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RESUMEN

Introduccion. La fibrosis hepética es una patologia de diversas etiologias que
se caracteriza por la acumulacion excesiva de matriz extracelular. El grado mas
alto de fibrosis es la cirrosis hepatica, la cual se caracteriza por ser una etapa
irreversible y cuyas consecuencias son causa de muerte de los pacientes que
presentan la enfermedad. El método més usado para la deteccién y valoracion
de los grados de fibrosis es la biopsia hepatica, la cual presenta varias
complicaciones para el paciente al ser un método invasivo. Se han descritos
diversos marcadores seroldgicos para el diagndstico de la fibrosis, uno de ellos
es el 4cido hialurénico, cuyos niveles se cuantifican en muestras de suero
mediante ELISA. El arreglo en suspension con tecnologia Luminex basado en
el principio de ELISA tipo sdndwich es un método que reduce el tiempo de
obtencion de resultados en comparacién con la prueba ELISA, usando una
cantidad de muestra de menor volumen y genera menos residuos.

Objetivo. Desarrollar un arreglo en suspension basado en esferas magnéticas
carboxiladas fluorescentes acopladas a agrecano para cuantificar el acido
hialurénico en suero y plasma en pacientes con fibrosis hepética.

Material y métodos. Se cuantificé acido hialuronico en sueros de 20 sujetos
sanos y de 20 pacientes con hepatitis C mediante ELISA. Se utilizaron esferas
magnéticas carboxiladas a las cuales se le acoplé agrecano en dos diferentes
concentraciones (2 y 10 pg). Se realizé la validacion del acoplamiento con un
anticuerpo antiagrecano. Para la validacion de las curvas de &cido hialurénico
se utilizaron concentraciones conocidas de un estandar de &cido hialurénico.
Se realizaron variaciones en el tiempo en incubacion, estandares y reactivo
para el desarrollo de fluorescencia.

Resultados y discusiéon. Las concentraciones de &acido hialurénico son
mayores en los pacientes con hepatitis C en comparacion con los sujetos
sanos. La validacion del acoplamiento resultdé exitosa y con un buen
rendimiento. Las curvas de calibracion con el estandar de &cido hialurénico no
fueron exitosas, a pesar de las variaciones realizadas, lo cual se debié al
impedimento estérico entre el agreceno y el A&cido hialurdnico.
Conclusion. La cuantificacion de moléculas de gran tamafio mediante el

arreglo en suspension no es efectiva por el impedimento estérico.



INTRODUCCION

La fibrosis hepatica es una patologia que se caracteriza por la acumulacion
excesiva de matriz extracelular en el parénquima hepético. La cirrosis hepatica
es considerada el ultimo estadio de la fibrosis hepatica, es una etapa
irreversible cuyas consecuencias, como las varices esofagicas y la
encefalopatia hepética, son causa de muerte en los pacientes
independientemente de las diversas etiologias de la enfermedad. Dentro de la
lista de paises con mayor nimero de muertes causadas por fibrosis y cirrosis

hepatica México ocupa el décimo tercer lugar.

La matriz extracelular es la estructura responsable del mantenimiento de la
organizacion y estabilidad de los dérganos y tejidos, algunos de sus
componentes, como el acido hialurénico (AH), se ven elevados en
enfermedades que se relacionan con procesos inflamatorios y condiciones de

estrés oxidativo.

El AH es un glucosaminoglicano componente de la matriz extracelular, del
liquido sinovial y del humor vitreo del ojo. Al igual que otros
glucosaminoglicanos (GAGs) es degradado por la hialuronidasa, por lo que su
concentracion extracelular depende tanto de su degradacibn como de su

sintesis.

En el higado, el AH es sintetizado por las células estelares, una linea celular
hepatica responsable del almacenamiento de retinoides. Alrededor del 90% del
AH en circulacion es captado por receptores CD44 que se encuentran en las
células hepaticas endoteliales del sinusoide para ser degradado. Se ha visto
que la elevacion del AH en suero es causada por la disminucion en su
degradacion por parte de las células endoteliales sinusoidales hepaticas, por lo
que su elevacién podria servir como biomarcador de la progresion del proceso
fibrogénico en el higado que conlleva a la cirrosis. El diagnoéstico de fibrosis y
cirrosis hepética se realiza mediante la biopsia hepética, sin embargo, dado
que la elevacion en la concentracion de ciertas moléculas en el suero se
relaciona con el progreso de la fibrosis, esta condicién podria aprovecharse

para establecer un método de diagndstico menos agresivo y no invasivo.



