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Resumen

Las técnicas inmunoldgicas que utilizan anticuerpos han sido muy empleadas desde su aparicion,
actualmente son herramientas elementales no sélo para la investigacion basica y clinica, sino para
el diagnostico de muchas enfermedades. Esto se debe a su y especificidad y reproducibilidad hacia
antigenos por parte de anticuerpos especificos obtenidos de diversas moléculas pequefias y grandes,
muchas de ellas proteinas. Las técnicas de tincién por inmunofluorescencia (IF) y de ensayos de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en inglés) son parte de estas técnicas im-
portantes, por lo que entender sus tipos o variantes que existen y las diferencias entre estas técnicas
es hasico para utilizarlas adecuadamente y obtener el maximo provecho de cada una de ellas. Estas
técnicas junto a la electroforesis de proteinas nos permiten identificar proteinas diferentes en una sola
muestra, su localizacion en un tejido, su presencia 0 ausencia, también poca o mucha abundancia
de la proteina en ese tejido o células. Aqui revisaremos los pasos generales de estas técnicas, sus
aplicaciones y los detalles técnicos a considerar si vamos a empezar a trabajar con alguna de ellas.

Abstract

Immunological techniques that use antibodies have been widely used since their appearance a few
decades ago. Currently, these are elementary tools not only for basic and clinical research, but also for
the diagnosis of many diseases. This is due to its specificity and reproducibility given by the antigen-
antibody interaction, which allows the identification of various small and large molecules, many of
them proteins. Immunofluorescence staining (IF) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
techniques are part of these important techniques, so understanding their types or variants that exist
and the differences between these techniques is essential to use them properly and get the most out
of each of them. These techniques, together with protein electrophoresis, allow us to identify different
proteins in a single sample, their location in a tissue, their presence or absence and also their low or
high abundance in a tissue or group of cells. Here we will review general steps of these techniques,
their applications and the technical details to consider if we are going to start working with them.

INTRODUCCION

Hoy en dia las investigaciones experimentales emplean diversas técnicas mo-
leculares que utilizan anticuerpos, todas ellas son similares en su fundamento
molecular para agilizar su uso y brindar una mayor facilidad y comprension de

Citar como: Martinez-Flores K, Zamudio-Cuevas Y, Fernandez-Torres J, Lopez-Macay A. Técnicas para
la determinacion de proteinas: inmunofluorescencia y ELISA. Invest Discapacidad. 2024; 10 (2): 135-144.
https://dx.doi.org/10.35366/116874

% www.medigraphic.com/rid



136 Martinez-Flores K y cols. Técnicas para la determinacion de proteinas: IF y ELISA

la técnica a la hora de utilizarlas. En esta revision
hablaremos primero de dos de ellas, la inmunofluo-
rescencia (IF) y el ensayo de inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA), existen también otras como la
electroforesis de proteinas mejor conocida por Wes-
tern blot, manchas de punto (Dot blot) y electroforesis
bidimensional. Tanto la inmunofluorescencia como
la ELISA tienen un fundamento similar, basado en el
uso de anticuerpos especificos para la deteccidén de
proteinas, aqui se explicaran las pequenas variantes
de su uso y aplicaciones. En esta revision daremos
sugerencias de los pasos generales a seguir de todas
estas técnicas y detalles técnicos importantes para un
resultado exitoso. Hoy en las técnicas de IF y ELISA
se emplean para evaluar biomarcadores predictivos
y pronésticos en diversas neoplasias malignas. Por lo
gue el objetivo de esta revision no solo es describir en
gué consisten y su importancia para la determinacion
de proteinas, sino brindar un panorama general de lo
qgue implica el uso correcto y diferenciacion de cada
una para elegir la mejor para nuestro experimento.

