots obtenidos
con los diferentes sistemas de deteccion ensayados son muestra elocuente de la
especificidad obtenida con el uso en el sistema de los anticuerpos primarios de
pollo (IgY), véase la correspondencia entre las nubes de puntos obtenidas con el
control, corroborando el reconocimiento especifico hacia la poblacion celular a
donde van dirigidos, no ocurriendo asi en el caso del sistema que lleva anticuerpos

primario de mamiferos.

4.9. Evaluacion de los sistemas de deteccion por Inmunohistoquimica en

tejido

La inmmunohistoquimica (IHC) es uno de los métodos mas comunmente
empleados para determinar el estatus del HER2/neu en tejido fijado con formol y
embebido en parafina, asi como en tejido congelado. Es un método cualitativo y
cuantitativo que se utilizan actualmente, es de bajo costo, sencillo, donde se
observa una sefal estable. Permite la interpretacion de resultados sobre el
contexto microanatémico. Con ella se evalla el grado de expresion de la proteina
en la membrana celular. Es recomendada como una prueba primaria para una
decision terapéutica.

Como se puede observar en la figura 12.B la especificidad del anticuerpo primario
anti Her2 obtenido en gallinas y su correspondiente secundario obtenido en conejo
conjugado a biotina fue mayor al sistema obtenido en mamifero solamente, al no
presentar reaccion inespecifica o fondo en los tejido de adenocarcinoma de mama
Her2 positivo y reaccionar con ese antigeno empleando el conjugado a la diluciéon

1: 200 respectivamente, superiores a las obtenidas con el sistema basado
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solamente en mamifero que fue 1:50, que aparece en la figura 12.C. En la figura 12.B,
se observa una positividad de membrana intensa y uniforme, una tinciébn completa y
fuerte

(anillo grueso) ™®, similar al patréon Dako que se muestra en la figura 12.A y en
contraposicién a lo que se aprecia en la figura 12.D que es el control negativo y no
aparece ningun tipo de tincion, tal como se espera en estos casos.

La reaccion primaria entre el antigeno y el anticuerpo especifico es amplificada con un
anticuerpo secundario biotinilado que actia como puente. Esta reaccion se demuestra a
través del complejo estreptavidina/FITC y la adicion del cromégeno diaminobencidina

que evidencia la reaccion al formar un compuesto colorido que permite observar al
(115)

microscopio un patrén de tincién esperado.
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Fig.12. Inmunohistoquimica en muestra de tejido Adenocarcinoma de mama Her2
positivo. Biopsias: B13-0195 y B13-666 Ref.. CIMEQ. (A). Anticuerpo policlonal de
conejo anti proteina-humana Her2DAKO. Ref.: K520 Lote: 00081907, dilucién 1: 50. (B)
Sistema basado en IgY obtenido en LABEX, dilucion 1:200. (C). Sistema basado en
mamifero, obtenido en LABEX, dilucion 1:50. (D) Control negativo (todo menos la
muestra). 40X

4.10 Valoracion Econémica

Para conocer las posibles ventajas desde el punto de vista econdmico se estimé el
costo de produccion de este Kit, apoyados en los asesores econdmicos de la
Consultoria Econdmica CANEC, S.A  contratados para la realizaciéon de esta tarea,
durante la realizacion del proyecto de investigacion, asi como la comparacién con

productos similares existentes en el mercado internacional con estos fines.

El precio de un Kit de 100 determinaciones, se comercializa por DAKO AG por un
precio alrededor de 934 USD, cada uno; estos reactivos producirlos en LABEX con las
mismas caracteristicas de calidad, presentacion y uso, tienen un costo de 188.85 USD
y 192.15 MN cada uno. El pais tiene actualmente una demanda anual de 10 400
determinaciones, que representan una cantidad de 104 kits. Cantidad que debe
aumentar significativamente cuando el biosimilar cubano anti Her2 humano obtenido en
el CIM se comience a comercializar en el extranjero, ya que se pretende que este Kit

acompairie a la vacuna que se encuentra en fase de registro ante el CECMED.

