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RESUMEN

Los estudios recientes realizados con diversos biomarcadores de detección precoz del

cáncer a nivel mundial han mostrado resultados controvertidos. Como parte de un

esfuerzo a nivel internacional de mejorar su validación,   se mantiene una incesante

búsqueda de anticuerpos que los identifiquen, para ello se explotan diversas

tecnologías para generar inmunoglobulinas específicas con este fin. En este trabajo

nos propusimos obtener anticuerpos anti HER-2 a partir de la inmunización de aves y

mamíferos, para utilizarlos como anticuerpos tanto primarios como secundarios, en un

paquete diagnóstico para estudios posteriores en muestras de tejido. Para ello se

inmunizaron gallinas y conejos con aproximadamente 150 µg de la proteína Her-2

pura, obtenida por Cromatografía de Inmunoafinidad para la obtención de marcadores

primarios, así 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 utilizó un complejo Streptavidina – FITC de una fuente comercial.

Los resultados obtenidos en técnicas inmunohistoquímicas reflejan que el paquete

diagnóstico formado por anticuerpos IgY primario conjuntamente con la IgG de conejo

anti IgY, reveló ser más sensible y específico que su similar constituido exclusivamente

por inmunoglobulinas de mamíferos, lo que nos sugiere que la Tecnología IgY puede

constituir una vía para un suministro estable y consistente de anticuerpos primarios

para la producción 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 Inmunología Molecular

IgG: Inmunoglobulina IgG

IgY: Inmunoglobulina IgG de pollo.

IgM: Inmunoglobulina M

FITC: Isotiocianato de Fluoresceína

RNAm: Ácido Ribonucleico mensajero

HER2: Human epidermal growth factor Receptor 2

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

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

enzimas)

IHQ: inmunohistoquímica

Ac: Anticuerpo

SPR Surface Plasmon Resonance

µg: microgramos

cm: centímetros

%: porciento

mL: Mililitro

mg: Miligramo

kg: Kilogramo

g: Gramo

CENPALAB: Centro Nacional Producción de Animales de Laboratorio
oC: Grados Celsius

I.M: Intramuscular

SSF: Solución Salina Fisiologica ACF:

Adyuvante completo de Freund AIF:

Adyuvante incompleto de Freund



Sistemas basados en anticuerpos aviares y mamíferos para la detección por
Inmunohistoquímica del marcador tumoral Her2.

Leyenda de abreviaturas

WSF: Water soluble fraction (Fracción soluble en agua)

HCL: Ácido Clorhídrico

h: Hora

min: Minuto

EYS: Egg yolk supernatant (Sobrenadante de yema de huevo)

IRD: Inmunodifusión doble bidimensional

IEE Inmunoensayos Enzimáticos

DMSO: Dimetilsulfóxido

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

DAB: DIAMINOBENCIDINA

OPD: o-Phenylenediamine dihydrochloride

PSA: Antígeno Prostático Específico

TnIc: Troponina IC

ECD: Dominio extracelular de la oncoproteína HER-2/neu

FA: Fosfatasa alcalina

QDs: quantum dots o nanocristales o puntos cuánticos
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1. INTRODUCCIÓN

Durante los últimos treinta años se han alcanzado progresos significativos en el

entendimiento del cáncer, no obstante esta entidad sigue constituyendo la

segunda causa de muerte en países desarrollados. La detección precoz de cáncer

por métodos no invasivos resulta un tema de gran interés dado que ésta, al

permitir terapias con mayor precisión, puede incrementar significativamente la tasa

de supervivencia de los pacientes.

La detección de cáncer en sus estadios tempranos necesita de ensayos de alta

sensibilidad que puedan reconocer marcadores para la carcinogénesis. Los

biomarcadores son indicadores celulares de estados fisiológicos 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 expresión

de proteínas, modificaciones postraduccionales de las proteínas, y diferencias del

nivel de un metabolito. Hasta la fecha, la mayoría de los biomarcadores para

cáncer que se han identificado con mayor prominencia para la aplicación clínica

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-erbB1, HER2/c-erbB2, HER3/c-erbB3 y HER4/c-erbB4), los cuales

comparten un alto grado de homología estructural y funcional. Estos comprenden

una red compleja de acoplamiento de varios ligandos extracelulares hacia rutas de

transducción intracelular que resulta de la interacción del receptor y una activación

cruzada, y su nivel de expresión celular juega un rol pivote como marcador

pronostico (1) sobre todo en cáncer de mama y es decisivo en la selección de

pacientes para la terapia con trastuzumab. (2, 3)

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 Inmunohistoquímica son las de uso más común para

identificar biomarcadores proteicos. La Inmunohistoquímica (IHQ) posee una

principal ventaja, y es que permite la evaluación de la expresión del biomarcador

con relación a las características morfológicas del tumor. Hay dos factores

principales que han impedido el desarrollo de IHQ cuantitativos y son la baja

especificidad de los Acs IgG de mamíferos y   la inestabilidad de los fluoroforos

orgánicos.

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

cancerosas son IgG monoclonales de origen mamífero. (4) Recientemente se ha

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

las IgG en Inmunoensayos y aplicaciones clínicas. (5) Las IgY distintas de las IgG

en cuanto a lo que estructura molecular y características bioquímicas se refiere

posee muchas atractivas ventajas desde los puntos de vista bioquímico,

inmunológico y de producción sobre las IgG, éstas poseen una alta afinidad por

las proteínas de mamíferos por la diferencia en los procesos de maduración 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

hidrofóbicas, facilita la fabricación de microarreglos de proteínas basados en

anticuerpos, mejora la detección de antígenos proteicos en la técnica SPR (del

inglés Surface Plasmon Resonance) y  se dispone de las mismas para su

desarrollo perspectivo (5), de tal manera que ya ha sido demostrada las ventajas

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

cáncer de mama. (6) Los anticuerpos IgY suministran una detección más sensible y

específica de células de cáncer de mama al compararse con anticuerpos IgG e

IgM  comerciales. Estos anticuerpos IgY anti HER2 conjugados a diversas

etiquetas moleculares han mostrado tener potencial para brindar medidas

cuantitativas de los biomarcadores. (2,6,7)
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La capacidad para obtener preparados puros de la proteína HER2 en nuestro

laboratorio conjuntamente con la capacidad de extracción de anticuerpos IgY a

partir de las yemas de huevos de gallinas inmunizadas, así como la experiencia en

métodos tradicionales de producción de anticuerpos a partir de los sueros de

mamíferos inmunizados, nos permitió trazarnos en este trabajo el objetivo de

obtener preparados de inmunoglobulina IgY de pollo e IgG de conejo específica

contra este biomarcador tumoral, así como sus respectivos anticuerpos anti

inmunoglobulinas en animales heterólogos para evaluar su uso en un ensayo

inmuhistoquímico específico y proponer entre éstos, el de mejor desempeño en la

detección de cáncer de mama.

Problema

La detección de cáncer en sus estadios tempranos necesita de ensayos de alta

sensibilidad que puedan reconocer marcadores para la carcinogénesis. En nuestro

país no se cuentan con paquetes diagnósticos específicos y sensibles para el

marcador tumoral Her2 en los servicios de anatomía patológica de los hospitales

provinciales.

Hipótesis

Un sistema de detección para el marcador tumoral Her2 a partir de anticuerpos

primarios IgY es más específico y sensible que un sistema basado en anticuerpos

primarios y secundarios de origen mamífero.

Para el rechazo o aceptación de esta hipótesis se plantean  los siguientes

objetivos:
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Objetivo general
Obtener anticuerpos primarios y secundarios para la detección del marcador

tumoral Her2.

Objetivos específicos
1. Obtener anticuerpos primarios a partir de la Inmunización de gallinas y conejos.

2. Obtener anticuerpos secundarios conjugados con biotina.

3. Evaluar el desempeño de los anticuerpos obtenidos en aves y mamíferos

mediante Inmunohistoquímica a través de un sistema de detección Streptavidina –

FITC de origen comercial.
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1 Biomarcadores. Concepto

La Biología 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

descripción del modelo de la estructura molecular del ácido desoxirribonucleico

(ADN) y del proceso de preservación y transmisión de la información genética

entre los individuos. (8)

En 1953 se inicia una nueva etapa de la ciencia biológica conocida como era de la

Biología Molecular. Esta etapa, sigue en constante desarrollo y ha sido potenciada

significativamente por los últimos descubrimientos científicos y las importantes

aportaciones tecnológicas como: la miniaturización y robotización de

procedimientos de laboratorio (nanotecnología), el uso de computadoras de gran

capacidad y velocidad de procesamiento de datos, así como la elaboración de

programas computacionales especializados en el análisis de información biológica

(bioinformática). Gracias a la conjunción de todos estos factores se han logrado

concluir proyectos tan ambiciosos como la secuenciación completa del genoma
humano. (9)

