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1. Introduccién

1.1 Proteinas

Las proteinas son biomoléculas formadas por carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno. Pueden ademas contener azufre y en algunos tipos de proteinas, fosforo,
hierro, magnesio y cobre, entre otros elementos. Son cadenas de unidades de
aminoacidos que se encuentran unidos por medio de enlaces peptidicos entre los
grupos carboxilo y el grupo amino (Jain, 2022). Por tanto, las proteinas son cadenas
de aminoacidos que se pliegan adquiriendo una estructura tridimensional que les
permite llevar a cabo miles de funciones, desempefian un papel fundamental en los
seres vivos y son las biomoléculas mas versatiles y mas diversas. Las proteinas
realizan funciones estructurales, enziméticas y transportadoras (Cole, 1988).

Los aminoacidos son la estructura basica de las proteinas. Tridimensionalmente el
carbono a presenta una configuracion tetraédrica en la que el carbono se dispone
en el centro y los cuatro elementos que se unen a él ocupan los vértices. Cuando
en el vértice superior se dispone el -COOH y se mira por la cara opuesta al grupo
R, segun la disposicion del grupo amino (NH2) a la izquierda o a la derecha del
carbono a, se denominan a-L-aminoacidos o a-D-aminoacidos, respectivamente.
Aunque los aminoacidos existen en el estereoisomero L o D, la mayoria de los
aminoacidos presentes en la naturaleza son del tipo L (Blanco, 2022). En todos los
aminoacidos, con excepcion de la glicina (Gly), el carbono a estad unido a cuatro
grupos diferentes (Fig. 1), y los dos estereoisomeros son imagenes especulares que
no pueden superponerse (Maloy, 2013).
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Fig. 1 Estructura general de un aminoacido (Universidad de Murcia, 2025), formado por un grupo
amino (NHz), un grupo carboxilo (COOH) y una cadena lateral (—R), unidos a un carbono a (-C-).

Las proteinas eucariotas siempre estan compuestas por L-aminoacidos; los D-
aminoacidos se encuentran en ciertos antibiéticos peptidicos y algunos péptidos de
las paredes celulares bacterianas. Las propiedades fisicas de los aminoacidos se
ven influenciadas por el grado de ionizacion a diferentes valores de pH (Milne,
2010). De los 20 aminoéacidos que se combinan para formar las proteinas, algunos
pueden ser sintetizados por el organismo humano (alanina, arginina, acido



aspartico, asparagina, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, prolina, serinay
tirosina), por lo que se denominan no esenciales. Hay otros, los aminoacidos
esenciales o indispensables (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptéfano y valina), no pueden ser sintetizados por el hombre
por lo que tienen que ser aportados por los alimentos (Lea, 2003).

Los aminoacidos se encuentran unidos linealmente por medio de enlaces
peptidicos. Estas uniones se forman por la reaccién de sintesis (via deshidratacion)
entre el grupo carboxilo del primer aminoacido con el grupo amino del segundo
aminoacido (Amaya, 2003).

La formacion del enlace peptidico entre dos aminoacidos es un ejemplo de una
reaccién de condensacion. Dos moléculas se unen mediante un enlace de tipo
covalente CO-NH con la pérdida de una molécula de agua y el producto de esta
union es un dipéptido. El grupo carboxilo libre del dipéptido reacciona de modo
similar con el grupo amino de un tercer aminoacido, y asi sucesivamente hasta
formar una larga cadena. Se pueden seguir afiadiendo aminoacidos al péptido
porque siempre hay un extremo NHzterminal y un COOH terminal (Wang, 2018).

La union de varios aminoacidos por medio de enlaces peptidicos forma cadenas de
diferentes tamafos denominadas péptidos que se dividen en:

o Oligopéptidos: si el numero de aminoacidos esta en el intervalo de 2 a 10.

o Polipéptidos: si el nimero de aminoéacidos es superior a 10 aminoacidos.

o Proteinas: si el nUumero de aminoacidos es superior a 50 aminoacidos
(Sudheer, 2022).

1.1.1 Estructura de las proteinas

Las proteinas poseen una misma estructura quimica central, que consiste en una
cadena lineal de aminoacidos. A tal secuencia se le conoce como estructura
primaria. La estructura primaria de una proteina es determinante de la funcién que
cumplira; asi, las proteinas estructurales (como aquellas que forman los tendones y
cartilagos) poseen mayor cantidad de aminoacidos rigidos que establecen enlaces
guimicos fuertes unos con otros para dar dureza a la estructura (Engelking, 2015).

Sin embargo, la secuencia lineal de aminoacidos puede adoptar mdaltiples
conformaciones en el espacio que se forma mediante el plegamiento del polimero
lineal (Fig. 2). Tal plegamiento se desarrolla en parte espontaneamente por la
repulsion de los aminoacidos hidréfobos por el agua, la atraccion de aminoacidos
cargados y la formacién de puentes disulfuro (Sasidharan, 2022). La estructura
secundaria es el plegamiento que forma la cadena polipeptidica debido a la
formacion de puentes de hidroégeno entre los atomos que forman el enlace peptidico.



La estructura terciaria es la estructura plegada y completa en tres dimensiones de
la cadena polipeptidica; dicha estructura en la mayor parte de las proteinas es
especifica de cada molécula y ademas, determina su funcién. El plegamiento esta
facilitado por uniones denominadas puentes disulfuro (-S-S-) que se establecen
entre los &tomos de azufre del aminoacido cisteina. La estructura cuaternaria
implica la interaccion de mas de una cadena polipeptidica originando la asociacién
de diferentes subunidades para formar complejos funcionales, en forma de dimeros
(unién de dos mondmeros), trimeros (unién de tres monémeros) (Soleymani, 2022).

Estructura primaria de las proteinas
Es la secuencia de una cadena de aminodacidos

Hoja plegada Hélice alfa

Estructura secundaria de las proteinas
‘ ocurre cuando los aminoacidos en la secuencia
interactian a través de enlaces do hidrégeno

Hoja plegada
Estructura terciaria de las proteinas
ocurre cuando ciernas atracciones estan presentes
entre hélices alfa y hojas plegadas

g— Helice alta

Estructura cuaternaria de las proteinas
es una proteina que consiste de mas de
una cadena de aminoacidos

Fig. 2 Estructuras de las proteinas (National Human Genome Research Institute, 2025).
Representacién del nivel organizacional de las cuatro estructuras de una proteina.