INMUNOFLUORESCENCIA

La IF comprende un conjunto de técnicas que utilizan
sustancias fluorescentes (fluorocromos) unidos a an-
ticuerpos, que permiten detectar la presencia de una
proteina o péptido en células sembradas o en cortes
de tejidos. La diferencia con la inmunohistoquimica
(IHC) es que en esta ultima la deteccion se hace
por una reaccion enzimatica colorida acoplada a los
anticuerpos y no por fluorocromos. La IF tiene como
finalidad visualizar proteinas por interaccion con sus
antigenos y la union a anticuerpos comerciales que

A) Inmunofluorescencia directa

Fluoréforo —\

Anticuerpo primario

N Laminilla con

/_ células fijadas

pueden estar acoplados a fluorocromos permitiendo su
identificacion por microscopia de fluorescencia; otras
moléculas que no son ni proteinas ni péptidos también
pueden identificarse por microscopia de fluorescencia
a través de autofluorescencia o pueden marcarse con
algun colorante, desde células, componentes celula-
res, moléculas inorganicas u organicos, nanotubos
entre otras.'?

En la presente revisidn sélo nos enfocaremos a la
IF de proteinas y péptidos que puedan ser reconocidas
por anticuerpos. La identificacibn de componentes
celulares por inmunofluorescencia incluye por lo
menos a: nlcleo, nucléolos, citoplasma, membrana
citoplasmatica y nuclear, cromosomas, centriolos,
centromeros y vesiculas.®*

TIPOS DE INMUNOFLUORESCENCIA
IF directa

La técnica implica la formacion de un complejo simple
antigeno-anticuerpo que esta marcado con un anti-
cuerpo acoplado a un fluorocromo. Esta técnica se
aplica para células fijadas o cortes de tejido usando
anticuerpos especificos hacia la proteina blanco que
queremos analizar (Figura 1A). La Tabla 1 muestra
algunos de los fluorocromos mas utilizados con su
rango de emision, el de excitacién muchas veces se
coloca al lado del nombre.

Un fluorocromo se caracteriza por ser una molé-
cula que absorbe la energia de la luz de una cierta
longitud de onda y emiten esa luz a una longitud de
onda mas amplia. La «longitud de onda» se define
como la distancia entre dos picos o valles sucesivos

B Inmunofluorescencia indirecta
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Figura 1: Esquema de los tipos de inmunofluorescencia. A) Directa. B) Indirecta, se coloca como ejemplo la tincion de células
fijadas en laminillas pero puede aplicarse a cajas Petri, pozos o botellas de cultivo o cortes de tejido. El recuadro verde indica las

regiones Fab y Fc de un anticuerpo.
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Tabla 1: Fluorocromos cominmente
usados y su longitud de emision.

Fluorocromo Filtro de emision (nm)

Alexa Fluor® 488 525
Alexa Fluor® 546 573
Alexa Fluor® 594 617
Alexa Fluor® 647 665
Alexa Fluor® 680 702
Alexa Fluor® 790 814
FITC (fluoresceina) 525
PE (ficoeritrina) 578
PerCP 695

APC (aloficocianina) 660
Pacific Blue® 440

FITC =5-isotiocianato de fluoresceina.

de una onda de luz. Las longitudes de onda que se
usan en microscopia estan dentro del espectro visible
entre 400y 700 nm, el espectro UV debajo de 400 nm
y el espectro IR que comienza a 700 nm. Por lo tanto
hablamos de espectro de absorcion y emision de un
fluorocromo. Para que funcionen como marcador los
fluorocromos, deben contener grupos quimicos capa-
ces de formar enlaces covalentes con moléculas de
proteinas, emitiendo alta fluorescencia en el espectro
visible con una coloracion diferente a la emitida por los
tejidos. Uno de los fluorocromos mas empleados es
la isotiocinato de fluoresceina (FITC), de color verde,
con longitudes de onda méximas de absorcion y emi-
sion de 490 y 520 nm, respectivamente. La rodamina,
otro agente utilizado en inmunofluorescencia directa,
de color rojo cuyas longitudes de onda maximas de
absorcion y emision son 520 y 610 nm.