El análisis pormenorizado de la información genómica obtenida de este proyecto

está a la espera de ser comprendida y descrita en  su totalidad, pero con la

culminación de este proyecto se inicia la era del análisis masivo de información

genética conocida como “la era genómica”. En este entorno se impulsa la opción

del empleo de biomarcadores moleculares que surgen  como una aplicación

factible de uso para beneficio tanto en la salud humana, como en las evaluaciones

de alteraciones ecológicas e incluso de aplicación en la industria biotecnológica.
(10)
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La palabra biomarcador o marcador biológico se empezó a utilizar en las ciencias

biológicas alrededor de 1960. Sin embargo, el uso de características indicadoras

de patologías o síntomas en los individuos se ha realizado de muchos siglos atrás.
(11)

Actualmente, con los avances registrados en la genómica humana se puede

considerar que la nueva generación de biomarcadores es aportada por el análisis

de macromoléculas orgánicas (proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos, lípidos)

presentes en los individuos, que no solamente indiquen la presencia de

alteraciones patológicas, sino también la posible susceptibilidad de cierto paciente

a desarrollar alguna enfermedad en el futuro e incluso evaluar la posible respuesta

que generará algún individuo enfermo ante determinados procedimientos

terapéuticos. (12)

Los biomarcadores son parámetros biológicos que proveen información sobre el

estado normal o patológico de un individuo o una población, y son utilizados para

la comprensión de diferentes enfermedades en variados aspectos como: el

tratamiento, prevención, diagnóstico y progresión de la enfermedad, respuestas a

la terapia, evaluación experimental toxicológica de medicamentos o pesticidas,

medición de riesgo ambiental y epidemiológico, además de evaluación de la

intervención terapéutica, entre otros (13,14)

La utilidad del uso de biomarcadores como elementos de evaluación de riesgos de

afectación de la salud, cada día toma mayor importancia ya que permiten

adquisición de mucha información acerca de diferentes tipos de enfermedades,

identificación de factores de riesgo para la salud de los individuos y las

poblaciones, selección de medicamentos, evaluación de la progresión de las

enfermedades y su tratamiento, el desarrollo de políticas en salud ocupacional y

ambiental, entre otros.
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El desarrollo tecnológico posibilita que los biomarcadores implementados sean

cada vez más específicos y son fundamentales en el desarrollo de las diferentes

disciplinas biomédicas, que permiten la elaboración de las estrategias y políticas

para mejorar las condiciones de vida de los pacientes y de  las personas en

general, al generar información que permite realizar correctivos para disminuir la

mortalidad y morbilidad de los individuos. (15,16)

2.2 Biomarcadores Tumorales. Estado actual

Los grandes avances alcanzados en el campo de la oncología a partir de la mitad

de  la segunda década del Siglo XX, generaron en la comunidad  científica la

necesidad de contar con pruebas de laboratorios fáciles y eficaces, al alcance de

la mayoría de la población, orientadas a detectar neoplasias ocultas, antes de que

aparezcan las manifestaciones clínicas, con enfermedad localizada, de utilidad en

el diagnóstico y pronóstico, en el tratamiento y en el seguimiento a corto, mediano

y largo plazo de los pacientes con cáncer. La respuesta a esta necesidad fue el

descubrimiento y el desarrollo tecnológico de los marcadores tumorales y es así

como los marcadores tumorales o biomarcadores de cáncer, como también se les

conoce, representan uno de los logros más importantes en la lucha contra el

cáncer. (17)

Los marcadores tumorales, también denominados marcadores biológicos o

biomarcadores, se definen como moléculas, sustancias o procesos que se alteran

cualitativa o cuantitativamente como resultado de una condición precancerosa o

un cáncer, detectables mediante una prueba de laboratorio en sangre, en líquidos

orgánicos o en tejidos. (18)

La naturaleza del marcador tumoral puede ser muy variable, va desde un ácido

nucleico, ADN o ARN, una proteína o un péptido, hasta procesos como la
apoptosis, la angiogénesis y la proliferación que pueden ser medidos con técnicas

apropiadas. (19)
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Son múltiples las sustancias y moléculas que pueden ser utilizadas como

marcadores tumorales, identificando principalmente la transformación maligna, la

proliferación, indiferenciación y diseminación de las células neoplásicas. El valor

clínico de los marcadores tumorales dependerá de la sensibilidad y especificidad,

pudiendo utilizarse en la búsqueda de cáncer oculto como prueba tamiz en

población de alto riesgo, como prueba integral del diagnóstico de las neoplasias

en donde se han identificado como criterios de clasificación, pronóstico y

predictivos y para seguir el tratamiento y el curso de la enfermedad, incluida la

posibilidad de detectar las recaídas 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 cáncer de seno y cáncer de estómago, si las células contienen

grandes cantidades de una proteína llamada HER2, los medicamentos como el

trastuzumab (Herceptin®) pueden ser útiles en el tratamiento. Si las células

cancerosas presentan niveles normales de HER2, estos medicamentos no serán

útiles. En casos como estos, se somete a analizar el tejido del tumor para
comprobar la presencia de HER2 antes de iniciar el tratamiento. (21)

HER2: La HER2 (también conocida como HER2/neu, erbB-2 o EGFR2) es una

proteína 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

cáncer.

Los niveles más altos de lo normal pueden ser encontrados en otros tipos de

cáncer también, como el de estómago y esófago. Los cánceres que son HER2

positivo tienden a crecer y propagarse más rápido que los otros tipos de cáncer.
(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 específicos de un determinado tipo de cáncer. (29)

2.3 Her2 y su relación con el cáncer de mama

HER 2 (factor de crecimiento epidérmico humano-2) son genes comprometidos

con el crecimiento y la proliferación celular. El producto de estos genes es un

receptor glicoprotéico de transmembrana, estructuralmente similar a EGFR, cuyas

formas mutadas promueven la transformación neoplásica de las células,

transmitiendo señales de crecimiento desde la membrana al núcleo aumentando la
-división celular. Un 25-30% de todos los cánceres de mama sobre expresan HER

2, éstos tienen mal pronóstico, mayor riesgo de recurrencia. (27,28,30,31)

El carcinoma de mama es una de las neoplasias malignas más frecuentes y de

mayor mortalidad en las mujeres de los países industrializados. Debido al

comportamiento agresivo de algunas variedades y dado que la mama es un

órgano accesible para el diagnóstico temprano, el cáncer de mama es objeto

permanente de estudios en relación con los métodos de diagnóstico y tratamiento.

Se utilizan de rutina: tamaño del tumor, tipo histológico del mismo, pleomorfismo

celular y nuclear, índice mitótico, presencia de necrosis, invasión vascular, estado

de los receptores hormonales y de los ganglios linfáticos axilares. Sin embargo,

estos parámetros no son suficientes para predecir el curso de la enfermedad.

Los avances de la biología molecular han permitido descubrir nuevos marcadores

que ya se han incorporado a la práctica clínica y que brindan una importante

información acerca del comportamiento biológico 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

información más certera que la que puede suministrar un solo factor.
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Debido a esto, en la actualidad el pronóstico de las neoplasias es más exacto que

hace 20 años. (32)

En el 20 al 30% de los cánceres de mama se ha reportado la sobreexpresión del

receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2). (33) Estos estudios

fueron el punto de partida de una extensa serie de publicaciones que asociaron la

expresión 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 utilización en el

tratamiento del cáncer de mama metastásico. (34,35) Desde entonces y hasta la

fecha, los resultados clínicos obtenidos en la predicción de respuesta abarcaron

también a la hormonoterapia y la quimioterapia, y fueron estableciendo el valor del

conocimiento de su expresión en los tumores mamarios al momento del

diagnóstico, convirtiéndolo en un procedimiento estándar en la práctica clínica del

cáncer de mama. (36)

En los últimos años se ha ampliado el espectro de marcadores en cáncer de

mama, debido a los avances de la biología molecular que está estudiando en

profundidad los eventos de la carcinogénesis, la progresión tumoral y los

mecanismos de producción de las metástasis.

La  sobreexpresión de la proteína  Her2 está considerada  como un  importante

factor pronóstico en los estadios tempranos del cáncer 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 estrógenos.

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

expresión alterada de p53 y aumento de la proliferación celular.
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Su amplificación es una de las alteraciones genéticas más comunes asociadas

con el cáncer de mama dando lugar a la aparición de resistencia a drogas

quimioterapéuticas y a conductas clínico-patológicas más agresivas.

La sobreexpresión de este gen, que se observa frecuentemente en carcinoma in
situ, aumenta el potencial invasor de las células cancerosas y parece ser más

importante en el inicio de la enfermedad que en su evolución. (37)

El cáncer 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 progresión más rápida

de la enfermedad que el cáncer de mama que no es HER2 positivo. La proteína

HER2 envía señales 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 cáncer

Cabe destacar que mientras una célula normal posee 20.000 receptores HER2 en

su superficie celular, cada célula cancerígena HER2 positiva tiene alrededor de 2

millones de receptores HER2.

La familia HER está compuesta por  cuatro proteínas (HER1, HER2, HER3 y

HER4.