Las funciones de las proteinas son de gran importancia en el sentido de que
determinan la formay la estructura de las células y dirigen casi todos los procesos
vitales (Rajendran, 2012). Estas funciones son especificas de cada tipo de proteina
y permiten a las células defenderse de agentes externos, mantener su integridad,
controlar y regular funciones y reparar dafio (Tomii, 2019).

Las proteinas estructurales se unen a moléculas de otras proteinas y las funciones
gue realizan incluyen la creacion de una estructura mayor mientras que otras
proteinas se unen a iones o moléculas diferentes. Por ejemplo, la hemoglobina se
une al oxigeno, las enzimas a sus sustratos, los anticuerpos a los antigenos
especificos, las hormonas a sus receptores especificos y los reguladores de la
expresion génica al ADN (Sharma, 2023).



2. Carbohidratos

Los carbohidratos son biomoléculas que como su nombre lo indica, son compuestos
carbonados que contienen atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno. Su formula
molecular basica es (CH,O)n, donde n es al menos 3. Los carbohidratos son el
principal combustible metabdlico utilizado por las células para producir energia
mediante la respiracion celular. No so6lo son una fuente de energia, sino también
desempeian roles importantes, tanto estructuralmente como funcionales. Por
ejemplo, contribuyen con la estructura de la membrana celular, facilitan el
reconocimiento celular, brindan proteccion y soporte, y participan en numerosos
procesos biol6gicos como moléculas activadoras o sefalizadoras (Cummings,
2007). Los carbohidratos se pueden dividir en cuatro categorias principales:
monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y polisacéaridos (Adharis, 2019).

Una de las reacciones mas importantes de los carbohidratos es la del carbono
anomeérico con un alcohol para producir un glucésido. El nuevo enlace que se forma
recibe el nombre de enlace glucosidico. La importancia de este proceso radica en
gue el enlace glucosidico se forma también por reacciéon del hidroxilo del carbono
anomerico de un monosacarido con un grupo hidroxilo de otro monosacéarido, dando
lugar a un disacarido. Los oligosacaridos y los polisacaridos son el resultado de la
union de monosacaridos mediante este tipo de enlace (Pollard, 2017).

2.1 Monosacaridos

Los monosacéaridos son las unidades de carbohidratos mas basicas. Contienen una
sola unidad de aldehido o cetona, lo que los convierte en la forma mas simple de
una molécula de azucar. Los monosacaridos se clasifican ademas segun el numero
de &tomos de carbono que contienen, que suele ser de tres a siete carbonos. Los
monosacaridos mas abundantes, relevantes para la fisiologia humana, son las
hexosas, que contienen seis atomos de carbono. Las hexosas de seis carbonos
comparten una férmula quimica comun, C¢H;,0¢. Sin embargo, pueden existir como
isomeros estructurales diferentes, dependiendo de la posicion del grupo carbonilo
dentro de la cadena carbonada (Fig. 3) y de la disposicion espacial alrededor de los
carbonos asimétricos (Cole, 2016).

H\C/O H—E—OH
H— (|J —OH (13=0
II—(IJ—OIl II—(lJ—OII
III I|I
Aldehido Cetona

Fig. 3 Estructura quimica basica de los carbohidratos polihidroxialdehido (gliceraldehido, izquierda)
y polihidroxicetona (dihidroxiacetona, derecha) (Universidad de Huelva, 2005).



El monosacérido glucosa es fundamental en muchas rutas metabdlicas esenciales
para la obtencion de energia. Actia en el organismo como combustible energético
de uso rapido, mientras que los polisacéridos o grasas son reservas energéticas
qgue deben ser procesadas antes de su utilizacion. Los oligosacaridos, que son
pequefias cadenas poliméricas de entre 2 y 10 monosacaridos, aparecen
normalmente formando parte de las glicoproteinas que ejercen importantes
funciones reguladoras o de reconocimiento celular (Costa-Pinto, 2020).

La glucosa es el monosacarido mas abundante en la naturaleza, desempefia un
papel fundamental en el metabolismo de los carbohidratos y en la bioenergética. Es
una molécula flexible que puede adoptar diferentes conformaciones (Fig. 4). La
fructosa y la galactosa son is6meros estructurales de la glucosa. La fructosa se
metaboliza independientemente de la insulina en el higado. La galactosa es crucial
para su funcion en la sintesis de lactosa y su incorporacion en las glicoproteinas y
los glicolipidos. La manosa se utiliza principalmente para la glicosilacion de
proteinas. En general, las estructuras distintivas de las diferentes hexosas permiten
gue cada una desempefie funciones biologicas Unicas, cruciales para la salud (Stick,
20009).

D-glucosa
H..-O
i H,C d
H—C—OH Zl &
HO—C—H H 4 H
|
H—C—OH HoNSH HL o
|
H—C—OH H OH
CH,OH
Proyeccion Proyeccion Proyeccion

de Fisher de Haworth silla

Fig. 4 Proyecciones de la D-glucosa (Gonzales, 2020).
Diferentes conformaciones que puede adoptar la molécula de glucosa.

2.2 Disacaridos

Los disacaridos se componen de dos unidades de monosacaridos unidas por un
enlace glucosidico. Los monosacéaridos unidos y el tipo de enlace glucosidico
determinan la clasificacion y funcién de cada disacarido. Los dos disacaridos
principales relevantes para la nutricibn humana son la sacarosa y la lactosa. La
sacarosa estd compuesta de glucosa y fructosa unidas. Esto la hace muy dulce y
proporciona una fuente de energia de facil absorcién. La lactosa es el principal
carbohidrato presente en la leche y estd compuesta por galactosa y glucosa.