IF indirecta

Esta técnica esta basada en el reconocimiento de
antigenos nativos de la proteina que queremos
estudiar o evaluar por parte de un anticuerpo.® Se
utiliza un anticuerpo antiinmunoglobulina humana,
gue llamamos anticuerpo secundario producido
en ratén, conejo, cabra o cobayo, dirigido contra
las fracciones constantes (Fc) de las inmunoglo-
bulinas IgG, IgA o IgM. El anticuerpo secundario
esta acoplado a un fluoréforo y se puede utilizar
en concentraciones que van desde 1:100 (uno en
cien) a 1:400 (Figura 1B). La IF directa e indirecta
tienen los mismos pasos, la diferencia sera que en
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la indirecta agregaremos después de incubar y lavar
el primario un anticuerpo secundario acoplado a un
fluorocromo, por lo tanto, también se incubara y se
lavara. Los pasos mas importantes se mencionan a
continuacion y se pueden observar en la Figura 2.

1. Fijacion: se preserva la localizacion, composicion y
estructura del material biologico y la inmovilizacion
de los antigenos.

2. Permeabilizacioén: se producen poros en las mem-
branas celulares permitiendo el ingreso de los
anticuerpos a la célula.

3. Bloqueo: el objetivo es impedir interacciones
inespecificas de los anticuerpos con el material
biologico a analizar. De esta manera se reduce la
marcacion inespecifica.

4. Tincion: este paso es crucial ya que aqui se colo-
can los anticuerpos previamente preparados a una
dilucién especifica. Posteriormente a la tincidén del
blanco que le interesa se pueden tefiir los nicleos
con un colorante como DAPI o Hoescht.

5. Montaje: este paso es importante para la pre-
servacion de la muestra, ya que debe conservar
y aislar la muestra de factores que aceleren su
degradacion, contaminacion y estabilidad para su
adecuada observacion y analisis posterior.

6. Analisis al microscopio: implica el uso de un sis-
tema de microscopia adecuado para visualizar la
marca en nuestra muestra.

Detalles del protocolo de marcaje

El protocolo de marcaje en el caso de cultivos celulares
incluye sembrar la densidad de células adecuada para
el tipo de analisis u observacion que queremos hacer,
normalmente una densidad cercana a 70% de células
en pozos, cajas o laminillas es adecuada, ya que esto
permite que las células estén bien distribuidas en el
campo visual del microscopio, extendidas sobre la
superficie y que tengamos una cantidad representativa
de las mismas. En el caso de tejidos congelados, estos
se cortan en micrétomo o criostato cortando el tejido
a un grosor adecuado que se desee y en el caso de
la inclusion en parafina, la fijacion se puede realizar
después de desparafinar las muestras.®

En los cultivos celulares y tejidos, la fijacion es un
paso crucial y se pueden utilizar diversos compuestos
quimicos, que pueden ser: 1. Agentes entrecruzantes,
siendo el mas utilizado el paraformaldehido ya que
permite una fijacion poco agresiva y adecuada para
los cultivos in vitro en porcentajes que van de 2 a 4%
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Pasos generales de la tincién por inmunofluorescencia
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Figura 2: Esquema de los pasos de una tincidn por inmunofluorescencia indirecta.

por no mas de 20 min. El glutaraldehido, formaldehido
y formalina también pueden ser usados en concen-
traciones abajo de 4%. 2. Solventes organicos, el
isopentano y metanol absolutos se usan para la fija-
cion de muestras congeladas previamente enfriados
debajo de -70 °C o en nitrégeno liquido.” Después de
la fijacion las muestras se lavan con una mezcla de
una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS por sus
siglas en inglés) y albumina de suero bovino (PBS/
albimina 1%) por 1 min cada lavado en promedio.®
La permeabilizacién de las muestras permite la
entrada de los anticuerpos para marcar componentes
intracelulares por lo que habra que probar la concen-
tracion y el tiempo de fijacion adecuados para cada
tipo de muestra. El triton X100, de 0.1 a 1% por 10
min es el mas comun pero también pueden usarse
otros como la saponina (0.5%) o digitonina 100 uM
o algun otro producto comercial. Posteriormente
de la permeabilizacion las muestras se lavan con

