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RESUMEN

Desde hace tiempo, se han desarrollado continuamente sistemas de deteccion de
guimioluminiscencia que hoy en dia estan entre los mas ampliamente utilizados
para aplicaciones de Western Blot. El sistema mas comUnmente utilizado es la
deteccién enzimatica de quimioluminiscencia, basado en anticuerpos conjugados
con peroxidasa de rabano picante que comercialmente se conoce como ECL,
sustrato que en la actualidad tiene un costo elevado, razén por lo cual es de suma
importancia el desarrollo de nuevas alternativas de sustratos-ECL no comerciales;
aunado a esto, es imprescindible que sean estandarizados debido a que de esta
manera se aseguraria que los resultados arrojados por éstos sean precisos y
confiables. Debido a estos motivos sefialados se llevd a cabo el desarrollo de un
sustrato-ECL no comercial, el cual fuera rentable econémicamente, el cual se
evaluo y estandarizo mediante el analisis de la expresion de los receptores de
serotonina 5-HTsa Yy de melatonina expresados en linfocitos humanos mediante
Western Blot. Los resultados mostraron estadisticamente que el sustrato-ECL no
comercial desarrollado no tiene diferencia significativa con respecto a un sustrato-
ECL comercial evaluado en las mismas condiciones, las cuales fueron de 2 minutos
de exposicion al sustrato-ECL y 2 minutos de incubacion con la placa fotografica en
el cassette. Asi mismo se evaluaron los costos de produccién de ambos, teniendo
un ahorro econémico de hasta 90% en el sustrato-ECL no comercial con respecto
al comercial. Por lo tanto la utilizacion del sustrato-ECL no comercial es
recomendable en su utilizacién como alternativa a los sustratos comerciales.



1. ANTECEDENTES

1.1 Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) (Figura 1) es una diamina
neurotransmisora que actla a través de receptores de membrana del sistema

nervioso central (SNC).
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Figura 1. Estructura quimica de la serotonina.

La mayor sintesis de serotonina en los mamiferos se encuentra dentro del intestino;
ésta es producida principalmente por las células enterocromafines. También se
almacena dentro de plaquetas en la sangre. En las especies de mamiferos, la
serotonina en cerebro surge de grupos especializados de los cuerpos celulares
conocidos como los nucleos del Rafé, los cuales se encuentran en la formacion

reticular del tronco cerebral (Nichols y Nichols, 2008).

La biosintesis de la serotonina comienza con la hidroxilacion del aminoéacido
esencial L-triptéfano; éste es introducido a través de la barrera hematoencefélica
usando el transportador de aminoacidos, en donde compite con otros aminoacidos
como la fenilalanina, leucina y metionina. La actividad de la enzima triptéfano
hidroxilasa en la sintesis de la serotonina es importante, ya que es el primer paso y
el factor limitante de la velocidad en la biosintesis de 5-HT. Se lleva a cabo la
conversién del triptéfano en 5-hidroxitriptéfano mediante la oxidacién por la enzima

triptéfano hidroxilasa, seguida por una descarboxilacion mediada por la



descarboxilasa aromética del L-amino&cido, convirtiéndolo en 5-hidroxitriptamina
(serotonina) como se muestra en la Figura 2 (Berger y col., 2009).
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Figura 2. Sintesis de la serotonina (5-Hidroxitriptamina) (Modificado de Pytliak y
col., 2011).

La serotonina tiene una relevancia médica y fisiolégica amplia e importante,
practicamente en todos los principales sistemas organicos, incluyendo el
cardiovascular, pulmonar, gastrointestinal (GI) y genitourinario, asi como en el
sistema nervioso central. Ademés interviene en la percepcidn sensorial,
comportamientos tales como la agresion, el apetito, el suefio, el estado de animo, el
sexo, la cognicion y la memoria. Las funciones del neurotransmisor son evaluadas

a través del estudio de sus receptores (Roth, 2006).

1.1.1 Receptores para serotonina

En los ultimos 20 afios, han sido identificados en gran cantidad de mamiferos. La
familia de receptores de serotonina es la mas grande familia de receptores
acoplados a proteinas G. Hasta el momento se han logrado identificar al menos 14
receptores diferentes de 5-HT, los cuales han sido clasificados de manera
bioquimica y farmacoldgica en siete familias (5-HT1.7). El Unico receptor que no se
encuentra acoplado a proteinas G es el receptor 5-HT3, debido a que éste es un
canal i6nico (Cuadro 1). Una vez que es activado el receptor por el ligando, la
serotonina, éste sufre cambios conformacionales y activa las cascadas de

transduccion de sefiales del interior celular (Nichols y Nichols, 2008).



Cuadro 1. Caracteristicas principales de las familias de receptores para 5-HT.

Familia | Subtipo Via de Expresion en el SNC
sefalizacion
5-HT; | 5-HTia Gi/Go Extendida en cerebro (principalmente
hipocampo, corteza y nucleo del Rafé).
5-HTis Gi/Go Extendida en cerebro (principalmente
ganglios basales y la corteza).
5-HT1p GiIGo Ganglios basales, hipocampo y la
corteza.
5-HTe Gi/Go Corteza, nucleo estriado y claustro
5-HTE GilGo Nucleo del Rafé dorsal, hipocampo,
corteza, claustro, nucleo caudado,
tronco encefalico.
5-HT, | 5-HT2a Gq11 Corteza, claustro, hipocampo,
hipotalamo, ganglios basales.
5-HT2s Gq11 Cerebelo, area septal, hipotalamo,
amigdalas.
5-HTyc Gq11 Plexos coroideos, corteza, hipocampo,
amigdalas, nucleo estriado, sustancia
negra.
5-HT3; | Pentamero de | Canal idnico | Extendida en cerebro (principalmente
5-HT3:. A area postrema, nucleo del tracto
(homopentameérico), solitario, complejo vagal dorsal, sistema
B,C,DE ”mbICO)
(heteropentaméricos).
5-HT, | 5-HT,4 Gs Ganglios basales, corteza, area septal,
hipocampo.
5-HTs | 5-HTsa GilGo Hipocampo, hipotalamo, bulbo olfatorio,
corteza, talamo, ndcleo estriado, puente
de Varolio.
5-HTsg | === Habénula, hipocampo (roedores),
Pseudogen (humanos).
5-HTg | 5-HTs G Extendida en cerebro (principalmente en
nucleo estriado, amigdalas, hipocampo).
5-HT; | 5-HT; Gs Talamo, hipocampo, corteza, amigdalas.

Abreviaciones: SNC, sistema nervioso central (Berger y col., 2009; Pytliak y col.,

2011).




1.2 Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Figura 3) es una hormona sintetizada a
partir del neurotransmisor serotonina; ademas es una molécula ubicada y
ampliamente distribuida en la naturaleza con una actividad potencial nocturna en
organismos unicelulares, plantas, hongos y animales vertebrados (Hardeland y
Poeggeler, 2003).
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Figura 3. Estructura quimica de la melatonina.

En la mayoria de los vertebrados, incluyendo los seres humanos, la melatonina se
sintetiza principalmente en la glandula pineal y es regulada por el ciclo medio
ambiente luz/oscuridad a través del ndcleo supraquiasméatico. Los pinealocitos
funcionan como “transductores neuroendocrinos” al secretar melatonina durante la
fase oscura del ciclo de luz/oscuridad, por lo tanto la melatonina se denomina a
menudo "hormona de la oscuridad”. La melatonina es secretada principalmente por
la noche y forma una parte central de la regulacién del suefio, asi como en un
numero importante de las actividades de otros ciclos corporales. La melatonina se
dedica exclusivamente a la sefializacion "hora del dia" y la "época del afo" (por lo
tanto se considera que ayudara a ambos relojes y funciones de calendario) para
todos los tejidos y es por ello que es considerado como el cuerpo de marcapasos

cronologico o 'Zeitgeber' (Pandi-Perumal y col., 2006).