Requiere la enzima lactasa para su digestion (Fig. 5). En general, cada uno de los
diferentes disacaridos cumple funciones especializadas en la nutricidn, el
metabolismo y la homeostasis (Adair, 2007).
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Fig. 5 Estructuras comunes de los disacaridos (Contreras, 2018). Representacion de la unién de
dos monosacéridos unidos para originar disacaridos como la maltosa compuesta por la unién de
dos moléculas de glucosa.

2.3 Oligosacaridos

Los oligosacéridos son una clase de carbohidratos que poseen de 2 a 10 unidades
de monosacaridos. Estas unidades pueden estar unidas mediante enlaces O-
glucosidicos o N-glucosidicos. Los enlaces O-glucosidicos pueden formarse a partir
de enlaces glucosidicos a1-1 (trehalosa), a1-4 (maltosa), a1-B2 (sacarosa) y 1-4
(celobiosa). Los oligosacaridos mas abundantes son aquellos que poseen dos
residuos de monosacaridos, comunmente denominados disacaridos. Los
oligosacaridos frecuentemente se enlazan a lipidos y aminoacidos a través de
uniones O-glucosidicas y N-glucosidicas, formando glicolipidos y glicoproteinas.
Estas moléculas desempefian funciones clave en procesos de regulacién y
reconocimiento celular (Yue, 2022).

2.4 Polisacaridos

Una cadena larga de monosacaridos unidos por enlaces glucosidicos se conoce
como polisacérido. La cadena puede ser ramificada o no, y suele contener
diferentes tipos de monosacaridos. El peso molecular puede ser de 100,000 Da o
mas, dependiendo del nimero de mondémeros unidos. El almidén, el glucogeno, la
celulosa y la quitina son ejemplos principales de polisacaridos (Wang, 2023).



El almidon es la forma almacenada de los azlcares en las plantas y estd compuesto
por una mezcla de amilosa y amilopectina (ambos polimeros de glucosa). El
glucoégeno es la forma de almacenamiento de la glucosa en humanos y otros
vertebrados y estd compuesto por mondémeros de glucosa. La celulosa es el
biopolimero natural mas abundante, estd compuesta de monémeros de glucosa
unidos por enlaces glucosidicos [3,1-4.

Las moléculas que aun teniendo la misma composicién quimica tienen diferentes
propiedades se denominan isomeros. Los isbmeros que se diferencian por la
disposicién espacial de los grupos sustituyentes de un centro quiral se les conoce
con el nombre de isémeros Opticos o estereoisdémeros. Los azUcares pueden ser D
o L dependiendo de la posicion del grupo hidroxilo (-OH) respecto a su carbono
quiral, que es un aspecto puramente estructural (Neuman, 2013). Los
monosacaridos se clasifican en la serie D- 0 en la serie L- de acuerdo con la
configuracion del carbono quiral mas alejado del grupo carbonilo (Fig. 6). Asi, si
dicho carbono posee la misma configuracion que el carbono quiral del D-
gliceraldehido, pertenece a la serie D (Moreno, 2012).

@ | @
NHZ@@ @@NHZ
» ?

Fig. 6 Isomeria L-D (Bioiberica, 2009) dependiendo de la posicién del grupo -OH respecto al
carbono quiral.

3. Lectinas

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que tienen la capacidad de unirse
especificamente a carbohidratos (azUcares) de manera reversible, sin modificar su
estructura quimica. Esta unioén es altamente especifica. El término lectina, propuesto
por Boy y Sharpleigh en 1954, deriva del latin legere (seleccionado, escogido) y se
refiere ala capacidad de unidén selectiva de azlUcares particulares (Mendoza, 2007).
Este término fue generalizado desde 1972 para todas aquellas proteinas ligadoras



de azlcares y aglutinadoras de células que no poseen un origen inmune y son
encontradas en animales, vegetales y microorganismos (Sharon y Lis, 1989).

A menudo se las conoce como «aglutinas» debido a su capacidad de agregacion.
Estas no tienen una accién enzimética ni un origen inmunitario. Su funcién biolégica
mas comun es participar en diversos tipos de reconocimiento celular. Pueden dirigir
enzimas hidroliticas que contienen manosa-6-fosfato al lisosoma; desempefian
funciones importantes en el sistema inmunitario al reconocer carbohidratos que se
encuentran exclusivamente en patdgenos diana y eliminar ciertas glicoproteinas del
sistema circulatorio (Stillwell, 2013).

Gracias a sus singulares especificidades de union a carbohidratos, las lectinas han
adquirido diversas aplicaciones biomédicas como antitumorales, antivirales,
antiproliferativas e inmunoestimulantes. Una amplia variedad de lectinas posee
potencial mitogénico y, al interactuar con receptores celulares, desencadena
multiples reacciones que finalmente resultan en la proliferacion celular (Singh,
2016).

Las lectinas son consideradas armas valiosas en el campo de la genética, la
biomedicina y la inmunologia. Su utilidad esta basada en la propiedad que tienen
de combinarse con varios tipos de glicoconjugados presentes en las superficies
celulares y fluidos corporales (Hernandez, 1999). Se han empleado como
herramientas bioquimicas para el estudio de membranas. Se utilizan habitualmente
en cromatografia de afinidad, electroforesis de afinidad e inmunoelectroforesis de
afinidad (Stillwell, 2013).

Las interacciones de las lectinas con células pueden ser inhibidas en muchos casos
por azucares, por lo que se ha llegado a la conclusion de que se enlazan con
sacaridos de la superficie celular. Lo anterior ha provisto a los cientificos de
marcadores utiles para emplearlos en técnicas histoquimicas y en la microscopia
electronica para estudiar la estructura y funcion de la membrana plasmatica (Vasta,
2023).
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Segun su estructura se diferencian tres tipos principales de lectinas (Fig. 7)
MEROLECTINA HOLOLECTINA QUIMEROLECTINA
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Fig. 7 Representacion esquematica de los tres tipos de lectinas (Celso, 2007). Se observa el
dominio de unién a carbohidratos, comdn en todos los tipos de lectinas.

a) Merolectinas. Son proteinas constituidas por un tnico dominio estructural que
alberga un solo sitio de union a carbohidratos. Las merolectinas no poseen actividad
hemoaglutinante.

b) Hololectinas. Estas lectinas contienen dos 0 mas dominios del mismo tipo
estructural y funcional. Al menos dos de estos dominios deben presentar actividad
de unidn a carbohidratos. Las halolectinas son capaces de aglutinar células o
precipitar glicoconjugados.

c) Quimerolectinas. Ademas de poseer un dominio de union a carbohidratos,
presentan otro dominio con actividad biologica distinta del reconocimiento de
carbohidratos (ej. actividad enzimatica inactivadora de ribosomas, etc.).
Dependiendo del nimero y topologia de sitios de unién a azucares, estas lectinas
pueden presentar o no actividad hemoaglutinante (Celso, 2007).