El acoplamiento de las proteínas HER (también llamado dimerización: un

compuesto formado por dos moléculas) es un paso importante en la activación de

las vías de crecimiento y sobrevida de las células cancerígenas. La proteína HER2

es un miembro particularmente importante de la familia HER en el desarrollo del

cáncer, ya que a diferencia de otras proteínas HER, está constantemente activa

porque siempre se encuentra en una ‘conformación’ abierta lo que significa que

está siempre libre para unirse a otros miembros de la familia HER.9

La unión de HER2 con otros miembros de la familia HER puede mandar múltiples

señales a la célula para que crezca y se multiplique, lo que puede llevar al
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desarrollo de cáncer. La proteína HER2 puede unirse a cualquiera de los

miembros de la familia HER; sin embargo, se cree que la unión de HER2 a HER3

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

Mientras que la pareja HER2-HER2 activa un conjunto de vías de señalización

celular que son importantes para el crecimiento y la supervivencia de la célula, la

pareja HER2-HER3 puede activar directamente vías de señalización adicionales,

lo que también conduce a la supervivencia celular. (38,39)

En el cáncer de mama se utilizan marcadores específicos para predecir la

respuesta al tratamiento y clasificar a los pacientes en diferentes grupos según su

pronóstico cuando se combinan estos marcadores con la información relacionada

con el tamaño tumoral, grado, afectación ganglionar. Los marcadores utilizados

con estos fines en las muestras de biopsia son el receptor de estrógenos (RE), el

receptor de progesterona (RP) y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER-2/neu, por sus siglas en inglés). (40)

Numerosos informes muestran que la proteína de HER-2/neu es un test diferente

de los tradicionales marcadores tumorales como el Ca15.3. El marcador

tradicional mide la presencia de proteínas de alto peso molecular e indica

crecimiento o decrecimiento de la carga tumoral.

No hay evidencia que estas glicoproteínas participen en la conversión de células

normales en cancerosas. La oncoproteína HER-2/neu se deriva de un oncogén

conocido que está biológicamente relacionado con la conversión de células

normales en tumorales. (41)

El desarrollo de una neoplasia está directamente  relacionado con mutaciones

genéticas sucesivas en las que están involucrados oncogenes celulares. (42) En el
caso del cáncer de mama se sabe que el oncogén Her2/neu está amplificado y/o
sobre expresado en aproximadamente un 30% de los casos. El conocimiento de la
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positividad del mismo tiene un importante valor pronóstico asociándose a una

mayor agresividad de la enfermedad. Así mismo dicho gen puede ser un marcador

predictivo de respuesta a determinados tratamientos como el trastuzumab

(Herceptin®). (43,44,45)

Un marcador tumoral va a ser realmente útil 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. El HER-2/neu cumple

con estos requisitos y además: Los niveles séricos de HER-2/neu son indicadores

de la agresividad del tumor. El monitoreo de los niveles séricos luego del

diagnóstico primario puede  ser un indicador temprano de  la progresión de la

enfermedad.

2.4 Inmunoensayos para detección de Biomarcadores

La detección de cáncer en sus estadios tempranos necesita de ensayos de alta

sensibilidad que puedan reconocer marcadores para la carcinogénesis.

Los biomarcadores pueden ser probados de varios especímenes, incluyendo

tejidos tumorales y fluidos corporales tales como suero y la orina. Hasta la fecha,

la mayoría de los biomarcadores de cáncer identificados para la aplicación clínica

son de naturaleza proteica. Las técnicas utilizadas comúnmente para las pruebas

de biomarcador de proteína son los inmunoensayos o técnicas inmunoquímicas

como son los ELISA y técnicas de inmunohistoquímica (IHC). (46)

Los inmunoensayos o técnicas inmunoquímicas son métodos analíticos basados

en la alta especificidad de la interacción antígeno-anticuerpo para la detección y

cuantificación de sustancias de interés, a los que se denomina analítos.

Esta metodología, ampliamente utilizada tanto en análisis de rutina como en

investigación científica se originó en 1959 con el ensayo inmunológico realizado

por Rosalyn Yalow y Salomon Berson], que permitió detectar insulina humana a

nivel de picogramos. A partir de entonces los inmunoensayos han representado un
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importante avance en el análisis de sustancias de interés en muy diversos
campos, encontrando aplicación en el diagnóstico clínico, la industria alimentaria y

en el estudio y control del medio ambiente entre otros. (47,48,49)

Es el ELISA el método más popular dentro de los inmunoensayos, Su principal

ventaja consiste en el corto período de tiempo que lleva su desarrollo, es una

técnica de alto rendimiento, sensible cuantitativamente que mide la cantidad de

analítos presente en un fluido fisiológico. Es el actual estándar de oro para la

detección de marcadores de proteínas de bajo número de copias. Utilizan como

marcador una enzima y el espectrofotómetro como sistema de detección 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 inmunohistoquímica (IHC) es una técnica que utiliza la tinción de muestras

histológicas para detectar un marcador particular, es la técnica de diagnóstico de

cáncer más importante en la práctica para predecir los resultados de los pacientes

con diferentes grados de enfermedad. Para ello se emplean anticuerpos

preparados frente a la proteína que se desea detectar marcados con moléculas

fluorescentes. Se aprecia si hubo unión del anticuerpo con el antígeno por la

fluorescencia emitida, que se observa bajo microscopio de luz ultravioleta. Este

procedimiento (inmunofluorescencia directa) tiene la limitación del marcaje con un

fluorocromo.

Para evitar esto, lo que se hace es tratar el tejido o células con antisueros anti

antígeno producidos, por ejemplo, en conejo, y secundariamente tratar con

antinmunoglobulinas marcadas con un fluorocromo que puede ser de unión

covalente, son moléculas orgánicas pequeñas (FITC, biotina) forman una unión

covalente con grupos amino libres en los anticuerpos. Como ejemplo tenemos el

Isotiocianato de Fluoresceína (FITC), phicoeritrina, rodamina, rojo texas, cianinas.
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El más utilizado para marcar proteínas es el FITC. Los fluorocromos de unión 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. (50)

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 comparación con

ELISA y otras técnicas moleculares que requieren la homogeneización del tejido

tumoral, IHC tiene la gran ventaja de permitir la evaluación de la expresión de

biomarcadores en relación con las características morfológicas de un tumor.

Tienen en la clínica estos métodos inmunoenzimáticos diversas aplicaciones por

ejemplo: actualmente, en el mercado existen varios análisis inmunoenzimáticos

cuantitativos en fase sólida para la detección de Troponina (TnIc), los cuales son

útiles para detectar el daño miocárdico. Estos inmunoensayos son de tipo

"sandwich", entre ellos Stratus II (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 inmunocromatográfico que permite

un análisis rápido de   las muestras. Hasta el momento, estas   tiras son
comercializadas por la firma Spectral Diagnostics, (Toronto, Canadá). (51)

En la urología por ejemplo se ha establecido que la glucoproteína PSA (Prostate

Specific Antigen) es un marcador tumoral de diversos tipos de cáncer y

especialmente para el cáncer de próstata.

El primer inmunoensayo para PSA, era un ensayo de tipo sándwich ligado a

enzimas (ELISA). En los últimos años se ha desarrollado una gran variedad de

inmunoensayos diferentes para la detección de PSA, basados en diferentes

protocolos de detección, así como otros inmunoensayos basados en Microscopía

de Fluorescencia, Espectroscopía por resonancia de plasmones superficiales

(SPR) o Espectrometría Raman de superficie mejorada.
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Cabe destacar dentro de los inmunoensayos para la detección de PSA, el gran

desarrollo que están teniendo los basados en membranas inmunocromatográficas,

o inmunoensayos de flujo lateral con detección capacitativa, colorimétrica o

electroquímica. (52,53)

2.5 Inmunoensayos y cáncer de mama

En el cáncer de mama un aspecto importante lo constituye la determinación de la

expresión de HER2 en tejido.

Los métodos más comúnmente utilizados para la determinación de la ampliación

del oncogén y de la proteína HER-2/neu son: FISH (Fluorescent In Situ

Hybridization) para DNA, que puede ser fluorescente o cromogénica, la   IHC

(Immunohistochemistry), La técnica FISH es más difícil de realizar y más costosa

que la IHQ. Sin embargo la cuantificación es más precisa y relativamente sencilla

de realizar. Actualmente se comercializa El kit de sonda de ADN PathVysion HER-

2 (Kit PathVysion) se ha diseñado para detectar la amplificación del gen HER-

2/neu mediante la hibridación in situ con fluorescencia (FISH) en muestras de

tejido con cáncer 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

serían válidos para el seguimiento de la enfermedad una vez extirpado el tumor

primario.

Una vez extirpado el tumor, la determinación de Her2/neu tiene una gran utilidad

clínica complementaria. La determinación del dominio extracelular (ECD)

circulante en suero o sea la expresión de la proteína p185 se realiza mediante

Inmunoensayos tipo ELISA ó de Quimioluminiscencia Directa.