La maquinaria enzimética para la biosintesis de la melatonina en pinealocitos fue
identificada por primera vez por Axelrod en 1974. Su precursor, el triptofano, es
tomado de la sangre y se convierte, a través del intermediario 5-hidroxitriptofano a
serotonina. La serotonina es acetilada para formar N-acetilserotonina por la accion
de la enzima arilalquilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT), que en la mayoria de los
casos, representa la enzima limitante de la velocidad en la sintesis. N-
acetilserotonina se convierte en melatonina por la enzima hidroxiindol-O-
metiltransferasa. Este mecanismo es mostrado en la figura 4 (Pandi-Perumal y col.,
2006).

Serotonina
ariisiquilaming

l N-acztiRransterasa (AA-NAT

HO n\n/cu,

N-acetilserotonina

Hidroxindol-O- metil CYP2C19 (or CYP1A2)
transferasa (HIOMT)

H,CO N CH,
e
N

Melatonina

CYP1AZ, CYP1AY
or CYP1B1

Melatonina deacetilasa
_ o aril acilamidasa

AANAT

NP

5-metoxitriptamina
6-Hidroximelatonina Conjugados "

Figura 4. Sintesis de la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Modificado de
Pandi-Perumal y col., 2006).



La melatonina participa en diversas funciones fisiologicas. Ademéas de sus
funciones de cronometraje, la melatonina es un antioxidante eficaz que elimina los
radicales libres y regula varias enzimas antioxidantes (Tan y col.,, 2003). La
melatonina tiene un efecto protector sobre el higado contra el estrés oxidativo, con
una reduccion en ratas con cirrosis y en ratas con envejecimiento (Rosa y col.,
2010; Mauriz y col., 2007)

1.2.1 Receptores para melatonina

Las principales acciones de la melatonina estan mediadas por los receptores de
membrana MT; y MT,. Pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina
G que contienen los siete dominios transmembrana tipicos. Estos receptores son
responsables de efectos cronobiolégicos en el sistema nervioso central, el
marcapasos circadiano. MT, actla principalmente mediante la induccién de
cambios de fase y MT; actla en la actividad de la supresion de disparo neuronal.
MT; y MT, se expresan también en los érganos y las células periféricas, y
contribuyen en acciones inmunolégicas o para el control vasomotor. MT; parece
mediar la vasoconstriccién principalmente, mientras que MT, principalmente causa
vasodilatacion. Un efecto primario frecuentemente observado es Gj-dependiente, el
cual decrece en AMPc. En otros efectos, Gg esta involucrado. La disminucion en
AMP¢ puede tener efectos posteriores pertinentes, por ejemplo en el Ca*" activado
por canales de K*. Un tercer sitio de union, inicialmente descrito como MTj, ha sido
posteriormente caracterizado como la quinona reductasa 2. La quinona reductasa
participa en la proteccién contra el estrés oxidativo mediante el bloqueo de
reacciones de transferencia de electrones de quinonas. La melatonina también se
une con relevante, pero mas baja afinidad a calmodulina. La inhibicion directa de la
transicion del poro de permeabilidad mitocondrial, por accion de la melatonina
puede indicar que otro sitio de unidon mitocondrial esta implicado, aunque en la
actualidad ésto no se ha confirmado. Aunque la proteccion antioxidante por la

melatonina se basa en los mecanismos receptores, en cuanto a la expresion de



genes se refiere, para algunas otras acciones antioxidantes no se requieren

receptores (Pandi-Perumal y col., 2006).

1.3 Presencia de Serotonina y Melatonina en Linfocitos

Se ha descrito que existe un transporte activo de 5-HT con caracteristicas
farmacoldgicas especificas en los linfocitos humanos en reposo (Faraj y col., 1994);
ésto fue confirmado posteriormente debido a que se reporté que los linfocitos
humanos contienen un transportador de la serotonina de alta afinidad y que el
numero de linfocitos transportadores de serotonina se redujo significativamente en
pacientes con depresion mayor, en comparacion con los controles (Lima y Urbina,
2002).

Ademas se ha demostrado que los linfocitos pueden almacenar y sintetizar 5-HT
(Resler y col.,, 2008). Otra posibilidad es que "capturan" 5-HT en los sitios
inflamatorios después de su liberacibn de las plaquetas o después de la
estimulacion de las terminaciones nerviosas noradrenérgicas en los tejidos
linfoides, donde los contactos directos entre los terminales y las células inmunes se
han descrito (Mossner y Lesch, 1998). Se ha demostrado que los linfocitos
expresan receptores de serotonina 5HTg, 5HT1r, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HTe, 5-HT-,
subtipos de receptores que probablemente son sustratos de diferentes actividades
(Stefulj y col., 2000). Un estudio de Marazziti y col. (2001) demostré la presencia
de mRNA especifico para los receptores 5-HT,cy 5-HTsa en linfocitos en reposo en
tres grupos de personas: controles sanos, pacientes con trastornos obsesivos-

compulsivos o bipolares.

Por otro lado, se ha confirmado la presencia de la melatonina en un gran nimero
de sitios extrapineales. En relacion con el sistema inmunoldgico, la melatonina se
ha localizado en el timo y células tales como mastocitos, leucocitos eosindfilos,
plaquetas y células endoteliales (Kvetnoy, 1999). Posteriormente se ha descrito que
los linfocitos humanos cultivados sintetizan y liberan grandes cantidades de

melatonina que podrian actuar, ademas de su efecto endocrino, como una

7



sustancia intracrina, autocrina y/o paracrina para la coordinacion local de la
respuesta inmune (Carrillo-Vico y col., 2004). Se ha demostrado que los linfocitos
no solo sintetizan la melatonina, si no que esta melatonina enddgena es
biologicamente activa, ya que esta implicada en la regulaciéon de la expresion de IL-
2/IL-2R a través de un mecanismo de accion en la que estan implicados receptores,
tanto en la membrana y en receptores nucleares, mostrado de manera resumida en

la figura 5 (Carrillo-Vico y col., 2005).

Células Mononucleares de Sangre Periférica Humana (CMSPH)

- -y |
"1 Efecto :
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Figura 5. Diagrama esquematico de como la melatonina podria actuar sobre el
sistema IL-2/IL-2R como sustancia autocrina, intracrina y/o paracrina en CMSPH
(Modificado de Carrillo-Vico y col., 2005). Abreviaciones: AAAD, Descarboxilasa de
aminoacios aromaticos; HIOMT, Hidroxindol-O-metiltransferasa; NAT, Serotonina-
N-acetiltransferasa; 5-H-Trp, 5-Hidroxitriptofano; Trp, Triptofano; Ser, Serotonina;
Mel, Melatonina.
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1.4 Western blot

El Western blot es una técnica analitica usada para detectar proteinas especificas
en una muestra determinada (una mezcla compleja de proteinas, como un
compuesto tisular). Mediante una electroforesis en gel se separan las proteinas
atendiendo al criterio que se desee: peso molecular, estructura, hidrofobicidad, etc.
Luego son transferidas a una membrana absorbente (tipicamente de nitrocelulosa o
de PVDF) para poder buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos
contra ella (Towbin y col., 1979; Renart y col. 1979). Finalmente, se detecta la
union  antigeno-anticuerpo  por  actividad enzimatica,  fluorescencia,
quimioluminiscencia entre otras técnicas. De esta manera, se puede estudiar la
presencia de la proteina en el extracto y analizar su cantidad relativa respecto a

otras proteinas.