4. Glicosilacion

La glicosilacién es una modificacién postraduccional comuan y altamente diversa de
las proteinas que les confiere solubilidad, las protege de protedlisis, cubriendo sitios
antigénicos y alterando la orientacion de las proteinas en las superficies celulares.
En casi todas las glicoproteinas, las unidades de carbohidratos se unen a la
estructura proteica mediante enlaces N-glucosidicos, O-glucosidicos o0 ambos. Los
N-glucanos se unen covalentemente a las proteinas en la amida de los residuos de
asparagina (Asn), formando un enlace N-glucosidico (Helenius, 2001).
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El N-glicano se clasifica en tres grupos: de tipo alto en manosa, de tipo hibrido y de
tipo complejo. El precursor de N-glicano formado por (Glc3 Man9 GIcNAc2) glucosa,
manosa Yy N-acetilglucosamina se ensambla en un transportador lipidico
(dolicilpirofosfato) que es transferido a una cadena polipeptidica por la
oligosacariltransferasa en el lumen del reticulo endoplasmatico, RE (Apweiler,
1999). El glicano wunido es procesado secuencialmente por diversas
glicosilhidrolasas y transferasas. Tres residuos de glucosa y uno de manosa son
eliminados inmediatamente por las glucosidasas | - 1l y la a-manosidasa del RE. La
eliminacion de los residuos de glucosa esta estrechamente relacionada con el
plegamiento de las glicoproteinas. El procesamiento posterior de los N-glicanos
ocurre a lo largo de la via secretora a medida que la glicoproteina correctamente
plegada se desplaza por el aparato de Golgi hasta su destino final. La etapa inicial
de la via consiste en varios pasos de recorte por parte de la a-manosidasa | que
generan un intermediario clave, Man,GIcNAc (Nishikawa, 1992).

La informacion estructural 3D de las glicoproteinas facilita la comprension de la
funcidn de los N-glicanos. De hecho, los cristales de glicoproteinas con calidad de
difraccion normalmente solo se obtienen tras la eliminacion del sitio de glicosilacion
mediante mutagénesis dirigida o un tratamiento de desglicosilacion enzimatica
(Nakata, 2011).

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas que participan en el componente
adaptativo del sistema inmunitario; la diversidad estructural de sus sitios de union a
antigenos les permite unirse especificamente a millones de moléculas
estructuralmente Unicas (Martin, 2001). La inmunoglobulina G (IgG) consta de dos
cadenas ligeras y dos pesadas, y de tres partes independientes conectadas
mediante un enlace flexible o bisagra. Dos de estos, los fragmentos Fab, presentan
una estructuraidéntica, cada uno con un sitio de union especifico para el antigeno.
El tercero, el fragmento Fc, presenta una estructura altamente conservada incluso
entre diferentes isotipos. Tiene funciones efectoras de anticuerpos tales como
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y citotoxicidad dependiente del
complemento a través de su interaccion con receptores de linfocitos en células
efectoras (ej. células asesinas naturales) o con el componente Clq del
complemento. El fragmento Fc es un dimero y muestra una disposicion de tipo
herradura de dos dominios sandwich B antiparalelos, llamados CH2 y CH3,
conectados por un enlace corto y flexible. La interaccion entre subunidades es
principalmente a través del par de dominios CH3. Las caracteristicas de la N-
glicosilacion de Fc incluyen una baja incidencia de monosialilacion, ninguna
disialilacion, poca GIcNAc bisectante, una alta incidencia de fucosa central y
heterogeneidad de residuos de galactosa (Saphire, 2002; Dwerk,1995).
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La glicoforma especifica del fragmento Fc influye en su funcion fisiologica. La
eliminacion de fucosa mejora la actividad citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos, tanto in vitro como in vivo (Nimmerjahn, 2005). El contenido de
galactosa de la IgG-Fc humana se correlaciona inversamente con la progresion de
la artritis reumatoide y otras enfermedades autoinmunes. Por lo tanto, la
manipulacion de las estructuras de glicano Asn 297 ha surgido como una estrategia
para modular las funciones efectoras de los anticuerpos terapéuticos (Samuelsson,
2001).

5.Técnicas Inmunolégicas
5.1 ELISA

Se basa en las reacciones antigeno-anticuerpo, permite el andlisis
cuantitativo/cualitativo con una alta sensibilidad (nanogramos). El antigeno o el
anticuerpo se inmovilizan en una fase solida, como una placa de poliestireno o
cloruro de polivinilo de 96 pozos, originando la formacion de un complejo antigeno-
anticuerpo. Posteriormente, el antigeno o el anticuerpo reaccionan con su
antigeno/anticuerpo especifico. Para detectar estas moléculas, se marca un
antigeno o anticuerpo utilizando enzimas (inmunoensayo enzimatico). Entre las
enzimas comunmente utilizadas se encuentra la fosfatasa alcalina (ALP), la
peroxidasa de rabano picante (HRP) y la B-galactosidasa. El desarrollo del color
utilizando un sustrato cromogénico evidencia la presencia de la molécula a detectar.
La ALP hidroliza el fosfato de p-nitrofenilo para producir p-nitrofenol, de color
amarillo. La HRP cataliza la conversion de sustratos 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), sal diamoénica, 3,3',5,5-tetrametilbencidina y o-
fenilendiamina en productos coloreados y sustratos fluorogénicos como el
galactésido de 4-metilumbeliferol y el galactésido de nitrofenil para la B-
galactosidasa. La reaccion enzima-sustrato generalmente se lleva a cabo dentro de
20 minutos, y se detiene generalmente con &cido sulfurico. Los productos
cromogénicos obtenidos se detectan mediante un lector de placas de ELISA
(espectrofotbmetro) dependiendo de la longitud de onda para cada producto
(Hayrapetyan, 2023; Wilson, 2014).