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

emplea la tecnología de Quimioluminiscencia Directa en ADVIA Centaur. (54)
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Algunas de las ventajas reportadas de la quimioluminiscencia en los ensayos

incluyen sensibilidad (límites de detección de moles, nanogramos, picogramos) y

velocidad (señal generada en unos pocos segundos y en algunos casos estable

por varias horas), sin residuos peligrosos, y procedimientos simples. (55)

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 más importantes para

los IEE. Las enzimas más usadas en las técnicas para el marcaje de Ags o más

frecuentemente de Acs son la Peroxidasa y la Fosfatasa alcalina (FA) de mucosa

intestinal de ternera. Esta última es la favorita por su bajo costo, su fácil

conjugación y la amplia variedad de sustratos que posee. (56,57)

Este método no está exento de algunos inconvenientes como son la aparición de

falsos positivos por la biotina endógena principalmente en tejidos no fijados con

formol. Se ha desarrollado otro sistema de detección (EnVision) basado en la

utilización de un polímero de alto peso molecular, el dextrano, al que se conjugan

covalentemente un gran número de moléculas de enzimas y de anticuerpo

secundario. Teóricamente aumenta mucho la sensibilidad del método, permite

realizar la tinción en un paso menos que las técnicas tradicionales avidina-biotina

y confiere una gran rapidez y simplicidad al método. (58)

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 diagnóstico de cáncer

El desarrollo de nuevas tecnologías como la nanotecnología y su aplicación en el

inmunodiagnóstico ayudan a mejorar el diagnóstico citológico en muchos

pacientes, se ha logrado la identificación temprana de células tumorales.
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El desarrollo de nanotecnologías como instrumentos para acelerar los avances en

la investigación de biomarcadores tiene por objetivo identificar nuevos agentes

moleculares predictivos para controlar la progresión del cáncer así como también

buscar nuevos agentes diagnósticos de imagen que permitan detectar

tempranamente la enfermedad.

Mejorando la prevención y el control de la respuesta al tratamiento. Las
nanotecnologías emergentes incluyen a los quantum dots (QDs) y nanopartículas

de oro. (59.60)

Estudios recientes demuestran que el uso de estas nanopartículas es un blanco

perfecto de la imagenología del siglo XXI. Estas poseen una serie de propiedades

fisicoquímicas que las hacen ser mejores que los colorantes orgánicos

convencionales en el diagnóstico citológico. La ventaja radica en que los QDs son

más 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 dendrímero en su

parte externa permite albergar una gran cantidad de moléculas que son blanco de
un sin número de receptores celulares haciéndolo a su vez más selectivo. (61,62)

La nanotecnología servirá para identificar a células cancerígenas, y por lo tanto se

brindará la posibilidad de dar nuevos y más eficaces tratamientos contra este

padecimiento.

Es factible que a corto plazo, la nanotecnología pueda generar terapias

oncológicas, por ejemplo, se han realizado investigaciones en las cuales se busca,

mediante la utilización de láser, eliminar células cancerosas sin eliminar, ni dañar

las células sanas. (63,64)

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 láser, se pueden eliminar las células cancerosas y evitar el daño a

las células sanas, como se ha intentado en cáncer de pulmón y mamas, entre

otros.

La nanotecnología tiene un potencial muy grande para realizar importantes
contribuciones en la prevención, detección, diagnóstico y por supuesto tratamiento

del cáncer. (65)

La nanotecnología puede representar una oportunidad para un país como Cuba,
que posee un importante capital humano preparado para enfrentar retos en el

campo científico-tecnológico con un enfoque solidario y alto sentido ético. (66)

En nuestro país el desarrollo de la biotecnología nos ha permitido avanzar en la
investigación científica, contar con biomoléculas de producción nacional útiles en

la experimentación biomédica, en el diagnóstico del cáncer. (67,68,69)

El patrón de incidencia y mortalidad por cáncer en el sexo femenino en Cuba es

similar al observado en los países desarrollados. Esta localización tumoral se

considera un importante problema de  salud en nuestro país. (70) Los criterios

clínicos, unidos a los medios diagnósticos y a las armas biotecnológicas, juegan
un papel importante en el mejoramiento de la calidad de vida del paciente con
cáncer y repercuten en los índices de mortalidad por esta enfermedad en nuestro

país. (71,72,73)
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

El estudio experimental, consistió en la obtención de anticuerpos anti HER-2 a

partir de la inmunización de aves y mamíferos para utilizarlos como anticuerpos

primarios en un Kit diagnóstico. Los esquemas de inmunización, la obtención de

los antisueros, evaluación de la respuesta inmune fueron desarrollados en los

Laboratorios de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales (LABEX-CIM) mientras

que el proveedor del sobrenadante de cultivo del transfectoma fue el Centro de

Inmunología Molecular (CIM) y fue allí donde realizamos la evaluación del

funcionamiento de los antisueros en el período comprendido de enero 2012 a

junio del 2013.

3.1 Antígenos para la inmunización

Para el desarrollo de los esquemas de inmunización anti Her2 se utilizó como

antígeno la proteína Her2 pura obtenida a partir del cultivo del transfectoma HEK

293, se descongeló un ámpula en frasco de cultivo de 2.5 cm, en medio DEMEN-

F12 al 10% de suero, una vez el frasco estuvo confluente se pasó para dos

frascos de 175 cm en medio DEMEN-F12 al 5%, a los tres días se sembró en

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

concentración de 3x105 células por mL.

A los 10 días se recogió sobrenadante y se purificó por Cromatografía de

Inmunoafinidad en una columna que contenía anti Her2 (Anticuerpo Monoclonal

humanizado anti HER2. Un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1, que

reconoce la proteína HER2+) acoplada a una matriz de Sepharose 4B Fast Flow

CNBr-activada.

En el esquema de inmunización anti IgY en conejo se utilizó como antígeno IgY

de yema de huevo de gallina de la Sigma-Aldrich (USA).
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3.2 Determinación de la presencia de Her2 en las muestras inmunogénicas
por el método ELISA.

Al purificado de Her2 obtenido se le determinó reconocimiento específico mediante

un sistema ELISA, utilizando los mismos como recubrimiento a una concentración

de 10 µg/mL en buffer carbonato 1M a pH 9,6, en una placa ELISA de poliestireno

de la firma COSTAR (USA), a razón de 50μL/pozo.  Se utilizó como control

negativo la molécula Her1 a la misma concentración. Se mantuvo durante 18

horas a una temperatura entre 2 y 8 oC, se dejó atemperar por 10 minutos, se

sacudió vigorosamente contra papel absorbente. Luego se añadió anti Her2

terapéutico del CIM (Cuba) (referido anteriormente), a las concentraciones de

1mg/mL, 500 μg/mL y 250 μg/mL, utilizando como reactivo revelador anti IgG

humana conjugada con peroxidasa de la Sigma (USA). Se incubó durante 1h a

37°C, se lavó 3 veces. Se aplicó 50 μL/pozo de la solución sustrato (5ml del

Tampón Citrato-Fosfato + 1 tableta de OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride)

de 2mg + 10 μl de H2O2) y se dejó a temperatura ambiente, en condiciones de

oscuridad, para el tiempo de reacción previamente establecido durante la

titulación, que en nuestro caso fue de 10 minutos. La reacción enzimática se

detuvo añadiendo 50μL/pozo de solución H2SO4 al 10% y se prosiguió a la lectura

de la placa. Se leyó 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 terminó el análisis de la data obtenida. (69)

3.3 Esquema de inmunización

3.3.1. Biomodelos Experimentales

Para la obtención de anti Her2 en aves, fueron utilizadas gallinas ponedoras

(White Leghorn de 24 semanas de edad), las gallinas se compraron en Centro de

Producción de gallinas ponedoras El Hormiguero, San Luis, Santiago de Cuba, se
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mantuvieron en condiciones convencionales a una temperatura de 28  2 oC; la

humedad relativa promedio fue de 65  3 %.

Se ubicó una gallina por jaula con una dimensión 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 2 y 2,5 kg

de peso) seleccionados del centro de cría y reproducción comercial (Centro

Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio, CENPALAB, Habana,

Cuba).

Los conejos se mantuvieron en condiciones similares a las descritas

anteriormente para las gallinas, tomándose muestras de sangre de la vena central

de  la oreja para la titulación de los Acs en cada uno  individualmente, y se

promediaron semanalmente los títulos obtenidos.

Tanto gallinas como conejos recibieron una dieta diaria de alimentación

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 realizó de acuerdo a las normas  institucionales

establecidas por la Comunidad Económica Europea (1980) y la Norma Oficial

Mexicana, NOM, (1996), según la Guía para el cuidado y empleo de animales de

laboratorio.

Todos los procedimientos se desempeñaron de acuerdo a la Guía para el Cuidado

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

Para la obtención de anticuerpos primarios y secundarios los conejos fueron

inmunizados por vía subcutánea, con inoculaciones de 150 µg del Ag en

diferentes sitios de la región dorsal. Los intervalos de inoculación se realizaron a

los 0, 21, 36, 66 días con inmunización de refuerzo a los 87 días.