Esta técnica es hoy en dia imprescindible en varios campos de la biologia, como la
biologia molecular, la bioquimica, la biotecnologia o la inmunologia. Existe toda una
industria especializada en la venta de anticuerpos monoclonales y policlonales,

contra decenas de miles de proteinas diferentes.

Aungue los detalles de los protocolos de Western Blot pueden variar de una
aplicacibn a otra, con adaptaciones a las caracteristicas especificas de las
proteinas y el nivel de informacién requerido, todos siguen un conjunto de pasos

bésicos comunes, como se muestra en la figura 6.

Separacion de la Electroforesis : Sondeo de . Proyeccion
Transferencia . Deteccion .
muestra en gel anticuerpo de imagen

Figura 6. Pasos Basicos para el andlisis por Western Blot (Modificado de General
Electric Company, 2011).



Existe una variedad de sistemas de deteccion, basados en quimioluminiscencia,
quimiofluorescencia, deteccién de fluorescencia, cromogénica o radioisotopica.
Reactivos cromogénicos y radioisotépicos se han utilizado ampliamente durante
muchos afios, pero han disminuido en popularidad debido a problemas de
seguridad con el manejo de isétopos radiactivos y la baja sensibilidad con reactivos
cromogénicos. Como resultado de estos problemas, se han desarrollado tecnicas
guimioluminiscentes y quimiofluorescentes, asi como de fluorescencia, y éstas son
ahora generalmente los métodos de eleccidn para la deteccion, debido a su mayor

sensibilidad y rango dinamico mas amplio.

1.5 Quimioluminiscencia

La quimioluminiscencia, que es el fenomeno observado cuando el producto
vibracional excitado de una reaccidén exergonica se relaja a su estado basal con
una emisién de fotones, se puede definir en términos simples como: reacciones
guimicas que emiten luz (Weeks y Svehla, 1992). La reaccion quimica produce
energia en cantidad suficiente (aproximadamente 300 kJ mol™ para la emisién de
luz azul y 150 kJ mol™ para la emisién de luz roja) para inducir la transicién de un
electron de su estado basal a un estado electronico excitado. Esta transicion
electronica es acompafada a menudo por vibraciones y cambios rotacionales en la
molécula. En moléculas orgéanicas, las transiciones de los electrones se presentan
de un enlace 1 hacia un orbital antienlace * (T = 1*) 0 de un enlazante a un
orbital antienlace ™ (n = m*), los cuales son mas frecuentes. El retorno del
electron al estado basal con la emision de un foton se llama asi

guimioluminiscencia.

Después de que la molécula es excitada, ésta es sometida a distintas reacciones
guimicas, las cuales pueden inducir una pérdida de energia en el electrén,
mediante la desactivacion por colision, conversion interna o cruce entre sistemas.
Estos procesos sin radiacion son indeseables desde un punto de vista analitico

cuando compiten con quimioluminiscencia como es mostrado en la figura 7.
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Figura 7. Diagrama de la colocacién de la quimioluminiscencia en los procesos
fotofisicos mas tipicos (Modificado de Dodeigne y col., 2000).

Distintos tipos de animales luminosos se han conocido desde la antigua civilizacion
griega, pero la quimioluminiscencia “artificial” fue descrita por primera vez en 1877
por Radziszewski quien observé la emision de luz amarilla cuando el oxigeno se
burbujea en una solucién etandlica alcalina de 2,4,5-trifenilimidazol (lofina).
Cincuenta afos mas tarde, en 1928, Albrecht informé de las propiedades
luminiscentes de 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona (luminol). Los beneficios de
los métodos quimioluminiscentes incluyen los limites de deteccién ultra-sensibles

(attomol-zeptomol), ensayos rapidos, y una amplia gama de aplicaciones analiticas.
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1.5.1 Quimioluminiscencia en la deteccion para Western Blot

Los métodos enzimaticos de deteccion, tales como quimioluminiscencia vy
guimiofluorescencia requieren la adicion de un reactivo que emita luz cuando
reaccione con una enzima conjugada a un anticuerpo secundario. Por otra parte,
éstos métodos enziméticos, basados en la fluorescencia de deteccion, no requieren

reactivos adicionales después de la union del anticuerpo secundario marcado.

Desde principios de 1990, se han desarrollado continuamente sistemas de
deteccion de quimioluminiscencia que ahora estdn entre los mas ampliamente
utilizados para aplicaciones de Western Blot. Hoy en dia, diferentes reactivos de
deteccidon de quimioluminiscencia estan disponibles, con la mejor opcién en funcién

del objetivo del experimento.

El sistema mas comuUnmente utilizado es la deteccion enziméatica de
guimioluminiscencia, basado en anticuerpos conjugados con peroxidasa de rdbano
picante (HRP por sus siglas en inglés Horseradish peroxidase) que catalizan la
oxidacion del luminol en presencia de perdxido, resultando en la emision de luz.
HRP tiene varias ventajas sobre otras enzimas tales como la fosfatasa alcalina (AP)
(Cuadro 2), siendo que estas dos son de las mas utilizadas hoy en dia. HRP puede
ser facilmente conjugada a anticuerpos o estreptavidina (que se une con una
afinidad extraordinariamente alta a la biotina, un conjugado de uso comun) y se
puede utilizar con diferentes reactivos quimioluminiscentes. Se han realizado
considerables esfuerzos para desarrollar HRP basados en reactivos de deteccion
para obtener una mayor sensibilidad de deteccion, la intensidad de luz mas fuerte y

sefiales de larga duracion.
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Cuadro 2. Caracteristicas del uso clave de AP y HRP como anticuerpos

secundarios conjugados.

Propiedades AP HRP

Tamafo M, = 140,000 M,= 40,000

Precio Alto Bajo

Estabilidad Inestable debajo 0°C Estable debajo 0°C
No. Sustratos Pocos Muchos

Cinética Lento Rapido

pH Optimo 8al0 5a7

1.6 Principios de deteccion por ECL

Uno de los sistemas utilizados para la deteccidon por ECL, mas claramente
entendidos es el anticuerpo secundario conjugado con HRP/perdxido de hidrégeno,
el cual se une a un anticuerpo primario, especificamente unido a la proteina diana
en la membrana. Después de la adicion de un reactivo de deteccidn de perdxido de
luminol, la enzima HRP cataliza la oxidacion del luminol en condicion acida a
neutra, mediante una reaccién de multiples pasos. Inmediatamente después de la
oxidacion, el luminol esta en un estado excitado, que después se descompone a su
estado basal a través de la emision de luz en una via de baja intensidad a 428 nm,
gue puede ser detectado, mediante una corta exposicibn a una pelicula
autoradiografica sensible a la luz azul, por ejemplo Hyperfilm ECL. Un aumento de
quimioluminiscencia (Whitehead y col., 1979) se consigue mediante la realizacion
de la oxidacion del luminol por el HRP en presencia de potenciadores quimicos
tales como fenoles. Esto tiene como efecto el aumento de la produccién de luz
emitida de aproximadamente 1000 veces y se extiende el tiempo de emision de luz,
lo que es mas facil de detectar, y por lo tanto el aumento de la sensibilidad de la
reaccion en un proceso conocido como aumento de quimioluminiscencia (ECL por

sus siglas en inglés Enhanced chemiluminescence).
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Se pueden utilizar varios potenciadores, pero los mas efectivos son fenoles
modificados, especialmente p-yodofenol, que aumenta la velocidad de rotacion de
HRP y ayuda en la transferencia de radicales de oxigeno al luminol. La intensidad
de la sefial es el resultado de la serie de reacciones de moléculas de la enzima y
por lo tanto es proporcional a la cantidad de anticuerpo, que esta relacionada a su
vez con la cantidad de proteina en la mancha (Figura 8). La luz producida por este
potenciador de reacciones quimioluminiscentes tiene picos después de 5-20
minutos y se desintegra lentamente a partir de entonces con una vida media de

aproximadamente 60 minutos.