Al comparar el costo de produccion para las necesidades del pais (19 640.4 USD y 19
983 MN) con los gastos necesarios para comprarlos (97 136 USD), es evidente las
ventajas de su produccién nacional, teniendo un  ahorro anual por sustitucion de
importacion de unos 77 495.6 USD aproximadamente. Esta seria la forma en que se

traducen los resultados de este trabajo desde el punto de vista economico.
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5. CONCLUSIONES

1. Se lograron titulos de anticuerpos policlonales primarios hasta 128 a partir de los
esquemas de inmunizacibn en gallinas y conejos segun la técnica de
Inmunodifusién doble bidimensional.

2. Los anticuerpos anti IgY en conejos, fueron conjugados con biotina y acoplados a
un sistema de deteccion comercial Streptavidina - FITC los que fueron capaces de
reconocer de manera especifica, el marcador tumoral por técnicas tanto
Inmunohistoquimica (IHQ) como por Citometria de Flujo (CF).

3. El sistema de deteccibn compuesto por anticuerpos primarios aviares resultdé ser
mas especifico y sensible que el obtenido a base de anticuerpos de mamiferos

solamente.

6. RECOMENDACIONES

Realizar esquemas de inmunizacién en gallinas ponedoras con otros marcadores
tumorales fundamentalmente aquellos cuyas estructuras estan altamente conservadas
filogenéticamente con el fin de evaluar la superioridad de este biomodelo para la
generacion de anticuerpos especificos con otras tecnologias de produccion.
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7. ANEXOS

ANEXO I. Porciento de reconocimiento e intensidad media de fluorescencia
de los anticuerpos primarios obtenidos mediante Citometria de flujo.

Muestra % de reconocimiento IMF
SKBR3 25.9 145
Strept/FITC 29.7 16.3
Anti IgY biotinilado (1:200) 22.7 17.6
Anti IgG de conejo biotinilado (1:200) 20.9 16.7
Anti Her 1 (10 ug/mL) + Anti IgY biot (1:200) 23.5 17.6
Anri Her 2 Dako (10 ug/mL) + Anti IgG de 99.0 198.6

conejo biotinilado (1:200)

Anti Her 2 en pollo

Anti Her 2 (1:50) + Anti IgY biot (1:200) 99.0 146.1
Anti Her 2 (1:100) + Anti IgY biot (1:200) 99.4 232.3
Anti Her 2 (1:200) + Anti IgY biot (1:200) 99.4 136.3
Anti Her 2 en conejo

Anti Her 2 (1:50) + Anti IgG biot (1:200) 89.5 106.1
Anti Her 2 (1:100) + Anti IgG biot (1:200) 49.4 22.5

Anti Her 2 (1:200) + Anti IgG biot (1:200) 42.4 16.9
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Anexo Il. Porciento de reconocimiento e intensidad media de fluorescencia

de los anticuerpos secundarios conjugados obtenidos mediante Citometria

de flujo.
Célula Anti Her 2 Conjugado | Streptavidina
Tubo gallina [conejo | biotinilado [FITC % IMF

1 X - - - - 3 12,1
2 X - - 1:20 1:50 44,6 30,7
3 Si - - 1:200 1:50 7,1 13,6
4 Si - 1:100* 1:200* 1:50 99,4 426
5 Si 1:100 - 1:20 1:50 99,8 262,9
6 Si 1:100 - 1:50 1:50 98,6 273,7
7 Si 1:100 - 1:100 1:50 99,8 339,7
8 Si 1:100 - 1:200 1:50 99,8 3815
9 Si - 1:50 1:20 1:50 65,8 23,6
10 Si - 1:50 1:50 1:50 88,1 35,8
11 Si - 1:50 1:100 1:50 81,1 31,2
12 Si - 1:50 1:200 1:50 79,5 30,3

Conteo celular

Linea: SKBR-3 (P-2)

Vivas: 39

Muertas: 2

Viabilidad: 95,12%

Concentracion = (41/4)* 5= 51,25 x 10*= 0,51 x10° x 15 mL= 7,65 MT
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