El inmunógeno se aplicó emulsionado con Adyuvante Completo de Freund (ACF)

para la primera inmunización, Adyuvante Incompleto de Freund (AIF) para las

posteriores. Las emulsiones se realizaron volumen a volumen (inmunógeno:

adyuvante) en un volumen final de 1mL de la emulsión y 1mL de solución 0.15

mol/L NaCL (Boehringer Mannhein, Alemania). (75) El control consistió en las

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

Las gallinas fueron inmunizadas por vía intramuscular a través de varias regiones

del músculo pectoral con inyecciones de 150 µg de la proteína en 0.5mL de SSF y

emulsionada con igual volumen de ACF y AIF, los intervalos de inoculación se

realizaron a los 0, 15, 36, 66 días con 3 inmunizaciones de refuerzo por mes. Los

huevos fueron colectados a partir del primer día post inyección tomándose la

mezcla de los huevos puestos por cada gallina en cada semana para su

procesamiento y monitoreo posterior de los títulos de anticuerpos. (76)

3.3.3 Obtención 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 inmunización y durante el desarrollo del esquema de inmunización a los 8,12,

16, 20, 24, 28, 32, 36 y 40 días para determinar la dinámica de la respuesta de
anticuerpos. El sangrado total de los conejos se realizó por sección parcial de la

vena yugular externa al finalizar el esquema de inmunización. (77)
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3.3.4 Obtención de los sobrenadantes delipidados de yema de huevos
Preparación de la IgY de yema de huevo por el método de la fracción soluble
en agua (WSF).

Los huevos se cosecharon diariamente, marcados con la fecha y el grupo

experimental, y se almacenaron a 4oC hasta que fueron procesados.

Se separó 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 albúmina que pudiera quedarles adherida, se

puncionaron sus membranas y sus contenidos fueron diluidos en 9 volúmenes de

agua destilada estéril acidificada con HCL 0.1N hasta que la emulsión alcanzó un

pH entre 4.8 y 5.2. (78) Este extracto de yema se mantuvo por 24 h a 4oC, luego

centrifugado por 25 min a 10,000x g aproximadamente en una centrífuga

refrigerada (Medifriger, J.P Selecta SA, Abrera, España). Este sobrenadante de

yema de huevo (EYS) obtenido, rico en IgY, se filtró por papel de filtro Whatman

No. 1 (Whatman International, Maidstone, UK) y ajustado a pH 7.0 con tampón

Tris (1M + 0.15M NaCL; Boehringer, Mannheim, Alemania).

Estos sobrenadantes se ensayaron mediante una prueba de Inmunodifusión doble

bidimensional de Ouchterlony para determinar títulos específicos de Acs IgY

contra la proteína Her-2 purificada, la cual se utilizó como antígeno en la técnica a

una concentración de 0.5 mg/mL.

Para aumentar el nivel de pureza de estos anticuerpos se realizó 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 Purificación de los anticuerpos anti Her2 en conejo

Para la obtención del anticuerpo anti Her2 en  conejo purificado se utilizó un

sistema de Cromatografía líquida de baja presión (Pharmacia, LKB,   Uppsala,

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

La columna cromatográfica se equilibró con buffer Tris 50 mM, NaCl 1M a pH 8.5,

hasta que la matriz de afinidad tomó 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 aplicación de  2 a  3 volúmenes de

columna del Buffer de equilibrio.

Se continuó lavando la matriz con el buffer de equilibrio hasta que el registrador

marcó cero de absorbancia, y se procedió a la elución de IgG con Buffer Citrato

0.1M pH 4. Se colectó un volumen de la muestra purificada de 20 mL y luego se

regeneró la columna de proteína A con Buffer Citrato 0.1M pH 3.

Se procedió luego a la diálisis 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 diálisis. (79,80)

3.5 Dinámica en el título de anticuerpos y especificidad

La dinámica en los títulos de anticuerpos en los antisueros obtenidos para todos

los grupos a diferentes tiempos durante el desarrollo de los esquemas de

inmunización, se determinaron mediante la técnica de inmunodifusión doble

bidimensional de Ouchterlony (IRD). (81,82)

3.6 Técnica de Inmunodifusión doble bidimensional de  Ouchterlony

Las placas de vidrio limpias y secas fueron cubiertas con agar (Sigma, USA) al 1

%, en solución salina 0,9 % (Laboratorio Farmacéutico Oriente Santiago de Cuba),

pH 7,2 y conservadas con azida sódica (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 µL del antígeno fue colocado en el

pocillo central, y a los pocillos equidistantes que se encuentran alrededor del

pocillo central se le agregó el mismo volumen del antisuero puro (15 µL), así como

diluciones dobles progresivas del mismo en SSF y colocados en la dirección de las

manecillas del reloj.

Durante 72 horas las placas se mantuvieron en cámara húmeda a temperatura
ambiente. El título de anticuerpos se expresó como 2-Log del inverso de la

máxima dilución en la que se observó una banda de precipitación. (83,84)

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

De acuerdo a las instrucciones del fabricante se preparó un gramo de Sepharosa

4B activada con bromuro de cianógeno (Pharmacia, LKB, Uppsala, Sweden), ésta

rindió 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

cuestión, previamente dializada contra tampón de acoplamiento (0.5mol/L NaCL,

0.1mol/L NaHCO3, pH 8.3) se le adicionó a la Sepharosa tratada, se mantuvo en

rotación por 2 horas a temperatura ambiente y se centrifugó a 40 g por 5 min, el

precipitado se incubó a 4oC por 16 horas con 10 mL de agente bloqueador

(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

proteínas unidas de forma inespecífica se lavaron mediante un procedimiento de

cinco lavados sucesivos alternantes consistentes en una etapa de lavado con 5

mL de tampón de acoplamiento, seguido de otro con 5mL de tampón acetato (0.5

mol/L NaCL, 0.1mol/L acetato de amonio, pH 4.0). Después se lavó la columna

con 50 mL de PBS y se tomó 25 mL de los sueros hiperinmune, dependiendo del

caso, previamente dializado contra PBS se llevó a 50 mL con este mismo tampón

fosfato y se descargó en la columna a una velocidad de flujo de 40 cm/h.
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Posteriormente se lavó la columna con 50 mL de PBS y los Acs IgG anti IgY y anti

IgG de conejo unidos se eluyeron con un tampón de elusión (0.15mol/L NaCL; 0.2

mol/L glicina, pH 2.2). Para la neutralización inmediata, se colectaron las

fracciones eluídas de 2 mL aproximadamente en tubos que contenían 0.5 mL de

un tampón (0.1mol/L Tris-HCL, pH 8.0). Al término de la operación, la columna se

neutralizó con tampón Tris y se lavó con PBS, para su almacenamiento final se

dejó en una preparación de PBS que contenía 0.05% NaN3 a 4oC. Para su

reutilización, la columna se lavó con PBS. (85)

3.8 Conjugación de anticuerpos con biotina

Se llevó a cabo con los anticuerpos purificados anti IgY en conejo y anti IgG de

conejo en carnero de la Sigma-Aldrich (USA).

La biotinilación fue realizada según el método de conjugación directa. (86) Se

tomaron 10 mg del Anticuerpo y se dializó contra buffer fosfato salino pH 7.2-7.4,

se pesó 1mg de Biotina ((Biotinamidocaproate N-hydroxysuccinimide ester)

(Sigma-Aldrich, USA) y se disolvió en 500 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). Se

añadió el anticuerpo en un frasco ámbar de 3 mL con una barra magnética y se

añadió gota a gota 390 µL de la biotina diluida con agitación suave.

Se dejaron en agitación a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 4 horas.

Se equilibró una columna PD-10 G-25 con 25 mL de PBS luego se aplicó el

conjugado que quedó en un volumen de aproximadamente 2 mL y se llevó a 2.5

mL en la columna, se dejó pasar a la columna y luego se eluye con 3.5 mL de PBS

en frasco ámbar. Posteriormente, se añade Albúmina sérica bovina (Dako,

Dinamarca) al 1 % y azida sódica (Sigma, USA) al 0.2%. (86,87)
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3.9. Determinación del reconocimiento específico de los anticuerpos
primarios y secundarios mediante Citometría de Flujo.

3.9.1. Anticuerpos primarios:

Para el análisis de las muestras se añadió 100 µL con una concentración celular

5x106 células de la línea celular SKBR3 en tubo Falcon. Se preparó la cantidad

de tubos teniendo en cuenta las cantidades de muestras a analizar, así como las

diluciones de los primarios a estudiar (1:50, 1:100, 1:200) y controles necesarios

(positivos y negativos). Como control negativo se utilizó Anti Her1 (Sigma-Aldrich)

y control positivo Anti Her2 (Dako, Dinamarca) ambos obtenidos en conejo.

A continuación se añadió 20 µL de las diferentes diluciones de los anticuerpos

primarios y de los controles y 20 µL de las diferentes diluciones de los conjugados

biotinilados según su especificidad o sea anti conejo biotinilado (Dako, Dinamarca)

a la diluciones 1:200 y anti IgY biotinilado (Jackson ImmunoRasearch, USA) y 20

µL del sistema revelador Streptavidina-FITC (Dako, Dinamarca) a la dilución 1:50.

Se agitan los tubos utilizando el Vortex para que la mezcla sea homogénea. Se

incubó durante 30 min. a 4 ºC, en la oscuridad, agitándola cada 2 ó 3 min en el

Vortex. Finalmente se realizaron las lecturas de las muestras en el Citómetro de

Flujo marca FACScan de Becton Dickinson y se aplicó el programa CellQuest

obteniéndose los resultados finales de la lectura (porciento de reconocimiento

específico y la intensidad de marcaje). (88)

3.9.2. Anticuerpos secundarios conjugados a biotina.

Para el análisis de las muestras se añadió 100 µL con una concentración celular

5x106 células de la línea celular SKBR3 en tubo Falcon.