ECL
Reactivo ECL

El reactivo de deteccion reacciona con

" . HRP y genera la emision de luz
Anticuerpo conjugado con HRP reconoce ye

el anticuerpo primario

Anticuerpo primario se une especificamente

F 4 a la proteina diana
Proteinas en la membrana despues Y

de la transferencia del gel _
239

Figura 8. Principio de deteccion quimioluminiscente en Western Blot (Modificado de
General Electric Company, 2011).
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1.7 Luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona)

La luminiscencia se define como la emision de luz resultante de la disipacion de

energia a partir de una sustancia en un estado excitado. En quimioluminiscencia, la

excitacion se efectia mediante una reaccion quimica.

Los derivados del luminol reaccionan siguiendo un esquema de reaccion que se

muestra simplificado en la figura 9. El intermediario a-hidroxiperdoxido obtenido por

la oxidacion del anillo heterociclico es importante para la emision de luz resultante.

El patrén de descomposicion de este compuesto intermediario que conduce al

estado excitado y la emision de luz es Unico y depende s6lo del pH del sistema. En

contraste, el primer paso es fuertemente dependiente de la composicion del medio

(Merényi y col., 1990).

Z—2
o

NH, O

Luminol

OH

+ Luz

NH,

a-hidroxiperoxido

l-r:-z

Figura 9. Mecanismo simplificado de la reaccién del luminol (Modificado de Merényi

y col., 1990).
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En medio aprotico (dimetil sulféxido o dimetil formamida), s6lo se requiere el
oxigeno y una base fuerte para la quimioluminiscencia (Schroeder y Yeager,
1978). En disolventes proticos (agua, mezclas disolvente-agua y alcoholes),
diversos derivados de oxigeno (oxigeno molecular, peréxidos, anion superoxido)
pueden oxidar derivados de luminol pero la catélisis ya sea por enzimas o por
catalizadores minerales es requerida (Roswell y White, 1978). Desde el comienzo,
se han propuesto muchos catalizadores (Rongen y col., 1994; Schroeder y Yeager,
1978), entre ellos enzimas como microperoxidasa, mieloperoxidasa, peroxidasa de
rabano picante, catalasa, xantina oxidasa (Radi y col., 1990). Recientemente, la
peroxidasa bacteriana de Arthromyces ramosus ha sido propuesta debido a que se
caracteriza por una alta rotacién, ademas que incrementa cien veces la sensibilidad
(Kimy col., 1991).

Medios que contienen carbonato y bicarbonato son méas eficaces para la deteccion
de concentraciones bajas de peroxidasa (Semenkova y col., 1991). La peroxidasa
de rabano picante es potenciada por varios fenoles concretamente derivados del 6-
hidroxi-benzotiazol también Illamados “luciferinas sintéticas" o fenoles para-
sustituidos (por ejemplo, p-yodofenol, acido p-hidroxicinamico, p-fenilfenol, p-
hidroxibifenilo) (Thorpe y Kricka, 1986; Thorpe y col., 1985). Recientemente, una
nueva clase de potenciadores se ha propuesto: acido 4-fenilbérico que es mas
eficaz con la isoenzima basica de peroxidasa de rabano (tipo VI A) (Kricka y Ji,
1995). Se ha observado que este Ultimo potenciador ha encontrado sinergismo con
el p-yodofenol (Kricka y Ji, 1996).

1.7.1 Aplicaciones del luminol

El luminol, isoluminol y sus analogos se han aplicado en un campo muy amplio,
incluyendo inmunoensayos 0 no inmunoensayos de diagnostico y técnicas de

seguimiento, asi como biosensores.

En el laboratorio clinico de rutina, se utiliza hoy en dia para ensayos con sondas de

inmunoensayo y DNA, en forma de un marcador quimioluminiscente o0 como una
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reaccion de deteccion quimioluminiscente por un marcador enzimatico. En
investigacion, las técnicas de deteccién quimioluminiscente se utilizan para medir
las enzimas expresadas por genes reporteros, luminiscencia celular, de
transferencia de proteinas (Western blotting) y acidos nucleicos (Northern
Southern).

El andlisis de proteinas Western blot (Khan y col., 2003), transferencia de Southern
de DNA y transferencia de Northern de RNA, se consideran técnicas importantes
en la investigacion quimioluminiscente. Se han desarrollado ensayos de punto final
para cada uno de estos tipos de ensayo. Estos incluyen reactivos potenciadores
como por ejemplo: luminol y acridan, para los conjugados de peroxidasa y 1,2-
dioxetanos, asi como reactivos acridan para los conjugados de fosfatasa alcalina.
Una clase prometedora de compuestos se basa en el ndcleo piridopiridazina (Ji y
col., 1996). Estos compuestos proporcionan una emision de luz mas intensa en
comparacién con el luminol, aunque la emision de luz de fondo se incrementa

también.

1.8 Estandarizacion

Estandarizar un método analitico consiste en verificar y documentar que éste nos
conduzca, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de resultados precisos y
exactos dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente
establecidos. La estandarizacion de las metodologias analiticas, junto con otras
actividades englobadas en la gran area del aseguramiento de la calidad, permite
conseguir calidad, otorgando la confianza necesaria, a la vez que confieren un

grado elevado de comparacion entre los resultados de los analisis quimicos.

La estandarizacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar
gue los resultados arrojados por dicho método son confiables. Cuando se realiza la
estandarizacion de un método, lo que se busca es poder determinar con

fundamentos estadisticos que el método es adecuado para los fines previstos.
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Desde hace varios afios, los estudios de estandarizacion de métodos, directrices y
procedimientos se han centrado principalmente en métodos cuantitativos de
analisis. Como resultado, ha crecido una gran bibliografia, la cual define los

parametros de rendimiento, discute procedimientos y describe los estudios tedricos.

En relacion a los pardmetros de estandarizacion, éstos deberan determinarse de

acuerdo al tipo de método, como se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Pardmetros de determinacién segun el tipo de método a estandarizar.

PARAMETRO METODO METODO CUANTITATIVO
A EVALUAR | CARACTERISTICA(S) | CUALITATIVO | NORMALIZADO | MODIFICADO | NUEVO
Selectividad |dentificacion del analito Si No Si Si

Interferencia de matriz

Linealidad Rango lineal No Si Si Si
Sensibilidad | Pendiente No SioNo Si Si
Limites Critico (LC)
Deteccion (LOD) Si Sio No Si Si
Cuantificacion (LOQ)
Precisién Repetibilidad No Si Si Si
Exactitud Porcentaje de No Si Si Si

recuperacion

Veracidad Sesgo (s) No Sio No SioNo Si

Recuperacion (R)

Robustez Test de Youden vy No No SioNo Si

Steiner

Aplicabilidad Si Si Si Si

1.8.1 Selectividad

La selectividad es el grado en que un método puede cuantificar al analito en
presencia de interferentes. Estos interferentes normalmente o frecuentemente se
encuentran en la matriz de interés. La prueba de selectividad puede disefiarse de

acuerdo al método.
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Una prueba de selectividad cominmente utilizada, consiste en analizar un minimo
de tres testigos reactivos, tres blancos de matriz y tres muestras o estandares de

concentracion conocida del analito de interés.

Se deben comparar las lecturas (sefiales de medicion) obtenidas para cada caso, y
observar si existen variaciones entre los blancos de matrices y estdndares o
muestras con analito. Si se encuentran diferencias significativas, éstas deberan ser

identificadas y en lo posible eliminadas.