El AH se cuantifica mediante ELISA, sin embargo la desventaja de esta técnica
es que el tiempo de incubacién es largo y Unicamente se puede cuantificar un

analito a la vez.

El arreglo en suspension multiple presenta varias ventajas respecto al ELISA,
debido a que se reduce el tiempo de obtencion de resultados y tiene la
posibilidad de cuantificar simultdneamente mdltiples analitos mediante el uso
de esferas compatibles, con lo que se abaten la cantidad de muestra necesaria,
los tiempos de obtencion de resultados, los costos y los residuos generados

por el analisis.



MARCO TEORICO

1. El higado y la fibrosis hepética

El higado es la glandula de mayor tamafio en el cuerpo y después de la piel, el
organo mas grande, representa aproximadamente el 2% del peso corporal

total, es decir, alrededor de 1.5 Kg en un adulto [1].

Con la excepcion de las grasas, los demas nutrimentos que son absorbidos por
el tracto gastrointestinal son conducidos inicialmente al higado por el sistema
venoso portal para ser metabolizados. Ademas de esta funcién metabdlica, el
higado realiza otras funciones como: el almacenamiento de glucosa en forma
de glucogeno, la secrecion de bilis, almacenamiento de vitaminas, depdsito de
hierro, sintesis de los factores de coagulacion y depuracion de sustancias como

medicamentos y hormonas [2].

La unidad funcional béasica del higado es el lobulillo hepético, el cual se
constituye alrededor de una vena central (o centro lobulillar) que desemboca en
las venas hepaticas vy, al final, en la vena cava. El lobulillo hepético se compone
de multiples placas de hepatocitos, que se alejan de la vena central. Cada
placa hepatica se compone de dos células adyacentes entre las que se
encuentran pequefios canaliculos biliares que drenan en los conductillos
biliares, los cuales circulan por los tabiques fibrosos que separan los lobulillos

hepaticos [1].

Los tabiques llevan vénulas portales que reciben la sangre venosa del tubo
digestivo a través de la vena porta. A partir de estas vénulas la sangre se dirige
hacia los sinusoides hepéticos donde residen las células endoteliales del

sinusoide y las células de Kupffer, ademés de las células estelares hepéticas.
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Figura 1. Lobulillo hepéatico. Esta estructura se compone de placas de hepatocitos, las cuales alejan de una
vena central. Las placas hepaticas estan compuestas por células adyacentes entre las cuales se encuentran los
canaliculos biliares, quienes junto con la vena porta y la arteria hepatica forman la triada portal.

Las células de Kupffer, también denominadas células reticuloendoteliales, son
macroéfagos residentes que revisten los sinusoides y fagocitan bacterias y otros
cuerpos extrafios de la sangre de los sinusoides. Las células estelares tienen la
funciébn de almacenar vitamina A y en condiciones patoldgicas estas células
pierden la vitamina A y adquieren un fenotipo profibrogénico similar al de los
fibroblastos.

La capacidad del higado de metabolizar las sustancias absorbidas por el
sistema digestivo, ya sean nutrimentos o sustancias téxicas, le confiere una
vulnerabilidad al dafio celular y por consiguiente a la cicatrizacion, acompafiada
de nédulos de regeneracion. El higado, a diferencia de los deméas érganos del
cuerpo, tiene una capacidad regenerativa que le permite su reconstrucciéon por
completo después de lesiones moderadas o agudas, sin embargo, en los dafios
cronicos no siempre ocurre asi y la fibrosis es la mayor y principal

complicacion.

En un proceso de reparacion de heridas, las células muertas son reemplazadas
por tejido sano acompafiado de regeneracion celular y formacion de cicatriz.
Los procesos de reparacion y fibrogénesis en el higado se asemejan a los
procesos cicatrizantes que ocurren en la reparacion de las lesiones en otros
tejidos, los cuales se asocian a una respuesta inflamatoria que da como

resultado necrosis y dafio a la matriz extracelular (MEC).
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La fibrosis hepatica es una acumulacion excesiva de MEC en el parénquima
después de cualquier dafio crénico. La cirrosis es el Ultimo estadio de
progresion de la fibrosis y es caracterizada por la formacion de septos o anillos
de cicatriz que rodea &reas de parénquima [3] cuyas consecuencias incluyen la
hipertension portal, es decir, hemorragia por varices esofagicas,
esplenomegalia, sindrome hepatorenal, encefalopatia hepatica, cuagulopatia,

hipoxemia, y como evolucién final, cancer hepatico.