Invest Discapacidad. 2024; 10 (2): 135-144

PBS/albumina nuevamente un par de veces para el
siguiente paso.’®

El bloqueo se realiza para bloquear uniones ines-
pecificas de los anticuerpos con proteinas que no son
de interés. Este bloqueo se realiza con el uso de una
solucion de albumina a 1% con PBS de 20-40 por
min aproximadamente (también se pueden utilizar
sueros comerciales de cabra, rata, burro entre otros),
posteriormente se retira la solucién para colocar el
anticuerpo primario.

Recuperacion antigénica. En el caso de muestras
de inmunohistoquimica existe un paso frecuente que
es la recuperacion antigénica, que se puede utilizar
en muestras de células fijadas en algunos casos que
sea necesario. Esta consiste en la restauracion de la
estructura del antigeno recuperando la inmunoreac-
tividad y permitiendo obtener resultados éptimos.
Existen tres métodos: calor, digestion enziméatica y
calor + digestién enzimatica. El méas utilizado es el
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de calor, ésta se puede realizar en promedio a 92 °C
por 20 min, se recomienda posteriormente colocar el
anticuerpo ya que al disminuir la temperatura se pierde
la exposicién y forma del antigeno.

La colocacion del anticuerpo primario es crucial ya
que éste es quien reconocera de manera especifica a
la proteina de interés. Por lo tanto, elegir un anticuer-
po adecuado es muy importante, ademas de probar
diluciones del mismo para ver cual funciona mejor
dependiendo de nuestra muestra. La seleccion de un
anticuerpo debe considerar algunas cosas, por ejem-
plo; debemos preguntarnos si el anticuerpo elegido es
el adecuado para la aplicacion ya que las empresas
nos ofrecen distintos con diferentes aplicaciones, por
lo que también hay que verificar si es el adecuado
para IF o IHQ ya que se manejan diferentes diluciones
dependiendo de las aplicaciones 0 a veces no garan-
tiza el vendedor que funcionen adecuadamente para
alguna de estas aplicaciones.'01

La seleccion de la especie huésped donde se
origino el anticuerpo también es importante a la hora
de seleccionarlo, ya que algunos pueden ser de ra-
tén, humano o rata. Si el anticuerpo es monoclonal o
policlonal puede afectar la afinidad a la proteina de
interés, especialmente si es poco abundante o no esta
en la superficie de la célula. El anticuerpo monoclonal
se fabrica utilizando células inmunes idénticas que son
todos clones de una célula parental especifica, mien-
tras que el policlonal reconoce multiples epitopos en un
antigeno ya que se forman por multiples células, son
robustos, pero tienen una alta variabilidad. El precio del
anticuerpo puede ser mas alto si es monoclonal o si es
una proteina poco usada en el mercado. El anticuerpo
primario por lo general se usa en diluciones de 1:100 o
1:200 dependiendo de la calidad y la marca, se puede
dejar toda la noche (overnight) o por lo menos unas
cuatro horas dependiendo de la muestra, dilucién y
afinidad del anticuerpo.

El uso del anticuerpo secundario apropiado implica
el adecuado reconocimiento del primario que usare-
mos, es decir que reconozca el isotipo de inmunog-
lobulina o fracciones Fc (fraccion cristalizable) o FAB
(fragmento de union al antigeno) (Figura 1), también
aqui consideramos si el anticuerpo es monoclonal o
policlonal. Por ejemplo, si el anticuerpo primario es de
ratén debemos elegir un secundario anti-raton; pero si
es el primario es anti-cabra debemos elegir entonces
un secundario anti-cabra.

La inmunotincién con dos anticuerpos, ya sea en
cultivos celulares o en cortes de tejidos requiere que
los anticuerpos primarios se generen en diferentes es-
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pecies y que los anticuerpos secundarios reconozcan
una de las especies exclusivamente. La revision de
articulos o las hojas técnicas del protocolo con ejem-
plos de usos de anticuerpos puede ayudar con pasos
extra o tips para que tengamaos un correcto marcaje y
visualizacion de nuestra marca de interés.*?