1.8.2 Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta 0 resultados instrumentales que sean
proporcionales a la cantidad del analito que se habra de determinar en la muestra

analizada.

Con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar mediante un gréfico de
concentracion (eje de las abscisas) frente a la respuesta (eje de las ordenadas),
gue se conoce como funcién respuesta (normalmente llamada recta de calibrado).
Esta se establece cada dia con una cierta cantidad de valores formados por un
blanco y los patrones de trabajos limpios de valor te6rico conocido, que cubran el
intervalo de trabajo. En este sentido, se recomienda abarcar valores desde
cercanos al cero hasta valores superiores al de interés. El nUmero de puntos a
analizar debera ser establecido por el analista (en general, se utiliza un minimo de

5 valores).

Luego de realizar el grafico, se puede observar el comportamiento de la curva y
establecer cualitativamente el rango lineal (Figura 10 A). Después de establecer el
comportamiento lineal del método, se debera realizar la curva de trabajo o curva de
calibracion (Figura 10 B) y graficar los datos de concentracion de los estandares de

calibracion (X) y la lectura observada (Y).
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Se evallan los estimadores de regresion lineal del grafico: la pendiente (m), el
coeficiente de correlacion (r) y el punto de corte con el eje de las Y (Lo). Se calcula

la ecuacion de la regresion lineal con la siguiente formula: Y = mX + Lo

En general el criterio de aceptacion cualitativo que se usa para determinar la

linealidad es el coeficiente de correlacion.

=
<

Comportamiento
Lineal

RESPUESTA
RESPUESTA

W

B
rd

CONCENTRACION X CONCENTRACION X

(A) (B)

Figura 10. (A) Comportamiento de la curva; (B) Curva de calibracion.

1.8.3 Sensibilidad

La sensibilidad es el cociente entre el cambio en la indicacién de un sistema de
medicion y el cambio correspondiente en el valor de la cantidad objeto de la
medicion.

En una regresion lineal, la sensibilidad corresponde a la pendiente (m) de la recta

2XYi-QCX;XY;/n)
TXZ-((ZXi)?/n)

de calibracion. Esta se calcula de la siguiente manera: m =
Donde n es igual a numero de datos analizados.
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El valor de sensibilidad obtenido (m) deberd permitir una adecuada discriminacion

de los valores de concentracion en base a la lectura.

1.8.4 Limites

Para la evaluacién de los limites, se deben tener en consideraciéon los siguientes

parametros: Valor critico (LC), limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion

(LOQ).

Valor critico (LC): Es el valor de la concentracion o cantidad neta que en caso de
superarse dara lugar, para una probabilidad de error dada a, a la decisidén de que la
concentracion o cantidad del analito presente en el material analizado es superior al

contenido en el material testigo.
LC =t (1= v) (Sy)
Donde:

t=t de Student

1-a= probabilidad b

v= Grados de libertad

So= Desviacion estandar de las lecturas del blanco matriz o testigo reactivo.

Buscar t de Student tedrico en tabla, para grados de libertad (v) y el porcentaje de
seguridad deseada (1-a) para un error a. Usualmente se trabaja con un valor de
0.05.

Limite de deteccion (LOD): Es la concentracion o cantidad real del analito presente
en el material objeto de analisis que llevara, con una probabilidad (1-B8), a la
conclusion de que la concentracion o cantidad del analito es mayor en el material
analizado que en material testigo.

LOD = 2t (1—; v) (So)
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Limite de cuantificacion (LOQ): Una caracteristica del funcionamiento del método
que suele expresarse como sefial del valor (verdadero) de la medicién que
producira estimaciones con una desviacion estandar relativa (RSD) generalmente
de 6% o0 10%. El LOQ se calcula mediante la siguiente formula:

LOQ = 108,

Para todas las determinaciones de los limites, se recomienda para su célculo, por

lo menos seis mediciones de blanco matriz o testigo reactivo.

1.8.5 Precision

La precision podra establecerse en términos de repetibilidad. El grado de precision
se expresa habitualmente en términos de imprecision y se calcula como la

desviacion estandar de los resultados.

e Repetibilidad: Se tiene precision bajo las condiciones de repetibilidad,
cuando los resultados de los andlisis del método se obtienen idénticos al
analisis en condiciones diferentes, ya sea por condiciones de laboratorio,

operadores, uso de distintos equipos, reactivos, entre otros.

Para determinar la precision de la repetibilidad intralaboratorio (Ri) (es decir, la
precision dentro de un laboratorio), se sugiere realizar 3 mediciones de un material
de referencia, una vez por cada semana o el comportamiento de la curva de
calibracion en 3 dias distintos.

También se puede determinar registrando al menos 10 mediciones en dias
distintos, o en un mismo dia cambiando al menos una condicion analitica (ejemplo:
operador, aparato, reactivos y largo intervalo de tiempo) de un analito en un
material de referencia. Calcular la desviacion estandar (Sg;) y el porcentaje de

coeficiente de variacion (CVg%).
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1.8.6 Exactitud

La exactitud de un método analitico es la proximidad entre los resultados de la
prueba obtenidos mediante ese método (valor experimental), y el valor verdadero.

En la estandarizacion de una sustancia, la exactitud puede ser determinada
mediante la aplicacién del método analitico con respecto a un analito de pureza
conocida (por ejemplo, un estandar de referencia) o por comparacion de los
resultados del método con los resultados de un segundo método bien caracterizado

cuya exactitud se haya comprobado o definido.

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad valorada
con respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o como la
diferencia entre la media de la valoracibn y el valor verdadero aceptado,

considerando los intervalos de confianza.

Los documentos de la ICH (por sus siglas en inglés, International Conference
Harmonization) recomiendan que la exactitud sea evaluada utilizando un minimo de
nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion,
cubriendo el intervalo especificado. También se puede trabajar utilizando un
minimo de tres concentraciones de soluciones estandar que cubran el rango de
trabajo y se evalla el porcentaje de recuperacion obtenido utilizando el método a
evaluar. Se preparan muestras independientes por triplicado a cada nivel de
concentracion. Para llevar a cabo el calculo del porcentaje de recuperacion, se
requiere contar con los datos de la cantidad de principio activo agregado a cada

muestra.
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2. HIPOTESIS
El sustrato-ECL no comercial tendra estadisticamente la misma efectividad que el
sustrato-ECL comercial en el analisis de la expresion de receptores 5-HTsa y de

melatonina en linfocitos.
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3.1

3.2

. OBJETIVOS

General

Estandarizar el sustrato-ECL no comercial en analisis por Western Blot.

Especificos

Preparar el sustrato-ECL no comercial con base de Luminol.

Determinar la efectividad del sustrato-ECL no comercial comparado con el
sustrato-ECL comercial en su utilizacion en analisis por Western Blot.
Determinar la expresion del receptor 5-HTsa en linfocitos por Western Blot.
Determinar la expresion del receptor de melatonina en linfocitos por Western
Blot.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Material Biolégico

Se utilizaron muestras de sangre periférica de pacientes sanos. Las muestras se
procesaron con la técnica Ficoll-Diatriozoato para la extraccion de linfocitos. Las
muestras de linfocitos se separaron en alicuotas de 500 ul y se almacenaron en

tubos Eppendorf a 4°C hasta su utilizacion.