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

analizar, así como las diluciones y controles necesarios (positivos y negativos). A
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continuación se añadió en tubos diferentes 20 µL de los anticuerpos primarios,

para el caso del de gallina 1:100 y 1:50 para el obtenido en conejo y 20 µL 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 según su especificidad y 20 µL

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 4ºC, en la oscuridad, agitándola cada 2

ó 3 min en el Vortex. Finalmente se realizaron las lecturas de las muestras en el

Citómetro de Flujo marca FACScan de Becton Dickinson y se aplicó el programa

CellQuest obteniéndose los resultados finales de la lectura (porciento de

reconocimiento específico 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, país)

a la dilución 1:200 y  como revelador Streptvid/FITC (Dako, Dinamarca) a la

dilución 1:50.

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

agente revelador. (89)

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

La caracterización fue realizada a partir de muestras en láminas con

adenocarcinoma de mama provenientes del servicio de Anatomía Patologica del

Instituto Nacional de Oncología y Radiobiología (INOR).

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

incubaron en una estufa 30 minutos a 60º.
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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 láminas fueron lavadas con agua destilada por 10 min y se colocaron en una

solución reanimadora (epitope retrieval solution) previamente calentada, durante

20 min a 90oC. Cuando se enfriaron fueron lavadas con PBS durante un tiempo
de 5-10 minutos. Se eliminó el exceso de solución y fueron circulados los tejidos

con lápiz hidrofóbico.

Se bloqueó la peroxidasa endógena 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 húmedo.

Las muestras se incubaron durante 30 minutos en cámara húmeda con el

anticuerpo primario.

Luego de 5 lavados los cortes se secaron y se incubaron durante 30 minutos en

cámara húmeda con el anticuerpo secundario biotinilado, según su especificidad.

Se aplicó el complejo streptavidina-FITC y se le añadió a las láminas una solución

reveladora de Diaminobencidina (DAB) entre 5-8 min todo el tiempo bajo vigilancia

microscópica.

Se lavaron las láminas con PBS y para obtener contraste se añadió Hematoxilina

de Mayer por 1 minuto. Hasta que se azulearon los núcleos se introdujeron las

láminas en solución acuosa sobresaturada de Carbonato de Litio.

Se realizó un lavado con PBS y una deshidratación con alcohol ascendentes

(70%, 90% y 100%), para el aclarado se utilizó el xilol por el cual se pasó pasando

la gradilla por tres vasos con este solvente y se montó   con Medio de montaje

permanente (Bálsamo de Canadá).
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La visualización y captura de las imágenes se realizó en un microscopio óptico

(Olympus BX51, Japón) con cámara acoplada de la misma marca. (89,90)

3.11. Análisis estadístico

Para el análisis de los resultados de este trabajo se utilizó un ANOVA en bloques

al azar     (diferencias entre los protocolos de inmunización). La prueba de las

medias móviles para analizar los títulos de Acs en el tiempo y para la correlación

con los dos conjugados obtenidos.

Cálculo de estadígrafos simples para analizar las diferencias en los ensayos

ELISA se utilizó el Programa Profesional Estadístico EXCEL (Microsoft.

Corporation).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Para los productos de la Biotecnología llamada tradicional hay un gran

conocimiento tecnológico y de las propiedades básicas de las moléculas a purificar

tanto como del entorno en que se encuentran luego de la etapa de producción. No

ocurre lo mismo con los productos de última generación ya que, por las

necesidades comerciales para aprovechar la baja competencia, el elevado precio,

y dada la baja escala actual de producción, la estrategia es llegar rápido con el

producto al mercado con la tecnología 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 tecnologías de

purificación y cambio de escala. Las estrategias de diseño de procesos de

purificación dependen en primera instancia de las propiedades físicas y químicas

básicas del principio activo y características del producto final, bien conocidas para

las Inmunoglobulinas

El desarrollo de métodos y técnicas para la purificación de proteínas ha sido un

pre requisito esencial para muchos de los avances de la biotecnología.

Específicamente, la purificación de anticuerpos monoclonales ha sido una

herramienta de obtención de diagnosticadores y muchos productos

biotecnológicos de uso biofarmacéuticos en general. (80)

4.1. Purificación de antígeno

La materia prima utilizada para la obtención del Her2 purificado fue sobrenadante

de cultivo, el purificado obtenido promedió un valor de concentración de 1.095

mg/mL, con un volumen de 2.9 mL. La purificación por interacción específica

con los ligandos de la matriz constituyó el método que permitió la obtención del

producto en un solo paso cromatográfico, como se puede observar en la Figura

1.
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El cromatograma obtenido en la purificación de Her2 se corresponde a una técnica

de Cromatografía de Inmunoafinidad basada en una matriz de Sefarosa 4B a la

que se le inmovilizó un anticuerpo específico contra la proteína Her2.

La separación de las diferentes moléculas presentes en el sobrenadante de

cultivo de partida mediante esta cromatografía,   coincide con lo descrito por los

laboratorios de Separación de Proteínas de la firma Pharmacia (91), el pico 1
corresponde a todos los contaminantes presentes en la muestra, ya que en

electroforesis realizada a esta fracción no apareció banda en la zona de los 185

KDa.

El pico 2 representa la proteína Her2 purificada, la cual se caracterizó su

correspondencia mediante SDS-PAGE. Este perfil cromatográfico obtenido es

característico para este tipo de cromatografía. La misma se basa en la interacción

bioespecífica antígeno-anticuerpo, es altamente selectiva por la sustancia de

interés y, por lo tanto, es el paso clave de toda la etapa de purificación. Varios

autores sugieren la cromatografía de inmunoafinidad por la alta eficiencia

mostrada en varias investigaciones. (92,93,94)

El proceso empleado para la purificación de la molécula Her2 fue eficaz,

estando acorde con el método cromatográfico empleado, que permite la

captura de la molécula por los anticuerpos específicos inmovilizados a la matriz,

recuperando gran parte de la molécula de interés debido a la alta selectividad de

la misma.

33
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Fig. 1. Perfil cromatográfico obtenido en la purificación de   Her2. (1) Moléculas no

enlazadas a la matriz, (2) Molécula de Her2 eluída 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 aplicación de métodos que comprueben la presencia en la

muestra biológica de un solo tipo de molécula. La electroforesis de proteínas, cuyo

fundamento es la separación de las moléculas según su carga eléctrica, nos permite

aislar, separar y caracterizar moléculas según su peso molecular. (95)

La técnica SDS-PAGE es la electroforesis de proteínas más 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. (96)

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

de peso molecular (carril izquierdo) muestra la presencia de una proteína
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que migra sobre los 105 KDa, la cual se corresponde a la talla del elemento del dominio

extracelular de la proteína Her2. La cual constituye una glicoproteína 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 purificación

constituyen valores en un orden de magnitud (entre 0.8 y 0.9 para 1 mg de la proteína de

recubrirniento) que demuestran un alto nivel de reconocimiento del anticuerpo comercial

utilizado por la molécula en estudio, elemento que nos permitieron aceptar la conclusión que

nos encontrábamos en presencia de este fragmento del Her2 y fue el material que utilizamos

para nuestros esquemas de inmunización.

En la tabla referida se observa que están por encima de 3 veces la desviación del blanco y es

proporcional a medida que disminuye la concentración del Ac disminuyen los valores de

absorbancia.

105 KDa

60 KDa

45 KDa

10 KDa

Fig.2. Electroforesis no reducida al 12.5 %. Izquierda Patrón de peso molecular de la firma
BIO-RAD (10-250 KDa), a la derecha banda obtenida  a los 105

35
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KDa perteneciente a la molécula de Her2 obtenida en la purificación por cromatografía de

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

Her2. Se aplicaron 15 µL de ambas muestras

4. 3. Valores de densidad óptica (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

Dónde:

Las filas A y B: constituyen muestras blanco (albúmina sérica bovina al 2%)

Las filas C y D: 1 000 μg/mL del Ac, las filas E y F: 500 µg/mL del Ac, las filas G y H: 250

µg/mL del Ac.
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4. 4. Dinámica en la producción de Anticuerpos específicos obtenidos contra el
antígeno Her2.

4.4.1. Niveles de anticuerpos anti Her2 en pollo.

La obtención 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 colección de sangre, sino que se

obtiene una gran cantidad de anticuerpos policlonales específicos a partir de la yema de

huevo. (98)

La Figura 3 muestra la dinámica de producción de anticuerpos en el esquema de

inmunización llevado a cabo en las gallinas inmunizadas con la proteína Her2 purificada.

Como se demuestra en los resultados no se aprecian diferencias significativas entre las

gallinas que recibieron el antígeno, contrario a la comparación con relación al grupo

control que difirieron significativamente.

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

intramuscular, (78) intrabursal subcutáneo (99) y oral, como también se ha reportado que
las aves sufren inflamaciones y desarrollan granulomas en las áreas de inoculación.