En el uso de anticuerpos secundarios los fluoréfo-
ros o fluorocromos son muy importantes ya que estos
son los que nos permiten visualizar a nuestra proteina
por microscopia de fluorescencia. Estas moléculas se
acoplan a los anticuerpos secundarios y al excitarlas
con un sistema de emision de luz (UV, LED), a través
de un filtro de excitacién estas moléculas son capaces
de absorber fotones de alta energia y emitir fotones
de menor energia (mayor longitud de onda). Esta luz
podemos detectarla con filtros especificos de emision
en un color especifico. Por lo anterior, debemos elegir
un fluorocromo cuya emision de luz esté en el rango de
deteccién del microscopio que vamos a utilizar, ya que
de otra manera podemos tener muy poca fluorescencia
0 nula y pensar que nuestra tincion no fue adecuada
o que el anticuerpo no funciona. Un ejemplo de esto
seria que quisiéramos ver la emision de un anticuerpo
acoplado a un fluorocromo A que se excita en 790 nm
y emite en 814 nm y que sOlo tuviéramos un filtro de
deteccion de la emision que llegue a 600 nm, por lo
que no alcanzariamos a detectar esta emision (Figura
3). También es comun utilizar anticuerpos cuyo pico
de emisién puede sobrelaparse con otros como utilizar
un color verde y un naranja, normalmente estos colo-
res se asocian a rango de excitacion y emisiéon entre
488-525 y 546-573 nm respectivamente (Figura 3).*2
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Figura 3: Diagrama del espectro de absorbancia de fluorocro-
mos que absorben y emiten luz a diferentes longitudes de onda.
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La epiluminiscencia y microscopia confocal pueden
emplearse para detectar estos fluorocromos en la in-
munofluorescencia directa, la cual se emplea en células
fijadas o en cortes de tejido empleando los anticuerpos
especificos de la proteina de interés.

En el montaje de la muestra previo a su observa-
ciébn podemos usar un producto comercial (gelatina de
glicerol, 3'3’tiodietanol (TDE), Aquatex®) o utilizar una
mezcla de una solucion amortiguadora como el PBS
con glicerol 1:1 a pH 8 y con azida de sodio para evitar
la contaminacion de la muestra. Estas soluciones se
colocan en las laminillas cubriendo la superficie de la
muestra y después de tehirla con los anticuerpos (es-
tas soluciones pueden traer colorantes para el nucleo).
Después se puede colocar alguna solucién comercial
para fijar el portaobjetos con un cubreobjetos o tam-
bién se puede colocar barniz transparente hasta que
se seque. Finalmente, al seleccionar el microscopio
debemos revisar qué tipo de sistema necesitamos,
es decir un microscopio convencional o invertido,
dependiendo del tipo de cajas de cultivo, laminillas,
placas de cultivo o soportes donde vayamos a realizar
la tincidn y verificar que no necesitemos adaptadores
adicionales para su observacion.'*1°

La configuracién del microscopio y la seleccidén de
controles internos son pasos criticos para la obtencién
de imagenes de IF:

1. Utilizar muestras incubadas sélo con el anticuerpo
secundario para evaluar el ruido de fondo y el po-
tencial marcaje no especifico (control negativo).

2. Utilizar muestras de expresién muy baja de la
proteina de interés y muestras que sobreexpresen
la proteina de interés (control negativo y positivo
respectivamente).

3. Simas de un anticuerpo se utiliza, se deben utilizar
algunas muestras que estén incubadas con un
Unico anticuerpo.

4. Es imprescindible utilizar fluor6foros que tengan
longitud de onda de emisién/excitacion compatibles
con el microscopio que estamos utilizando.

5. Ademas la optimizacion del protocolo (condiciones
de bloqueo, tiempos de incubacién, dilucion del
anticuerpo, permeabilizacion, etc.) es fundamen-
tal para reducir la sefial de fondo (background)y
mejorar las imagenes.