4.1.2 Materiales y equipos

Guantes de Latex

Vacutainer con aguja

Ligadura

Tubos con EDTA

Tubos ensaye 15x100

Gradilla

Tubos Eppendorf 1.5 mL

Tubos Falcon 15 mL

Tubos Falcon 50 mL

Agitador magnético

Termometro

Agitador Vortex

Micropipetas 10, 20, 200 y 1000 pL
Puntas para micropipeta

Plato Caliente

Membranas

Equipo para SDS-PAGE Bio-Rad

Equipo para electrotransferencia Bio-Rad
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Placas fotograficas para revelado
Densitometro Bio-Rad

Hypercassette para revelado

4.1.3 Reactivos

Ficoll 400

PBS 1X

PBT 0.5

Cloruro de sodio

Fosfato monopotasico

Fosfato disodico

Tween 20

Luminol (5-amino-2, 3-dihidro-1,4-ftalazinediona)
Perdxidasa de rdbano picante

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris)

Acido p-cumarico

Acido Clorhidrico (1M y 5M)

Kit ECL Marca General Electric

Anticuerpo primario Actina hecho en cabra
Anticuerpo primario 5-HTsa hecho en conejo
Anticuerpo primario Melatonina hecho en conejo
Anticuerpo secundario anti-conejo hecho en cabra conjugado con HRP
Anticuerpo secundario anti-cabra hecho en conejo conjugado con HRP
B-mercaptoetanol

Poliacrilamida

Dodecilsulfato sédico (SDS)

Metanol

Revelador

Fijador

Leche descremada para bloqueo Bio-Rad
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4.2 Métodos

4.2.1 Extraccion de proteinas

Una vez que se obtuvieron las muestras de linfocitos, éstas se pesaron y se les
agregaron 5mL de amortiguador de extraccién (50 mM Tris-HCI pH 9.0-9.5) por
cada gramo de tejido.

El tejido se homogeniz6 en un politron durante 30 segundos en posicion ‘1. Se
adicionaron los inhibidores de proteasas. La extraccion se completé durante una
hora a 4 °C, con agitacién magnética (en un recipiente de hielo). Concluida la hora,

se centrifugd durante 15 minutos a 10,000 rpm con una microcentrifuga.

4.2.2 Cuantificacion de proteinas

Después de obtener los homogenizados de linfocitos, se realizé una cuantificacion
de proteina total contenida en cada una de las muestras, utilizando el ensayo para

proteinas Bio-Rad basado en el método de Bradford.

Se prepararon 5 diluciones por triplicado de una proteina estandar (BSA — 0.1
pg/mL) a partir de la cual se elaboré la curva de calibracion; las diluciones que se
elaboraron, se muestran en el Cuadro 4. El rango lineal para BSA es de 1.2 a 10
pg/mL. El colorante que se empled fue una solucion acida de azul brillante de

Coomassie.

Se cuantificaron las proteinas de las muestras, midiendo 800 pL de cada muestra y
se agregaron 200 pL de colorante a cada una. La cuantificacion se realiz6 en
ensayos por triplicado y la muestra se diluyo 1:10. Las muestras se incubaron a

temperatura ambiente por 5 minutos y su absorbancia fue leida a 595 nm.

Con las absorbancias obtenidas y haciendo uso de la curva de calibracion que se

elabord, se obtuvieron las concentraciones de las proteinas de las muestras.
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Cuadro 4. Diluciones para la preparacion de la curva de calibracion.

TUBOS | BSA Estandar BSA | H.O Reactivo de Bradford
(ug/mL) (0.1 mg/mL) (uL) Bio-Rad (pL)
Blanco 0 0 800 200
1 2.5 25 775 200
1 2.5 25 775 200
2 50 750 200
2 50 750 200
3 10 100 700 200
3 10 100 700 200
4 20 200 600 200
4 20 200 600 200

4.2.3 Preparacion del sustrato-ECL no comercial

Se llevo a cabo la preparacion del sustrato-ECL no comercial, con la mezcla 1:1 de
las soluciones que se elaboraron: Solucién A (Luminol, Tris-HCI 1 M pH 8.5, acido
p-cumarico) y Solucién B (Perdxido de Hidrogeno 30%, Tris-HCI 1 M pH 8.5).

4.2.4 Western Blot

4.2.4.1 SDS-PAGE

Se llevd a cabo la separacion de proteinas de concentraciones conocidas de las
muestras, mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico (SDS-PAGE). Se calculo el volumen necesario para tener 50 pg de proteina
en cada pozo; este volumen se completé con el amortiguador de la muestra para
tener 15 pL en los pozos. Posteriormente, las muestras se hirvieron durante 5

minutos.

29



Se trabajo con geles de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras. Se
utilizaron peines de 15 pozos en los cuales se colocaron las muestras (15 pL) y los
marcadores de peso molecular (10 pL) dispuestos en los pozos de cada extremo.
Las muestras se corrieron con un voltaje constante de 100 V los primeros 20
minutos y 150 V durante el tiempo necesario para que la muestra llegara hasta el
final del gel.

4.2.4.2 Electrotransferencia de proteinas

Una vez que fueron separadas las macromoléculas en funcion de su diferente peso
molecular, se transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa. Se les aplico
un campo eléctrico de 200 mA durante una hora; de esta manera las proteinas
migraron fuera del gel de poliacrilamida hasta la superficie de la membrana donde
se quedaron fuertemente adheridas, asi de esta manera el patrén de proteinas que

se tenia en el gel de poliacrilamida no cambio al ser transferido hacia la membrana.

Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos en PBS 1X para retirar los
restos de poliacrilamida y después se bloqued la membrana para evitar la unién
inespecifica a la superficie de los anticuerpos utilizados para la deteccion de la
proteina de interés. La membrana se dej6 durante una hora en leche (Bio-Rad)
preparada al 3% en PBT 0.5. Después de bloquear la membrana se realizaron
otros tres lavados en PBS 1X.

Se prosiguid, incubando toda la noche con el anticuerpo primario hecho en conejo
diluido 1:500 en leche al 1% en PBT 0.5, éste en el caso de la determinacion del 5-
HTsa; se incubo con el anticuerpo primario hecho en conejo para el caso del
receptor de melatonina. Transcurrido ese tiempo, se hicieron tres lavados en PBS
1X, para posteriormente dejar incubando la membrana con el anticuerpo
secundario anti-conejo para ambos receptores 5-HTsa Yy melatonina durante dos
horas. Enseguida se realizaron tres lavados mas en PBS 1X para proceder al
ensayo con quimioluminiscencia. Las determinaciones del receptor de serotonina y

los de melatonina se realizaron en western blot de forma separada.
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4.2.4.3 Ensayo con quimioluminiscencia

El ensayo con quimioluminiscencia (ECL) se realizO en un cuarto totalmente
oscuro. Se prepararon las siguientes diluciones: fijador 35 mL en 160 mL H,O

destilada y 35 mL revelador en 160 mL de H,O destilada.

Se midieron volumenes iguales (8 mL de c/u) de las soluciones 1y 2 del kit para
ECL, se mezclaron y las membranas se sumergieron durante 1 minuto en dicha
mezcla; se realizo la misma mezcla de volimenes (8 mL de c/u) de las soluciones A
y B para el sustrato-ECL no comercial. Estos se evaluaron por separado. Se
utilizaron placas de revelado KODAK BIOMAX y la lampara KODAK ADJUSTABLE
SAFELIGHT MODEL B.

Se presiond la membrana de nitrocelulosa contra la placa de revelado en el
HYPERCASSETTE durante dos minutos. Luego, se tomo la placa con pinzas y se
sumergio en el revelador, después en el fijador y por ultimo se enjuago con agua
destilada; se sumergié un minuto en cada solucién. Después del enjuague, se
obtuvieron como resultados las placas con patrones de bandeo. Estas bandas
fueron evaluadas por medio de un andlisis densitométrico con el software Quantity
One de Bio-Rad.