Tipos de ELISA

ELISA directo: se inmoviliza un antigeno o anticuerpo en la superficie de una placa
de poliestireno, se agrega el anticuerpo o antigeno marcado con la enzima
correspondiente (Sakamoto, 2017).
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ELISA indirecto: este ensayo permite analizar un analito especifico o detectar
grupos de compuestos que reaccionan de forma cruzada con el antigeno que
recubre una superficie solida. Es decir, el antigeno diana se detecta indirectamente
mediante el anticuerpo secundario, marcado con enzima (Wilson, 2014).

ELISA sandwich: este método requiere dos anticuerpos que reconocen diferentes
epitopos. El primer anticuerpo, conocido como anticuerpo de captura, se une al
antigeno y a este complejo se une el anticuerpo marcado o secundario (Aydin,
2025).

ELISA competitivo: implica una competencia entre el antigeno de la muestra y el
antigeno recubierto de la placa por el anticuerpo primario, seguido por una union de
los anticuerpos secundarios ligados a enzimas (Hayrapetyan, 2023).

El antigeno y el anticuerpo deben estar presentes en concentraciones éptimas en
el recubrimiento de fase sélida. Es fundamental garantizar que el periodo de
incubacion, el pH y la temperatura se encuentren dentro de los intervalos ideales.
La prueba ELISA es uno de los métodos mas sensibles para medir sustancias como
péptidos, proteinas y hormonas; es capaz de detectar incluso las concentraciones
mas pequefas, de 5 pg/ml a 10 pg/ml (Aydin, 2025).

5.2 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que se utiliza para la separacion de las moléculas
de acuerdo con su movilidad en un campo eléctrico. Principalmente, para la
separacion de proteinas se utilizan geles de poliacrilamida. Su funcién es separar
las moléculas por tamafno-carga; las moléculas cargadas se mueven hacia el
electrodo opuesto en una solucion buffer aplicando un campo eléctrico (Montalvo,
2016).

Especificamente, la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) emplea SDS, un detergente que desnaturaliza estructuras
terciarias y cuaternarias con disulfuro y las reviste con una carga negativa que se
correlaciona con su longitud, permitiendo que los pesos moleculares sean
estimados. La electroforesis SDS fracciona las cadenas polipeptidicas
esencialmente en funcién de su tamafo. Por lo tanto, es un método simple, pero
poderoso y confiable para la determinacién de la masa molecular (Sena-Torralba,
2023).

La acrilamida es polimerizada por el catalizador TEMED (tetrametiletilendiamina)
junto con el iniciador PSA (persulfato de amonio). Mientras mayor sea la
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concentracion de la acrilamida/bisacrilamida menor seré el poro de la red en el gel
y en consecuencia habrd menor movilidad de las proteinas (Yébar, 2003).

Se lleva a cabo la carga de las muestras de proteina de interés en los geles para
ser corridas en la camara de electroforesis con un buffer generalmente Tris-glicina
y SDS; la corriente eléctrica se fija verticalmente por el gel polimerizado entre dos
cristales separando por sus diferentes pesos a las proteinas como bandas
(Hagness, 2023).

Mientras que las proteinas de menor tamafio migran mas rapido a la parte baja del
gel, las de mayor tamafio migran poco y se detienen en la parte superior del gel.
Para la revelacion de las bandas de proteinas se aplica un método de tincién donde
uno de los mas comunes es el azul de coomassie (Maity, 2022).

5.3 Western blot (WB)

El WB se basa en la transferencia de las proteinas de un gel de electroforesis a
una membrana adsorbente de nitrocelulosa o difluoruro de polivinilideno a través de
una corriente eléctrica. En una camara de transferencia se dirigen anticuerpos
especificos para la formacion del complejo antigeno-anticuerpo marcado
enzimaticamente (Alegria-Schaffer, 2009).

Por lo tanto, el WB permite la separacion e identificacion de proteinas en la
investigacion cientifica y biomédica, lo que facilita el diagndstico de diversas
enfermedades (Khanna, 2007).

Para llevar a cabo la técnica primero se realiza la separacién de las proteinas por
electroforesis en gel de poliacrilamida. Posteriormente, se transfiere a una
membrana de nitrocelulosa o de Polifluoruro de vinilideno (PVDF) previamente
hameda en metanol por su alta hidrofobia. Se lleva a cabo el bloqueo de la
membrana que se haya utilizado para evitar uniones inespecificas. A continuacion
se adiciona el anticuerpo marcado enzimaticamente, la deteccién se lleva a cabo a
través de colorimetria, quimioluminiscencia o fluorescencia (Zhang, 2023).

5.4 Espectrofotometria

La espectroscopia es una técnica basada en la absorcion de luz por una sustancia.
La cantidad de luz absorbida esta relacionada con la cantidad de muestra, lo que
permite el andlisis cuantitativo mediante espectroscopia 6ptica. Cuando los rayos
de luz inciden sobre un objeto, éste puede absorberlos; en particular, uno 0 mas
componentes de la luz, se absorben especificamente. Los colores que no son
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absorbidos por los objetos, se reflejan. La luz reflejada es entonces percibida por
los ojos. En términos fisicos, la luz es un tipo de energia que se propaga en el
espacio a gran velocidad. Mas especificamente, se entiende por luz una onda
electromagnética que viaja en el espacio, es energia radiante (Cosimo, 2025).