APLICACIONES

La técnica de IF junto a la IHQ son herramientas
utilizadas con fines de investigacién basica y cli-
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nica desde hace mucho tiempo, sin embargo en
el diagnéstico clinico se ha consolidado como una
herramienta muy importante para muchas enfer-
medades que incluyen cancer, enfermedades au-
toinmunes, genéticas, musculares, degenerativas,
infecciosas.'®18 La identificacion de antigenos de
bacterias en tejidos animales infectados fue el ori-
gen de la inmunofluorescencia, por lo que igual que
la IHQ tiene la ventaja de marcar microorganismos
0 moléculas pequenas en las células haciendo mas
facil su identificacion y localizacion, desde bacterias,
anticuerpos, virus, complejos inmunes en biopsias
entre otros;'° sin embargo, la IF puede marcar mas
de dos moléculas en la misma célula y si bien un
analisis microscoépico por IHQ puede ser rapido, el de
IF puede dar datos cuantificables, por ejemplo un en-
sayo de IF que detecte anticuerpos en tejido humano
proporcionara informacion valiosa sobre el potencial
de un anticuerpo como tratamiento terapéutico. En
investigacion basica y clinica se aplica para estudiar
procesos celulares, su disfunciéon o cambios de mor-
fologia en organélos, desregulacion de la expresion
génica y proteica, alteraciones cromosdmicas, vias
de activacion inmunoldgicas, entre muchas otras.?%-22

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Las técnicas y métodos de andlisis que emplean
enzimas para mostrar reacciones de anticuerpos
contra antigenos se denominan inmunoensayos
enzimaticos o EIA por sus siglas en inglés. Estos
ensayos se caracterizan por emplear las propie-
dades cataliticas de las enzimas para detectar y
cuantificar reacciones de tipo antigeno-anticuerpo.
El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay o ELISA) es
una técnica heterogénea que se utiliza en analisis
clinicos y en investigacion.?324

La técnica es un método analitico cuantitativo que
muestra reacciones antigeno-anticuerpo a través
de cambios de color, mediante el uso de enzimas
y un sustrato enzimatico. Sirven para identificar la
presencia y concentracion de moléculas en diversos
fluidos bioldgicos (suero, orina, liquido sinovial, liquido
cefalorraquideo, entre otros), tales como: péptidos/
proteinas, hormonas, vitaminas y farmacos con un
alto nivel de especificidad frente a los anticuerpos o
antigenos desarrollados para ellas.?>2® Se emplea
una curva patrén de la molécula de interés, para
comparar entre la muestra problema y una concen-
tracion conocida de esa molécula de referencia. Este
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método también se puede utilizar para medir incluso
sustancias en concentraciones muy bajas sin riesgo
de interferencias.?327

El principio bésico del ELISA se remonta a 1944
con el radioinmunoensayo, entre 1966 y 1969, Villejuif
y colaboradores acoplaron antigenos o anticuerpos
con enzimas como la fosfatasa alcalina y la glucosa
oxidasa.?® Avrameas y sus colegas describieron el
acoplamiento 6ptimo de estas moléculas mediante
glutaraldehido para utilizar antigenos y anticuerpos
marcados con enzimas en lugar de elementos ra-
diactivos como el yodo, mediante IF, y aplicaron sus
herramientas a la histopatologia.?® En 1980, Siegle y
su grupo de investigacion incorporaron las microplacas
como soportes sélidos para identificar las concentra-
ciones de las proteinas, siendo el que actualmente
se emplea.®? El antigeno se une a la fase sdlida en la
microplaca, éstas pueden ser de poliestireno rigido,
polivinilo y polipropileno. Las microplacas utilizadas
deben poder adsorber adecuadamente el antigeno y
el anticuerpo.®! Es importante que el coeficiente de
variacion de la union a proteinas sea bajo (< 5%) para
gue haya una desviacioén limitada en los valores que
deberian ser idénticos en los resultados del ensayo
entre pozos y placas.?®