4.2.4.4 Estandarizacion del sustrato-ECL no comercial en andlisis Western Blot

Para la estandarizacion del sustrato-ECL no comercial, se realizé el andlisis
estadistico mediante la prueba de Tukey con un a=0.05, en el programa estadistico
Minitab 16, compardndolo con los resultados de las muestras evaluadas con el
sustrato-ECL comercial; esto se hizo en dos receptores diferentes (5-HTsa Yy

melatonina).
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5. RESULTADOS

5.1Curva de Calibracion

Se realiz6 una curva de calibracion con BSA (Figura 11) para calcular la

concentracion proteica de las extracciones de linfocitos.

Curva de calibracion

o
N

o
)

/‘- y = 0.029x + 0.0003
T R? =0.9957

o
n

o
»

- BSA

Absorbancia
o
w

—— Lineal (BSA)

X

\

o

0 5 10 15 20 25
Concentracion (ug/mL)

Figura 11. Curva de calibracion. Utilizando BSA como patrén de referencia.

5.2 Cuantificacién de proteinas

Se realiz6 el calculo de la concentracién proteica de las extracciones de linfocitos,
con la curva de calibracion realizada; los resultados se expresaron en ug de

proteina total por uL de muestra (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Concentracion proteica de las muestras de linfocitos.

Muestra Mg/uL
MS1 3.65+0.07
MS2 3.66+0.04
MS3 2.97+0.12
MS4 0.83+0.06
MS5 3.66+0.11

5.3Western Blot

El analisis de la expresion de los receptores de serotonina 5-HTsa Yy de melatonina,
se obtuvieron mediante la técnica de western blot revelado con el sustrato-ECL no
comercial mostrado en la figura 12; ademas se muestran los resultados revelados
mediante 3,3-diaminobencidina en la figura 13, esto se realiz6 como técnica
confirmatoria de la expresion de los receptores. Se muestran las bandas
representativas de 6 experimentos, donde 3 experimentos corresponden al
revelado del receptor de serotonina 5-HTsp y 3 corresponden al receptor de

melatonina.

Peso
molecular Actina 5-HTsa Melatonina
(kDa)

N

H
@
(o)
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Figura 12. Fotografia del Western Blot de los receptores de serotonina 5-HTsa y de
melatonina, revelados con sustrato-ECL no comercial. Abreviaciones: kDa,
KiloDalton.
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Figura 13. Western blot de los receptores de serotonina 5-HTsa y de melatonina,

Peso
molecular
(kDa)

31 38 52 78

5-HTsa

Melatonina

revelados con 3,3-diaminobencidina. Abreviaciones: kDa, KiloDalton

5.4Estandarizacion de sustrato-ECL no comercial

Se realizé un andlisis de costos comparativo del sustrato-ECL no comercial con el
sustrato-ECL no comercial (Cuadro 6), para determinar si era rentable su utilizacion
comparada con el precio del sustrato-ECL comercial, del cual se compararon 3
marcas registradas, se tomaron en cuenta los costos de agosto 2013.

Cuadro 6. Andlisis de costos comparativo del sustrato-ECL no comercial con

sustratos ECL comerciales.

Sustrato- | Componente/ Volumen | Volumen por | Revelados | Costo por
ECL Marca Costo Total revelado Totales revelado
Luminol $567 25¢g $1.01
acido p- $235 1g $0.17
cumarico
N
° . H,0, al 30% $557 500 mL 20 mL*** 563** $0.01
comercial
Tris-HCI $812 500 g $0.51
DMSO $959 100 mL $1.44
TOTAL $3,130 $3.14
General Electric | $5,237 | 500 mL 20 mL* 250%* $20.95
Comercial | "™M° |5 65| 250 mL 20 mL* 125* $19.72
Scientific
Promega $2,652| 250 mL 20 mL* 125* $21.22

*Las especificaciones del sustrato-ECL comercial indican que por cada 20 mL de sustrato para revelar, se
pueden revelarse un maximo de 10 placas; por ello el célculo de revelados totales.

**E| sustrato-ECL no comercial revela una placa por cada 20 mL de preparacion.

***E| volumen total de sustrato-ECL no comercial es llevado a 20mL con H,O destilada.
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Se realizo el revelado de los experimentos de la expresion de los receptores 5-HTsp
y de melatonina, manteniendo los mismo tiempos de exposicién de la membrana en
el sustrato-ECL no comercial y con el sustrato-ECL comercial, el cual fue de 2
minutos; se determind el mismo tiempo de incubacion en el HYPERCASSETTE;
obteniendo un bandeo similar en ambos casos, ligeramente mas marcado en el
caso del sustrato-ECL comercial; sin embargo el ruido de fondo generado por el
sustrato-ECL no comercial es menor en comparacion al comercial; lo cual nos

permite diferenciar de mejor forma las bandas de las proteinas (Figura 14).

mzﬁjc"u - Sustrato-ECL comercial Sustrato-ECL no comercial
(kDa) - Actina 5-HTsx Melatonina  Actina 5-HT=s Melatonina
N
0
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A

Figura 14. Comparacion de sustratos-ECL. (A) Sustrato-ECL comercial. (B)
Sustrato-ECL no comercial. Abreviaciones: kDa, KiloDalton.

Para realizar las densitometrias (Figura 15) se utilizé el programa Quantity-One de
Bio-Rad y el andlisis estadistico (Cuadro 7) se elaboré con el programa Origin
8.5.1. Para el célculo de las UADO (Unidades Arbitrarias de Densidad Optica) se
normalizé usando como referencia el nivel minimo de expresién en cada uno de los

andlisis diferentes.
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1.8

UADO

5HT5A C 5HT5A NC Mel C Mel NC

Figura 15. Densitometria de la expresion de los receptores 5-HTsa y de melatonina
en linfocitos humanos. Abreviaciones: C, Sustrato-ECL comercial; NC, sustrato-ECL
no comercial; UADO, unidades arbitrarias de densidad 6ptica; las barras de error
indican la desviacion estandar.

Se realizd la comparacion de los sustratos-ECL, al tener un tratamiento de los
receptores diferentes, las comparaciones se hicieron de manera independiente; es
decir, una comparacion en el analisis del receptor 5-HTsa y otra comparacion en el
andlisis del receptor de melatonina. Teniendo como resultado que la diferencia
entre el sustrato-ECL comercial y el sustrato-ECL no comercial en el andlisis de
receptor 5-HTsa es de 12%; y en el del receptor de melatonina es de 9%, lo cual
muestra que estadisticamente no existe diferencia significativa en la utilizacion de

los sutratos-ECL.

Cuadro 7. Resultados de la prueba de Tukey.

C/NC DP EEP Valor de q | Probabilidad | Alfa | Sig. | LIC LSC
5-HTsa 0.1447 | 0.1727 | 3.16 0.094 0.05|0 -0.3171 | 0.0278
MT -0.1224 | 0.3011 | 0.74 0.401 0.05|0 -0.1784 | 0.4233

Sig. Igual a 0 indica que la diferencia de promedios no es significativa en alfa de
0.05. Abreviaciones: C, comercial; NC, no comercial; MT, melatonina;, DP,
diferencia de promedios; EEP, error estandar del promedio; Sig. Diferencia
significativa; LIC, limite inferior de control; LSC, limite superior de control.
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6. DISCUSIONES

Mediante la técnica de Western blot se obtuvieron las bandas con un peso
molecular entre 38 y 54 kDa, lo cual indica que las bandas presentes son
correspondientes a los receptores de serotonina 5-HTsa y de melatonina, debido a
gue se ha demostrado que en humanos el peso molecular de los receptores son de
=41kDa para 5-HTsa (Dutton y col., 2008) y de =39-40kDa para el receptor de
melatonina (Dubocovich y Markowska, 2005).