La vía de inoculación aplicada a las aves en este trabajo (I.M.) no causó ningún malestar,

ni proceso inflamatorio, debido a que se respetó un volumen por dosis moderadamente

bajo para la especie, resultado que fue congruente con lo reportado por algunos autores

en la Obtención de Anticuerpos Policlonales IgY antiparvovirus canino. (100)

La reactividad de los anticuerpos IgY específicos para el antígeno utilizado fue

monitoreada por la técnica de inmunodifusión doble bidimensional de Ouchterlony (IRD)

Los datos obtenidos mostraron que para animales inmunizados con la
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proteína Her2 como antígeno, la producción de anticuerpos IgY específica era

detectable entre los 21 y 30 días de la inmunización.

Resultado similar obtenido por otros autores quienes probaron la reactividad y

maduración de los anticuerpo y la avidez mostrada mediante la técnica de ELISA

para el antígeno CA 15-3 utilizado en la inmunización, en este la producción de

anticuerpos IgY específica era detectable desde la cuarta   semana de

inmunización, y su nivel se mantuvo estable durante todo el periodo de
inmunización. (101)

Similar resultado obtuvimos en nuestra investigación donde se observa un

incremento en la producción de anticuerpos, observándose un pico a los 90 días

de trascurrida la primera inmunización.

En otros experimentos de inmunización llevados a cabo en gallinas realizados con

el antígeno SARSCoV NP controlada por un ELISA indirecto y muestra una

respuesta primaria caracterizada por un ligero incremento en su actividad similar a

lo que ocurrió en nuestro estudio y luego de una inyección de refuerzo, se puede

observar una rápida respuesta secundaria que se muestra con alta especificidad

SARSCoV NP. (102)

En resultados reportados por otros autores se lograron niveles razonables de

anticuerpos al inmunizar gallinas con dosis de100 μg de IgG humana. (103)

El análisis en conjunto de estos resultados obtenidos hasta hoy en la inmunización

de gallinas no concuerda con lo planteado por otros autores (101,102,103) que han

encontrado en gallinas sometidas a esquemas de inmunización una cinética en

los niveles de anticuerpos que con más frecuencia suele ser un incremento

transiente posterior a la primera inmunización y una segunda fase posterior a la

inmunización de refuerzo que se caracteriza por un incremento inicial en el título

de anticuerpos a los 10 días aproximadamente seguido de una meseta en los 10

días posteriores y acto seguido un descenso de nuevo, en nuestro caso como
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tendencia obtuvimos el aumento de los niveles de producción de Acs al día 28 y

la meseta se alcanzó a los 90 días de iniciado el esquema de inmunización en 3

de las 5 gallinas inmunizadas. El descenso en el título fue después de los 120 días

en este experimento.

El uso de gallinas se puede tomar como una alternativa interesante en la

producción de anticuerpos policlonales por los bajos costos y porque evita en

parte las manipulaciones invasivas y logra así una mejora en el bienestar animal,

ya que se obtiene una gran cantidad de anticuerpos policlonales específicos a

partir de la yema de huevo. Esta metodología está siendo muy estudiada y

utilizada, no sólo en pruebas diagnósticas sino también como medida terapéutica y

profiláctica. (76)

6
Gallina1
Gallina 5

4 Gallina 3
Gallina Control

2

0
0 30 60 90 120 150

Tiempo (días)

Fig.3. Dinámica en el tiempo de la producción de anticuerpos en las gallinas

inmunizadas con la proteína Her2 purificada. Los números que aparecen en el eje

de ordenadas se corresponden con 2-log de los títulos de anticuerpos alcanzados

(dilución de los sobrenadantes delipídados de yemas de huevos ricos en IgY

específica para el HER2) a través de la técnica de Inmunodifusión doble
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bidimensional de Ouchterlony utilizando como antígeno de la prueba 0.5 mg de la

proteína Her2 purificada en nuestro trabajo.

4.4.2. Niveles de anticuerpos anti Her2 en conejo

La dinámica de producción de anti Her2 en conejo se muestra en la Figura 4. Los

resultados muestran un comportamiento clásico, 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 máximos entre los

días 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.

4
Conejos
Conejo Control

2

0
0 20 40 60 80 100
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Fig.4. Detección de la producción de anticuerpos en el tiempo en los sueros

hiperinmunes de conejos inmunizados con la proteína Her2. En el eje de las

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

enfrentados a 0.5 mg de la proteína Her2 utilizada como antígeno.

4.4.3. Comparación de la dinámica de los títulos de anticuerpos específicos
anti Her2 entre gallina y conejo

El haber desarrollado en este estudio esquemas de inmunización en paralelo con

Her 2 manteniendo las mismas condiciones nos permite hacer una comparación

bastante fiel del comportamiento de ambas especies en lo que a respuesta de

anticuerpos se refiere.

Para la discusión 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 títulos de anticuerpos

en conejos y gallinas inmunizados con inmunógenos que se obtuvieron de una

fuente comercial (IgG de ratón pura, grado técnico de Sigma, (USA.)

Con los resultados de la dinámica de producción de anticuerpos obtenida en este

trabajo se puede demostrar que dosis entre 0.1 – 0.5 mg de este antígeno soluble

(IgG de ratón) se incluyen dentro del concepto de ventana de inmunogenicidad

para ambos modelos animales (gallina y conejo) y tipo de antígeno todo esto

puede afirmarse por la demostración de una respuesta inmune humoral activa por

el antígeno dado. (103,104)

Este experimento demostró que los conejos brindan mejores títulos de Acs

utilizando las mismas dosis de inmunógeno que en gallina y sometidos al mismo

esquema en este caso, pero el solo hecho de concentraciones mayores no es

razón suficiente para considerar al conejo como el animal de preferencia para los

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

de inmunización en gallinas según recomendaciones. (103,105,106)

Otros reportes encontraron que después de  la inmunización  con  EPF (Factor

Precoz de Preñez) La obtención de anticuerpos policlonales anti-EPF resultó ser

efectiva utilizando conejos y gallinas.

El uso de gallinas se puede tomar como una alternativa interesante en la

producción de anticuerpos policlonales por los bajos costos y porque evita en

parte las manipulaciones invasivas y logra así una mejora en el bienestar animal,

ya que se obtiene una gran cantidad de anticuerpos policlonales específicos 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

investigación se concluye que para  la obtención de anticuerpos anti-EPF,

utilizados posteriormente para la detección del EPF a partir de suero de cerdas, el

péptido sintético induce la producción de anticuerpos más específicos cuando son

desarrollados en conejos.

También se podría concluir que la utilización de la banda de 29 KDa proveniente

del gel de poliacrilamida como inmunógeno no es adecuada ya que, si bien

produce anticuerpos capaces de detectar la proteína de interés, éstos son de baja

especificidad. (76)

En nuestro estudio, como muestran las Fig. 3 y 4 se pueden concluir que aunque

de manera general los anticuerpos fueron logrados de manera similar para ambos

modelos animales, mayores títulos de anticuerpos contra la proteína Her 2 se

obtiene con el uso de la gallina (en nuestro caso la 1) como modelo animal, lo que
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unido a todas las ventajas descritas anteriormente que estas ofrecen nos

corrobora la utilidad de nuestra elección.



Sistemas basados en anticuerpos aviares y mamíferos para la detección por
Inmunohistoquímica del marcador tumoral Her2.

Resultados y Discusión

Sistemas basados en anticuerpos aviares y mamíferos para la detección por
Inmunohistoquímica del marcador tumoral Her2.

Resultados y Discusión

4444

4.4.4 Purificación 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 mamífero, esto se corresponde con otros

reportes donde utilizan este método de purificación por cromatografía de afinidad

para obtener anticuerpos específicos a partir de suero de conejos machos albinos

Nueva Zelanda inmunizados con el veneno de B. atrox. (107)

Otros métodos para la obtención, purificación y caracterización se reportan en la

bibliografía en la obtención de IgG policlonal de conejo anti-Lipoproteína humana

con un alto grado de pureza. La biomolécula purificada mostró el grado de pureza

necesario para los fines en que será utilizada. (108)

De la misma manera la figura 6 nos muestra los altos niveles de pureza de IgY
que se obtienen al someter los preparados delipídados de yema de huevo a
diluciones en volúmenes de agua destilada estéril acidificada que permitieron su

uso como anticuerpos primarios en nuestro trabajo. (109) Este procedimiento ya ha

sido reportado por otros autores. (110,111)

Recientemente, se han desarrollado nuevos métodos que emplean simples

diluciones en agua destilada del contenido de la yema bajo condiciones

ligeramente ácidas junto a posteriores pasos de purificación que envuelven

precipitaciones salinas, alcohólicas   o con polietilenglicol y ultrafiltraciones,

seguidas de diversos tipos de cromatografía, con rendimientos de IgY que oscilan

entre 4 y 9 mg/mL de inmunoglobulinas específicas con pureza del 89 al 94 %. (112)
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Algunos autores plantean que el mejor método de delipidación y extracción de IgY requiere
dilución con agua, acidificación del extracto y precipitación con (NH4)2SO4 60%s,

recuperándose 43,35 mg de proteína/yema. (113)

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 2 y 5

mg después del proceso de purificación, 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 precipitación con sales de amonio

y sodio los cuales rinden las inmunoglobulinas con más 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 útiles para diversos ensayos como el

realizado en nuestra investigación.
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Fig.5. Electroforesis no reducida al 12.5 %, correspondiente a la purificación de los sueros

hiperinmunes de conejo. Izquierda Patrón 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 patrón y el preparado policlonal obtenido en

nuestro trabajo. Se aplicaron 15 µL 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 fracción soluble en agua (WSF). Izquierda Patrón 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 µL de

ambas muestras.
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4.5. Dinámica en la producción de Acs secundario anti pollo.