Componentes del ensayo de ELISA:

Placas de titulacion

Enzimas

Sustratos

Anticuerpos (primario y secundario acoplado)
Deteccion

agrONE

Las placas de fondo transparente se utilizan para
sefales colorimétricas, mientras que las placas ne-
gras o blancas se utilizan para sefales fluorescentes
y quimioluminiscentes. El recubrimiento de la placa se
logra por adsorcidn pasiva de la proteina al plastico
a través de interacciones hidrofébicas, existen en el
mercado placas recubiertas o pueden recubrirse con
una solucién de proteina de 2 a 10 ug/mL en amorti-
guador de fosfatos (PBS) a pH de 7.4, la microplaca
se deja incubar durante varias horas a 37 °C o toda la
noche a 4 °C o también a temperatura ambiente, de-
pende del proveedor. Las placas recubiertas pueden
usarse inmediatamente o secarse y almacenarse a
4 °C; después de retirar la solucion de recubrimiento
se agrega una solucién de bloqueo (albumina a 1%)
para garantizar que se cubran todas las superficies
de union disponibles. Las enzimas que se utilizan
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son: B-galactosidasa, glucosa oxidasa, peroxidasa
y fosfatasa alcalina. Los sustratos enzimaticos co-
munmente utilizados son: perdxido de hidrogeno y
el fosfato de o-nitrofenil-beta-D-galactopiranésido,
los cuales estan disponibles en forma de tabletas y
producen un color amarillo en las reacciones positi-
vas. Al usar la peroxidasa, se usan como sustratos
al acido-5-aminosalicilico y orto fenilendiamina,
formandose un color marrén que se considera como
una reaccion positiva.?®

Los efectos catabdlicos de las enzimas determinan
la aceleracién y la especificidad de la reaccién enzima-
sustrato, la cual, suele completarse de 30 a 60 min
y se puede detener con hidroxido de sodio (NaOH),
acido clorhidrico (HCI) o acido sulfarico (H,SO,). Los
resultados se cuantifican en un espectrofotometro de
400-600 nm segun las caracteristicas del conjuga-
do utilizado.3?

TIPOS DE ELISA
ELISA directo e indirecto

Se conocen cuatro tipos de ELISA, el directo, indirecto,
competitivo y el tipo sdndwich o emparedado. El ELISA
directo es el descrito originalmente por Perlmann y
Engvall y Van Weemen y Schuurs en 1971,%7 en éste
la superficie de la placa se recubre directamente con el
antigeno, posteriormente un anticuerpo marcado con
una enzima se une y permite la medicion, posterior a
este paso se agrega el sustrato apropiado para pro-
ducir una sefal colorida. El ELISA directo puede usar
tanto antigeno como anticuerpo unido al fondo de la
microplaca, al que se unird un antigeno o anticuerpo
especifico (Figura 4).3334

El ELISA directo es adecuado para determinar la
cantidad de antigenos de alto peso molecular y se
considera el tipo de ELISA mas simple. Se requieren
menos pasos Y es considerablemente mas rapido que
otros tipos de ELISA. Otra ventaja es que se elimina
la posibilidad de reactividad cruzada del anticuerpo
secundario, que puede ocurrir en un ELISA indirecto.

En el ELISA indirecto, es un ensayo parecido al
ELISA directo, pero en dos pasos, lo que permite
amplificar la sefial obtenida En este caso, se utilizan
dos anticuerpos, uno primario y otro secundario, y es
este ultimo el que ird conjugado a una enzima. Los
pasos son los siguientes: a) el antigeno se inmoviliza
sobre una placa; b) se afiade un anticuerpo primario
sin marcar que se une al antigeno de interés (este
anticuerpo es el que proviene del suero o muestra a
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Figura 4: Esquema de los diferentes tipos de ELISA mas utilizados.

analizar); ¢) luego se afade un anticuerpo secundario
marcado con una enzima que se unira al anticuerpo
primario; d) finalmente, se anade el sustrato que al
reaccionar con la enzima proporcionara una sefal
visible que permitird la deteccion y/o cuantificacion
del antigeno de interés.?3:33

Pasos generales de un ensayo de ELISA indirecto:

Se adicionan los antigenos. En algunos casos,
los antigenos pueden unirse covalentemente al
plastico usando luz UV.