Tres son los mayores mecanismos que estan involucrados en el desarrollo de
la cirrosis; la muerte celular, la acumulacién excesiva de la MEC (fibrosis) y la

reorganizacion vascular.

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) define a la cirrosis como “un
proceso difuso caracterizado por fibrosis y la conversion de la arquitectura
normal en una estructura nodular anormal, que puede presentarse como la
etapa final de diversas enfermedades hepéticas de diferentes causas”. La
fibrosis hepética temprana es reversible, mientras que la cirrosis se considera

irreversible [4].

Desde el punto de vista histoldgico, la cirrosis se caracteriza por pérdida de la
arquitectura normal del higado, presencia de necrosis, inflamacion y formacion
de nodulos de regeneracion que llevan a la liberacion de citocinas, proteasas y

prooxidantes que contribuyen al desbalance de fibrogénesis y fibrélisis.
2. Etilogiay epidemiologia

Los aspectos epidemioldgicos de la cirrosis se caracterizan por una diferencia
marcada entre géneros, grupos étnicos y regiones geogréficas. En paises
occidentales, el alcoholismo y la hepatitis viral C son las causas principales de

enfermedad hepatica terminal.

En México, la cirrosis ocup6 el cuarto lugar dentro de las diez primeras causas
de muerte en el afio 2000 y fue la segunda causa en el grupo comprendido
entre los 35 y 55 aflos de edad. Se estima que existen 1.2 millones de
personas infectadas por virus de hepatitis C. Existen alrededor de 100,000 a

200,000 pacientes cirrdticos y las causas mas comunes son el consumo

12



crénico de alcohol y la infeccién crénica por el virus de la hepatitis C [5]. Otras
causas de cirrosis incluyen transtornos metabdlicos, como el higado graso no

alcohdlico y obesidad, enfermedades autoinmunes y anormalidades congénitas

[3].

Las mudltiples enfermedades hepéticas que conducen a fibrosis lo hacen a
través de vias de sefializacion que regulan la acumulacion de MEC. Estas vias
incluyen la activacion, por parte de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
citocinas pro-fibrogénicas, de las células estelares hepaticas y otras células
fibrogénicas. Se ha visto que los fibroblastos circundantes presentes en la
capsula de Glisson del higado y las células musculares vasculares pueden
expresar un fenotipo miofibroblastico y estar involucrados en la fibrogénesis.
Las citocinas pro-fibrogénicas y las ERO son producidas por las células
hepaticas dafiadas, principalmente los hepatocitos [6]. Este dafio produce un
reclutamiento de células inmunes hacia el higado y la activacion de las células
de Kupffer locales, las cuales pueden aumentar el desarrollo de la fibrosis via

secrecion de citocinas proinflamatorias y pro-fibrogénicas.

Las diversas poblaciones de células fibrogénicas estéan distribuidas de manera
diferente en los I6bulos del higado; las células estelares hepéticas estan
localizadas en el sinusoide hepético, en el espacio de Disse entre el endotelio
sinusoidal y los hepatocitos, mientras que los fibroblastos portales se
encuentran integrados en el tejido conectivo del tracto portal alrededor de las
estructuras que componen la triada portal (canaliculos biliares, vena porta y
arteria hepética). Las células estelares hepéticas (también conocidas como
lipocitos, células de Ito, células almacenadoras de lipidos, células
almacenadoras de vitamina A o células perisunoidales) tienen un papel
importante en el desarrollo de la fibrosis hepética. Las células estelares
representan del 5-8% de las células totales en el higado, estan localizadas en
el sinusoide hepatico en el espacio de Disse, entre las fenestraciones
endoteliales sinusoidales y los hepatocitos, con una alta frecuencia en el area
periportal. Durante el dafio al higado estas células son activadas con la
consiguiente metaplasia hacia células similares a miofibroblastos, los cuales

estdn ausentes en el higado sano y tienen la capacidad de sintetizar y
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depositar colagena, sobre todo de tipo | [7]. Esta activacion se caracteriza por
la adquisicion de un fenotipo proliferativo, contractil, migratorio, fibrogénico e
inflamatorio [2], en la enfermedad hepética se ha observado que disminuye su

actividad almacenadora de vitamina A [8].