Fig. 7. Detección de la producción de anticuerpos en el tiempo en los sueros hiperinmunes de

conejos inmunizados con la proteína IgY. En el eje de las ordenadas se representan 2-log de

los títulos de anticuerpos que se corresponden con las diluciones realizadas a los sueros

enfrentados a 0.5 mg de la proteína IgY utilizada como antígeno en la técnica de

Inmunodifusión doble bidimensional de Ouchterlony.

Se pudo demostrar que los 3 conejos desarrollaron una respuesta inmune clásica,

caracterizada por una fuerte respuesta a la segunda inmunización, se logró un título estable

por un período de 21 días para los conejos 2 y 3, mientras para el conejo 1 fue de 28 días.

Estos datos corroboran lo obtenido en nuestro laboratorio pues en experimentos anteriores se

ha producido este reactivo usando otros modelos mamíferos (ratas, cobayos carneros)

además de los conejos.
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4.6. Purificación de los Anticuerpos secundarios anti IgY

El cromatograma arrojó el perfil característico de elusión para estos casos 21-23, donde en un

primer pico se eluyó 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 elusión (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 IgG de mamífero, ya

que aparece banda única en la zona de los 150 KDa, véase la correspondencia entre el patrón

y el preparado policlonal obtenido en nuestro trabajo. La presencia de banda única no solo

corrobora la pureza del purificado, sino también que el procedimiento de purificación fue

adecuado, al conservarse la integridad de la molécula purificada.
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Fig.8. Electroforesis no reducida al 12.5 %, de los purificados de anti IgY obtenidos por

Inmunoafinidad. Izquierda Patrón de peso molecular de la firma BIO-RAD (20-150 KDa), a la

derecha IgG de conejo purificada anti IgY. Se aplicaron 15 µL de ambas muestras.

4.7. Reconocimiento de los anticuerpos primarios Anti-Her2 mediante Citometría de
flujo.

En el anexo I 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 están por debajo de 30 %, que varían significativamente con respecto

al % de reconocimiento de todos los sistemas ensayados en nuestro trabajo, básicamente en

el sistema donde se utiliza la IgY, que su valor de reconocimiento está por encima del 99 % y

valores de intensidad media de fluorescencia de 232.3 para la dilución óptima.

La comparación 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 dilución de

Ac de 1:50, existe poca variación de este parámetro, mientras que para las diluciones 1:100 y

1:200, la variación es significativa, mayor en ambos casos para los Ac obtenidos en pollos.

En la figura 10, aparece la comparación 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

parámetro disminuye a medida que aumenta la dilución, mientras que en los de pollo este

parámetro tiene su valor máximo en la dilución 1:100, que es la dilución óptima considerando

solamente este parámetro.
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Fig. 9. Porciento de reconocimiento de los Ac primarios (Anti Her2) mediante Citometría
de Flujo
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Fig. 10. Intensidad Media de Fluorescencia (Anti Her2) mediante Citometría de Flujo

Los valores más 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, lo que puede deberse a la alta afinidad de estos anticuerpos y a la mayor

concentración de los mismos.

Se puede apreciar que la dilución óptima 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 concentración 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 II se muestra la tabla con los resultados obtenidos de la Citometría de Flujo para

los sistemas evaluados, así como con el patrón Dako utilizado, soportando la posibilidad de

utilizar dichos conjugados para este fin y su posterior evaluación 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 dilución

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 mamífero

donde se obtuvo para la misma dilución un % de reconocimiento de 81.1 % y una intensidad

de marcaje del 31.2 %.

Fig. 11. Imágenes de los dot plot arrojados por el análisis por Citometría 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 imágenes arrojadas por los dot plots obtenidos

con los diferentes sistemas de detección 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 población celular a

donde van dirigidos, no ocurriendo así en el caso del sistema que lleva anticuerpos

primario de mamíferos.

4.9. Evaluación de los sistemas  de  detección por Inmunohistoquímica en
tejido

La inmmunohistoquímica (IHC) es uno de los métodos más comúnmente

empleados para determinar el estatus del HER2/neu en tejido fijado con formol y

embebido en parafina, así como en tejido congelado. Es un método cualitativo y

cuantitativo que se utilizan actualmente, es de bajo costo, sencillo, donde se

observa una señal estable. Permite la interpretación de resultados sobre el

contexto microanatómico. Con ella se evalúa el grado de expresión de la proteína

en la membrana celular. Es recomendada como una prueba primaria para una
decisión terapéutica. (115)

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 mamífero solamente, al no

presentar reacción inespecífica o fondo en los tejido de adenocarcinoma de mama

Her2 positivo y reaccionar con ese antígeno empleando el conjugado a la dilución

1: 200 respectivamente, superiores a las obtenidas con el sistema basado
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solamente en mamífero 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 tinción completa y

fuerte

(anillo grueso) (116), similar al patrón Dako que se muestra en la figura 12.A y en
contraposición a lo que se aprecia en la figura 12.D que es el control negativo y no

aparece ningún tipo de tinción, tal como se espera en estos casos.

La reacción primaria entre el antígeno y el anticuerpo específico es amplificada con un

anticuerpo secundario biotinilado que actúa como puente. Esta reacción se demuestra a

través del complejo estreptavidina/FITC y la adición del cromógeno diaminobencidina

que evidencia la reacción al formar un compuesto colorido que permite observar al

microscopio un patrón de tinción esperado. (115)

A B

C D

53



Sistemas basados en anticuerpos aviares y mamíferos para la detección por
Inmunohistoquímica del marcador tumoral Her2.

Resultados y Discusión

54

Fig.12. Inmunohistoquímica en muestra de tejido Adenocarcinoma de mama Her2

positivo. Biopsias: B13-0195 y B13-666 Ref.: CIMEQ. (A). Anticuerpo policlonal de

conejo anti proteína-humana Her2DAKO. Ref.: K520 Lote: 00081907, dilución 1: 50. (B)

Sistema basado en IgY obtenido en LABEX, dilución 1:200. (C). Sistema basado en

mamífero, obtenido en LABEX, dilución 1:50. (D) Control negativo (todo menos la

muestra). 40X

4.10 Valoración Económica
Para conocer las posibles ventajas desde el punto de vista económico se estimó el

costo de producción de este Kit, apoyados en los asesores económicos de la

Consultoría Económica CANEC, S.A contratados para la realización de esta tarea,

durante la   realización del proyecto de investigación, así como la comparación 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 características de calidad, presentación y uso, tienen un costo de 188.85 USD

y 192.15 MN cada uno. El país 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

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

Al comparar el costo de producción para las necesidades del país (19 640.4 USD y 19

983 MN) con los gastos necesarios para comprarlos (97 136 USD), es evidente las

ventajas de su producción nacional, teniendo un ahorro anual por sustitución de

importación de unos 77 495.6 USD aproximadamente. Esta sería la forma en que se

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

1. Se lograron títulos de anticuerpos policlonales primarios hasta 128 a partir de los

esquemas de inmunización en gallinas y conejos según la técnica de

Inmunodifusión doble bidimensional.

2. Los anticuerpos anti IgY en conejos, fueron conjugados con biotina y acoplados a

un sistema de detección comercial Streptavidina - FITC los que fueron capaces de

reconocer de manera específica, el marcador tumoral por técnicas tanto

Inmunohistoquímica (IHQ) como por Citometría de Flujo (CF).

3. El sistema de detección compuesto por anticuerpos primarios aviares resultó ser

más específico y sensible que el obtenido a base de anticuerpos de mamíferos

solamente.

6. RECOMENDACIONES

Realizar esquemas de inmunización en gallinas ponedoras con otros marcadores

tumorales fundamentalmente aquellos cuyas estructuras están altamente conservadas

filogenéticamente con el fin de evaluar la superioridad de este biomodelo para la

generación de anticuerpos específicos con otras tecnologías de producción.
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7. ANEXOS

ANEXO I. Porciento de reconocimiento e intensidad media de fluorescencia

de los anticuerpos primarios obtenidos mediante Citometría de flujo.

Muestra % de reconocimiento IMF

SKBR3 25.9 14.5

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

conejo biotinilado (1:200)

99.0 198.6

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 II. Porciento de reconocimiento e intensidad media de fluorescencia

de los anticuerpos secundarios conjugados obtenidos mediante Citometría

de flujo.

Tubo
Célula Anti Her 2 Conjugado

biotinilado
Streptavidina

/FITC % IMFgallina conejo

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 99,8 381,5

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
Línea: SKBR·3 (P-2)

Vivas: 39

Muertas: 2

Viabilidad: 95,12%

Concentración = (41/4)* 5= 51,25 x 104= 0,51 x106 x 15 mL= 7,65 MT
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