Los pozos son lavados para eliminar los antigenos
no unidos. Los lugares no ocupados de las pare-
des de los pozos son bloqueados con proteinas
como gelatina, albumina, o suero bovino rico en
albumina.

Adicion del anticuerpo primario con posteriores
lavados.

Adicién del anticuerpo secundario.

Lavado del anticuerpo secundario no unido.
Adicion del sustrato (reaccion colorida).

o oA
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anticuerpo de captura se une al analito se una al anticuerpo de une a hiotina
deteccion
ELISA competitivo

Los sistemas de ELISA competitivo se utilizan para deter-
minar antigenos, haptenos o anticuerpos. Aqui el ligando
no marcado compite con un ligando conjugado con enzima
por un numero limitado de sitios de enlace con el anticuer-
po inmovilizado, y posteriormente se retira el ligando no
reactante, una vez realizada la reaccién enzimética se
puede relacionar el cambio de color inversamente con la
cantidad de producto que se forma con la concentracién
del ligando no marcado en la muestra problema.> En este
caso hay una proporcion inversa entre la concentracion
del analito y la intensidad de la coloracion resultante, es
decir, cuando la cantidad del antigeno o del anticuerpo
analizado en la muestra problema es baja, se obtendra una
absorbancia alta, mientras que concentraciones mayores
produciran una absorbancia baja.?33336

ELISA tipo sandwich

En el ELISA tipo «sandwich» el antigeno queda in-
movilizado entre dos anticuerpos, uno de captura y
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otro de deteccion también conocidos como pares de
anticuerpos, que se uniran a dos epitopos distintos
de un mismo antigeno. Los pasos a seguir son los
siguientes: a) el anticuerpo de captura se inmoviliza
sobre la placa; b) se afade la muestra que contiene el
antigeno de interés que se unira al anticuerpo de cap-
tura; c) se afiade el anticuerpo de deteccion (acoplado
a una enzima) que se unira al antigeno unido a su vez
al anticuerpo de captura; d) se afade el sustrato que
al reaccionar con la enzima, proporcionara una sefial
visible que permitira la deteccidn y/o cuantificacion del
antigeno de interés.®” Es importante mencionar que
los lavados e incubaciones respectivas de cada uno
de los pasos, son de gran relevancia, ya que de ello
depende el éxito de los resultados.3336

Los ELISAtipo sandwich son de dos a cinco veces
mas sensibles que todos los deméas ELISA se usan
anticuerpos contra dos epitopos diferentes presentes
en el antigeno diana. El anticuerpo de captura se une
al fondo del pozo uniéndose a uno de los epitopos
del antigeno presente en muestra. El anticuerpo de
deteccion se une a un epitopo diferente del antigeno
y esta conjugado a una enzima, por ello tiene més
sensibilidad.3326

APLICACIONES

Las aplicaciones del ELISA son infinitas, desde la
agricultura, artes plasticas y medicina veterinaria. Se
puede utilizar esta técnica para la identificacién de bio-
marcadores para el diagnostico en etapas tempranas
de un cancer. En hepatitis B por ejemplo, donde se de-
tectan antigenos de superficie del virus, o anticuerpos
IgG o IgM contra sus antigenos. En VIH también para
la identificacion de antigenos y anticuerpos o anticuer-
pos antiplaquetarios para purpura trombocitopénica
inmune (PTI) o el lupus sistémico eritematoso. En
palabras de la Dra. Eva Engvall "jParece que no hay
limite para los usos que se le pueden dar al ELISA!" He
recibido muchos honores, pero el verdadero honor es
saber que lo que hicimos hace 35 afios sigue siendo
atil en la medicina y otros campos.25:38-40
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