5.4.1 Luz de onda electromagnética

La absorcién de la luz es un fendmeno tipico de interaccibn entre ondas
electromagnéticas y materia. Un espectrofotometro separa la radiaciéon
electromagnética (luz blanca) en las longitudes de onda que lo conforman y mide la
intensidad de radiacion que atraviesa la muestra. La luz blanca atraviesa un prisma
gue la dispersa en bandas de color. Estas bandas conforman el espectro de luz
visible y corresponden a una longitud de onda que se expresa en nandémetros (nm)
(Fig. 8). Cuando un haz de luz atraviesa la sustancia, parte de la radiacion es
absorbida por los atomos, moléculas o celosias de cristal. Si una absorcion pura
ocurre, la fraccion de luz absorbida dependera de la distancia recorrida por el haz
de luz en la materia (HANNA, 2018).

Espectro electromagnético.
Longitud de onda (A) en metros.
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Fig.8 Espectro electromagnético (Vilab, 2023). Incluye las longitudes de onda de todas las
radiaciones desde los rayos gamma hasta las radiaciones de frecuencia mas altas.

Hay que tener en cuenta que la energia de las ondas electromagnéticas esta
relacionada con su longitud de onda; cuanto menor sea la longitud de onda, mayor
sera la energia. La intensidad del color depende de la cantidad de luz absorbida y
de las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia, de acuerdo con la ley de
Lambert-Beer, Tabla 1 (Carpentieri, 2024).
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Tabla 1 Colorimetria segun su longitud de onda (Agilent, 2021).

390 Violeta Amatrillo-verde
435 Azul Amarillo

495 Verde Morado

560 Amarillo Azul

650 Naranja Azul-verdoso
780 Rojo Verde azulado

5.4.2 Ley de Beer-Lambert

La absorbancia (A o Abs) se mide frecuentemente en la espectroscopia debido a la
relacion lineal entre la concentracion y la absorbancia, segun lo describe la ley de
Beer-Lambert. Esta ley dice que cuando un haz de radiacion electromagnética pasa
a través de un material absorbente, la intensidad de la radiacion incidente sera
mayor que la radiacion transmitida. Para otras aplicaciones el porcentaje de luz
transmitida o absorbida puede ser mas significativo. Al comparar las propiedades
Opticas de un material, por ejemplo, puede ser mas util comparar la diferencia
porcentual de transmision o absorbancia. La mayoria de los sistemas de
espectrofotometro permiten convertir los datos recopilados entre los parametros de
uso comun. El analisis cualitativo se basa en la especificidad de la espectroscopia.
De hecho, las muestras absorben luz de una o mas longitudes de onda distintas,
con valores maximos de absorbancia especificos. Por ello, cada muestra posee un
espectro caracteristico y Unico que permite su identificacion. Esto se logra, en
particular, comparando el espectro de la muestra con los espectros de compuestos
puros conocidos (Agilent, 2021).

5.4.3 Funcién de la absorciéon de la luz

La absorcion de luz se puede utilizar en quimica analitica para la caracterizacion y
determinacion cuantitativa de sustancias. En este método, la muestra se ilumina con
rayos electromagnéticos de diversas longitudes de onda en el espectro visible (Vis,
es decir, los diferentes colores) y rangos adyacentes, como el ultravioleta (UV) y
parte del infrarrojo inferior (IR cercano). Dependiendo de la sustancia, la luz se
absorbe parcialmente. La luz restante, es decir, la luz transmitida, se registra en
funcién de la longitud de onda mediante un detector adecuado, o que proporciona
el espectro de la muestra (Fig. 9). Como resultado, dado que cada sustancia
absorbe la luz de forma distinta, existe una relacion Unica y especifica entre la
sustancia y su espectro. El espectro puede utilizarse para identificar o cuantificar
una sustancia (Cosimo, 2025).
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Fig. 9 Absorcién de luz. La luz que pasa a través de una solucién de muestra es absorbida
parcialmente por los componentes (Agilent, 2021).

El material experimenta fases de excitacion y reexcitacion al absorber la luz,
creando el espectro. Cuando una onda electromagnética incide en la materia, puede
experimentar diversos procesos, como la transmision, la absorcion, la reflexion y la
dispersion. En el momento que la estructura de una molécula o ion se transforma
electronicamente por la radiacion, el objeto exhibe absorcidon en el intervalo visible
o ultravioleta. Al ser absorbida la luz por la muestra en el intervalo ultravioleta o
visible, las moléculas se alteran electronicamente. Por lo tanto, los electrones son
promovidos desde su Orbita fundamental a 6rbitas de mayor energia, excitadas por
la energia de la luz absorbida u 6rbita antienlazante. Los espectros obtenidos son
muy Utiles para mediciones cuantitativas de un compuesto especifico. De hecho, la
concentracion de un analito en solucidon se puede determinar midiendo la
absorbancia a una longitud de onda especifica. A partir del valor de absorbancia de
la muestra, se puede calcular su concentracion (Alaboodi, 2025).

6. Alfa-1-Acida Glicoproteina (AGP)

La AGP es una de las proteinas de fase aguda. Desde su descubrimiento en 1950
se ha reportado una cantidad considerable de actividades de importancia fisiologica,
como efectos inmunomoduladores, inhibicion plaquetaria, inhibicion de quimiotaxis
de neutrdfilos, la respuesta a la proliferacidén de linfocitos, union a farmacos basicos
y neutros. Tiene un peso molecular de 41-43 kDa y esta constituida
aproximadamente por un 45% de carbohidratos. Es una de las proteinas mas
altamente glicosiladas; el 12% de su peso esta constituido por acido sidlico como
azucares terminales unidos a galactosa, lo que le confiere un punto isoeléctrico de
2.8 a 3.8 modulando su interaccién célula-célula, célula-matriz y sefalizacion
celular, entre muchos otros. La proteina tiene una cadena polipeptidica Unica de
183 aminoécidos (Fournier, 2000).
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La AGP posee la capacidad de union a farmacos la cual es saturable y desplazable
provocando posible intervencion para la interaccion farmaco-farmaco o
consecuencias toxicoldgicas. Se ha visto aumentada su concentracion sérica en
diferentes enfermedades como el cancer, enfermedades autoinmunes y diabetes,
entre otras. Dichos cambios en su concentracién pueden modificar la fraccion libre
de farmacos en el plasma afectando su disposicion farmacocinética y su accién
farmacolégica. Se ha demostrado que muchos farmacos tienen tendencias
preferentes ala AGP; por tanto, si se tiene un mayor entendimiento de su interaccion
se puede aprovechar para el descubrimiento y desarrollo de farmacos (Huang,
2013).