Se usé como control la curva de calibracion realizada mediante Bradford para
evaluar la concentracion proteica y tener la certeza de que el contenido era el
suficiente para llevar a cabo el andlisis de Western blot; ademas se realiz6 un
control con la expresion de actina en los linfocitos, debido a que la variabilidad de
actina en linfocitos no es considerable, solo cuando se presentan enfermedades
directamente relacionadas como es el caso de la leucemia linfoide cronica,
ademas la expresion de actina en linfocitos constituye una parte importante del
contenido total de proteinas (Stark y col., 1982). Por lo que, el empleo de la actina
como un control interno o de referencia (que es conocido como genes
“housekeeping”) tiene la finalidad de hacer que el andlisis de expresion proteica del
gen sea mas preciso y fiable, ya que, corrige los errores técnicos como las
variaciones en la carga proteica o la variacion de la eficacia de la transferencia
(Ferguson y col., 2005), por tal motivo se utilizé la cuantificacion basada en
Bradford como control de carga proteica. Sin embargo, ha crecido la evidencia que
los “housekeeping” que comunmente se usan (por citarse unos de ellos: B-actina, -
tubulina e hipoxantina guanina fosforribosil transferasa) puedieran ser controles
inadecuados, ya gque en ciertas condiciones fisiolégicas se genera una variacion en
la expresion de las proteinas de referencia (Jonge y col., 2007). En linfocitos, se ha
observado que la construccion del citoesqueleto de actina esta regulado por IL-3 y
Racl (Romanova y col., 1999), lo cual esta complementado con la actividad de la
cofilina encargada de mejorar la polimerizacion de la actina mediante el actin-

severing, Yy generar nuevos mondémeros de actina a través de la despolimerizacién
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de la F-actina; y la actividad de la F-plastina que estabiliza las estructuras de los
filamentos de actina por medio de su actividad actin-bundling (Samstag y col.,
2003); por tales motivos nos es segura la eficiente expresion de actina dentro de
las muestras de linfocitos, ya que de no existir tal proteina la vida linfoide se veria
interrumpida y se hubiese visto reflejada en una nula expresion proteica,
principalmente de actina; lo cual hizo fiable la utilizacion de la actina como un
control de expresion proteica de las muestras linfoides y normalizacion de este

trabajo.

La expresion del receptor de serotonina 5-HTsa en las muestras de linfocitos
humanos, en los resultados obtenidos en este trabajo, refuerzan lo investigado por
Maratzziti y col., 2001, quienes determinaron la expresion de mRNA de serotonina
5-HTsa en pacientes humanos; sin embargo muestra que podrian existir diferencias
significativas en la expresion de dicho receptor en linfocitos humanos y en linfocitos
de rata, debido a que un analisis realizado por Stefulj y col., 2000, quienes
trabajaron con ratas wistar o sprague dawley macho, no encontraron expresion de
MRNA de serotonina 5-HTsa en muestras de linfocitos; lo cual pone al descubierto
que podrian existir cambios en la expresion del receptor 5-HTss, mediados por
diferentes mecanismos en linfocitos humanos, los cuales no actian en los linfocitos

de rata.

En cuanto a la expresion del receptor de melatonina, se demostr6 que esta
presente en linfocitos humanos, teniendo correlacién con lo reportado por Carrillo-
Vico y col., 2004; quien demostré y sugiri6 un mecanismo para la sintesis de la
melatonina, asi como su efecto paracrino, intacrino y autocrino, después de ser
sintetizado en linfocitos humanos, el efecto autocrino se ve reflejado en el mismo
linfocito, teniendo un efecto sobre los receptores de melatonina MT1y MT,, en los
cuales tiene un efecto sobre la expresion de IL-2 (Carrillo-Vico y col., 2005); por
otra parte esto nos aporta una idea mas clara sobre la expresion de serotonina
dentro de los linfocitos, debido a que esta implicado en la sintesis de melatonina,
como se mostrd en el marco de los antecedentes en la figura 4 (Pandi-Perumal y

col., 2006), por lo tanto se podria pensar que la sintesis de melatonina esta
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mediada por la sintesis interna de serotonina, toda vez que éste es su precursor en
la sintesis, aunque ésto no se veria limitado ya que la sintesis de melatonina en los
linfocitos se podria realizar a partir de la serotonina que es captada por linfocitos de

transporte, como lo report6 Lima y Urbina, 2002.

El tener la certeza de la expresion de los receptores 5-HTsa y de melatonina en
linfocitos humanos, nos permitio utilizar estos resultados, para la evaluacion
experimental y estadistica sobre la eficiencia del sustrato-ECL no comercial a fin de
estandarizarlo en la metodologia de Western Blot, teniendo como control el
sustrato-ECL comercial, y con ello realizar la comparacion, en eficacia para el
revelado de las membranas de poliacrilamida y la sensibilidad mostrada por ambos
sustratos, asi de esta forma determinar si el sustrato-ECL no comercial tendria

estadisticamente la misma efectividad que el sustrato-ECL comercial.

Previo al analisis estadistico se realiz6 un andlisis econémico para determinar si la
utilizacion del sustrato-ECL no comercial era rentable en cuanto a su costo de
produccién comparado al sustrato-ECL que comercialmente se utiliza para la
realizacion del analisis de Western Blot; en dicho andlisis econémico se determind,
gue la utilizacién del sustrato-ECL no comercial es recomendable, debido a que
tiene un impacto de ahorro monetario de 80 a 90% frente al precio del sustrato-ECL

comercial.

En el analisis estadistico se determindé que no existen diferencias significativas
entre los andlisis de los receptores, realizados con el sustrato-ECL comercial y el
sustrato-ECL no comercial al tiempo de 2 minutos de exposicion en el sustrato y en
el cassette de incubacion, sin embargo las variables presentadas en el andlisis
hacen referencia a que los tiempos pueden determinar la efectividad del
compuesto, ya que una exposicion prolongada puede provocar mas ruido de fondo
en el andlisis o una mejor visualizaciéon de las bandas, pero dependera de la
muestra analizada, por que como se observo en los dos andlisis, la densidad optica
presentada en los receptores 5HTsp fue independiente de la presentada por el

receptor de melatonina. De tal forma que el tiempo de exposicién en el sustrato
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sera fundamental para tener una buena calidad en el revelado de las muestras, tal
como lo observo Mruk y Cheng en el 2011, quienes realizaron la comparacion de
un ECL como alternativa barata ante los kit's comerciales, quien determino que su
tiempo ideal era de 90 segundos con muestras de BSA. Quien también demostro
que el tiempo es un factor fundamental para la metodologia fueron Haan y
Bhrmann (2007), quienes observaron que en un tiempo prolongado de exposicion
al sustrato-ECL se tendria una excesiva cantidad de ruido de fondo, por lo cual

determinaron un tiempo ideal de 1 a 2 minutos de exposicion.

De tal forma que la utilizacion del sustrato-ECL no comercial es recomendable
como alternativa al uso de sustrato-ECL comercial, en el andlisis por Western Blot;

debido a que estadisticamente son equivalentes, y su costo es mas barato.
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. CONCLUSIONES

Se formul6 el sustrato-ECL no comercial para el andlisis por Western Blot.
Es efectiva la utilizacion del sustrato-ECL no comercial en el analisis por
Western Blot comparado con el sustrato-ECL no comercial.

El receptor 5-HTsa se expresa en linfocitos humanos.

El receptor de melatonina se expresa en linfocitos humanos.

Se estandarizé la utilizacion del sustrato-ECL no comercial para el analisis
de receptores 5-HTsa Yy melatonina en linfocitos humanos en analisis por
Western Blot.
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