Durante la reaccién inmunolégica de fase aguda, las formas con glicanos complejos
se producen preferentemente sobre las formas diantenarias. Se han encontrado
variaciones de glicosilacion de AGP en diversas enfermedades. Las glicoformas de
proteinas plasmaticas ricas en N-glicanos de tipo complejo diantenario (tipo 1)
aumenta en infecciones agudas, mientras que en algunas enfermedades con
cambios inflamatorios cronicos, aumentan los N-glicanos méas ramificados (tipo I1)
(Mackiewicz, 1994).

Se observaron valores normales o disminuidos de los coeficientes de reactividad de
la AGP en pacientes con una enfermedad de mayor duracion. Junto con hallazgos
previos que sugieren que las citocinas controlan la glicosilacion de las proteinas de
fase aguda, estos resultados indican que las diferencias en la microheterogeneidad
de la AGP en la artritis reumatoide tempranay de larga evolucion reflejan diferencias
en la accidn de las citocinas en diferentes etapas de la enfermedad (Biou, 1987). La
inflamacion aguda, asi como la cirrosis, inducen aumentos en las moléculas de AGP
a-1,3-fucosiladas, detectadas inicialmente por la disminucién de la union a Con Ay
posteriormente por la reactividad de la AGP, presumiblemente con tres o mas
unidades de N-acetil-lactosamina fucosiladas, hacia la lectina de Aleuria aurantia
gue se une a la fucosa, en la afino-inmunoelectroforesis cruzada de sueros
humanos (De Graaf, 1993).

7. Justificacion

Los niveles séricos de la glicoproteina AGP se encuentran elevados en gran
cantidad de padecimientos. La alteracidén en la ramificacion de los glicanos que la
conforman ha sido motivo de amplio estudio ya que se han visto niveles elevados
de fucosa en varias patologias como enfermedades autoinmunes, diabetes y
neoplasias malignas (relacionando estas Ultimas con la gravedad de la enfermedad
y metastasis). En el contexto en este trabajo se determinaron los niveles de fucosa
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de la glicoproteina alpha-1- acida (AGP) a través de un inmunoensayo ELISA-lectina
como parte de un estudio que pudiera ser de utilidad como biomarcador a futuro.

8. Objetivo General

Estandarizacion de la metodologia a emplear en la deteccién de los niveles de
fucosa de la proteina AGP.

8.1 Objetivos Particulares
Estandarizar la prueba puesta en marcha de la técnica de ELISA-lectina

9. Metodologia

Poblacién bajo estudio: se trabajaron muestras séricas de sujetos sanos del sexo
femenino en un rango de edad de 25 a 70 afios, que fueron donadores en el banco
de sangre bajo consentimiento informado con la aplicacion de un protocolo
registrado y autorizado por el Comité de Bioseguridad del INER.

Se emplearon anticuerpos primarios y secundarios marcados con peroxidasa anti-
AGP policlonales de conejo anti-humano (BIOSS. BS6852R). La titulacion de
anticuerpos y lectina empleados en este ensayo, asi como la preparacion de
estandares y controles, fueron realizados con anterioridad a este estudio.

Deteccion de Fucosa 1-6: para la deteccidon de la fucosa se utilizé la lectina de
Aleuria aureantia (AAL) la cual detecta uniones alfa 1-6 NAcGIc.

Se determinaron tres condiciones de ensayo en las que se aplicaron variantes en la
concentracion de muestra (Tabla 2), temperatura (Tabla 3), tiempo (tabla 4) y buffers
(tabla 5).

Tabla 2 Diluciones seriadas de las muestras séricas

|

1:2
1:4

1:8
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Tabla 3 Temperaturas consideradas en los pasos correspondientes a las incubaciones

Temperatura

Temperatura ambiente

4°C

37°C

Tabla 4 Tiempos considerados en los pasos correspondientes a las incubaciones

Tiempo

Toda la noche

4 h

3h

Tabla 5. Buffers utilizados en la preparacion de muestra y lavados de placa de ELISA

Buffer

Tris Salino Boratos (TBS)

Tris Salino Fosfatos (PBS)

PBS / calcio y magnesio.

Se recubrio la placa de 96 pozos de poliestireno con el anticuerpo de captura anti-
AGP de conejo anti-humano, se incubo a los diferentes tiempos y a las diferentes
temperaturas. Una vez transcurrido esto la placa se bloqueé con 200 pl de Albumina
al 3% en PBS, Tween 20 al 0.05% (PBST). Las muestras séricas se prepararon en
los buffers y a las diluciones antes mencionadas.

Intra-ensayo: se evaluaron 3 muestras séricas diferentes con 5 réplicas cada una.
Inter-ensayo: se evaluaron 3 muestras con 3 réplicas y se procesaron en 3
diferentes dias.

Se colocaron 100 pl por pozo de muestra y se incubaron; posteriormente se adiciona
la lectina (AAL) marcada con peroxidasa a la concentracién Optima previamente
determinada (20 mg/mL). Se revelé con ortofenilendiamina (OFD) en buffer de
citratos por 20 min. Se detuvo la reaccién con acido sulftrico 2.5 N y se registro la
absorbancia (DO) a 450 nm en un espectrofotometro.
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Se procesaron blancos de muestra y de lectina, asi como un control negativo y uno
positivo. Entre cada paso del inmunoensayo se realizaron cinco lavados de tres
tiempos cada uno con los diferentes buffers.

Andlisis de informacidn. Los datos se analizaron con el programa Microsoft Office
Excel 365.

10. Resultados

La dilucién 6ptima de la muestra se establecié para aquella que alcanzd una mayor
densidad de absorbancia; el control negativo se caracterizé por una menor
intensidad de absorbancia, asi como un valor negativo para los blancos de lectina 'y
de reaccion. Bajo estos datos se seleccionaron las mejores condiciones para el
ensayo, obteniendo una temperatura de incubacion del anticuerpo de captura de 3
h a 37°C; la dilucién éptima de muestra 1:4; los tiempos de incubacién fueron de 3
h a 37° C para muestras y toda la noche a 4° C, para el bloqueo. Los buffers éptimos
fueron PBS/con calcio y magnesio, para los lavados y dilucion de la muestra,
respectivamente.

Estudio intraensayo (precision)

Se analizaron tres muestras seéricas con cinco réplicas cada una (Tabla 6),
incluyendo el control positivo AGP Sigma, el control negativo (ALB), un blanco de
lectina (LEC) y un blanco de muestra (BCO). A los valores de absorbancias (DO)
se les calcul6 el promedio geométrico, la desviacion estandar (SD) y el coeficiente
de variacion en porcentaje (CV%) (Tabla 7).

Tabla 6. Resultados de los niveles de fucosa de la proteina AGP expresados en DO
de tres muestras procesadas con cinco réplicas cada una.

Réplicas
---\--
0.943 0.968 0.83
2 0.511 0.325 0.563 0.452 0.39
3 0.272 0.21 0.198 0.16 0.189

Tabla 7. Valores calculados a partir de las DO de las tres muestras y sus cinco
réplicas, asi como el control positivo de AGP, un control negativo (ALB), los blancos
para lectina (LEC) y muestra (BCO).
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1

PROMEDIO VAR%
13

0.956 0.09
2 0.448 0.09 0.89
3 0.272 0.04 0.2
AGP 0.22 0.09 0.7
ALB 0.09 0.02 0.02
LEC 0.1 0.04 0.01
BCO 0.08 0.01 0.01

Estudio inter-ensayo

Se realiz6 con tres muestras séricas y tres réplicas de cada una procesadas en tres
diferentes dias, con un total de nueve lecturas para cada muestra, incluyendo el
control positivo AGP Sigma, el control negativo (ALB), el blanco de lectina (LEC) y
el blanco de muestra (BCO) (Tabla 8). A los datos de DO se les calcul6 el promedio
geomeétrico, la desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variacién en porcentaje
(CV%) (Tabla 9).
Tabla 8. Resultados de los niveles de fucosa de la proteina AGP expresados en DO
de tres muestras con tres réplicas cada una y procesadas en tres diferentes dias.

a

No.
réplicas

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

C

Bco.
Lectina

Bco.
Reaccion

I

I

2

0.963

0.956

1.33

0.117

0.08

0.116

0.049

0.743

0.81

1.16

0.19

0.1

0.119

0.07

0.92

127

0.125

0.11

0.023

0.055

0.78

0.799

11

0.112

0.09

0.13

0.087

0.92

0.68

112

0.126

0.118

0.092

0.06

0.815

0.91

1.46

0.122

0.12

0.096

0.052

0.9

0.75

1.08

0.12

0.087

0.12

0.06

0.86

0.865

1.23

0.21

0.119

0.17

0.053

11

0.673

0.97

0.36

0.105

0.14

0.082
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Tabla 9. Pardmetros calculados a partir de las DO de tres muestras con tres réplicas

cada unay procesadas en tres diferentes dias.

0 89 O 11 1. 27

2 0.81 0.1 1

3 1.19 0.14 2.1

AGP 0.16 0.08 0.6
ALB 0.11| 0.015 0.2
LEC 0.11 0.04 0.2
BCO 0.063 0.01 0.01

El valor de corte fue de 0.11 unidades de DO por lo que todas las muestras por arriba
de ese valor fueron consideradas positivas. Se observa especificidad en el ensayo
ya que el control negativo y los blancos mostraron valores negativos, mientras que
el control positivo dio lectura por arriba de esos valores (Fig. 10).

D.O.

14

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Inter-ensayo

muestral muestra2 muestra3

c+ Cc-

BCO 1 BCO2

Fig. 10. Valores del promedio de los niveles de fucosa de la proteina AGP
expresados en DO de las 3 muestras procesadas. Muestra 1-3 (muestra sérica); c+
(AGP); c- (ALB); BCO1 (blanco de lectina); BCO2 (blanco de reaccion sin muestra).
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11. Discusién

Al considerar diferentes variables implicadas (concentracion, temperatura, tiempo y
buffers) en el inmunoensayo ELISA para su evaluacion, se determinaron las
condiciones Optimas para la determinacion de un parametro especifico que
involucra su deteccion a traves del reconocimiento de una lectina. En este caso, la
lectina AAL reconoci6 las uniones a fucosa y se considerd positivo al encontrar
valores de absorbancia elevados, principalmente en la muestra 3 con un valor
cercano a 1.2 de absorbancia, comparado con un control positivo como referencia.
Todos los valores obtenidos en la muestra fueron superiores al control negativo, con
un valor de corte de 0.11 y un blanco de reaccién con valor cercano a cero. Se
evalué lainespecificidad del método por uniones de lectina con un blanco sin lectina
el cual se encontr6 muy cercano al blanco de reaccidon que contiene todos los
reactivos menos la muestra sérica, 0.11 y 0.06, respectivamente.

Con la finalidad de establecer un ensayo con precision y exactitud se realizé un
intra-ensayo y un inter-ensayo basados en la reproducibilidad al realizar réplicas de
la misma muestra en un mismo dia y en diferentes dias. Se obtuvo un CV por debajo
del 2% y del 3%, respectivamente, que es lo esperado y que a su vez indica que el
ensayo tiene repetibilidad y reproducibilidad (Ochoa, 2000; Choquehuanca, 2019).

12. Conclusioén

En este trabajo se estandarizé el Inmunoensayo ELISA con una variante de lectina
(ELISA-LECTINA) para la deteccion de carbohidratos. Lo anterior permitira la
determinacién de los niveles de fucosa unidos en posicion alfa-1,6 por medio de su
union a la lectina de Aleuria aureantia (AAL) de la estructura de glicanos de la
proteina alfa 1-a4cida (AGP) a través de una deteccion espectrofotométrica. El
trabajo indica que los valores obtenidos con esta metodologia presentan
especificidad y precision.
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