La extension de la fibrosis y la inflamacién depende del tipo y duracion del dafio
al higado. Ambas condiciones tienen un papel en el desarrollo, diferenciacion,
regeneracion, respuesta xenobibtica, inmunoregulacién, control del flujo

sanguineo del higado y reacciones de inflamacion [9].

Los componentes de la MEC son depositados en el higado generando una
respuesta de cicatrizacion para encapsular la lesion. Las células estelares
estan posicionadas estratégicamente para interaccionar intimamente con los
hepatocitos, células endoteliales y las terminaciones nerviosas a traves de sus

numerosos procesos se extienden a través del espacio de Disse [10].
3. La matriz extracelular

Esta estructura es un tejido que rodea las diversas células de los mamiferos y
es la responsable de la organizacion, propiedades fisicas y funcion de éstas. La
MEC no sélo es indispensable para el mantenimiento y soporte estructural de
las células, ademés estd implicada en muchos procesos como son: la
comunicacion, proliferacion, migracion celular [11], cambios en la expresion de
genes, homeostasis en el desarrollo [12] y la morfogénesis [13]. Se pueden
distinguir tres membranas componentes de la MEC, cuya clasificacién depende

de las moléculas presentes:

e Membranas basales: También llamadas laminas basales, son capas
delgadas que separan a las células que sintetizan la MEC del tejido
conjuntivo vecino. En esta membrana se encuentran presentes
proteinas estructurales como la colagena IV, la elastina, el perlecan,
la entactina y la fibrilina I.

e Tejido conjuntivo (matriz intersticial o estroma): Es el responsable de
la proteccion fisica, aporte de resistencia a la compresion y a la

distencién. Esta compuesta de ciertas proteinas especializadas, tales

14



como la fibronectina y la laminina, coldgena tipo | y Ill, elastina,
fibrilina, GAGs y proteoglicanos.

e Matriz provisional: Se utiliza este término debido a que en un proceso
cicatrizante muchas moléculas como proteinas o0 componentes
extracelulares que son transitorios, como los proteoglicanos,
fibrindgeno, fibronectina y vitronectina, se acumulan en el foco de la

lesion.

Tanto la MEC como los componentes de ésta (mostrados en la tabla 1) se han
relacionado con muchos procesos patologicos. Por ejemplo, la MEC juega un
papel muy importante en el desarrollo, en el estado inflamatorio y en la
propagacion de las células cancerosas. La participacion de algunos

componentes de la MEC se ha descrito en la artritis reumatoide y osteoartritis.

Tabla 1. Componentes de la matriz extracelular

o Colagenas formadoras de fibras: tipo I, Ill, V, XI

o Colagenas formadoras de redes: tipo IV, VIII, X

o Colagenas asociadas a fibrillas con triple hélices interrumpidas:
IX, XllI, XIV, XVI, XIX

o Filamentos de cuentas Yy fibrillas de anclaje: tipo VI 'y VI

o Colagenas con dominio transmembranal: tipo XIIl y XVII

o Otras Colagenas no fibrilares: tipo XV y XVIII

o Elastina
o Fibrilina

o Fibronectina
o Vitronectina
0 Laminina y membranas basales

o Trombospondina
o Tenascina

o Acido hialurénico
0 Heparan sulfato

1

(6]



3.1. Los glucosaminoglicanos

Como se menciond anteriormente, los GAGs son componentes estructurales
de la MEC, los GAGs son un grupo de carbohidratos que se encuentran
compuestos de unidades repetidas de disacaridos que estan dispuestos de
manera secuencial [14]. Entre los GAGs se encuentran el AH, condroitin
sulfato, queratan sulfato | y Il, heparan sulfato y dermatan sulfato. Uno de los
componentes del disacérido es un carbohidrato aminado que puede ser D-
glucosamina o D-galactosamina. El otro componente del disacarido, con
excepcion del queratén sulfato, es un acido urénico, que puede ser L-acido
glucurédnico o el L-acido idurdnico. Con la excepcién del AH, todos los deméas
GAGs contienen grupos sulfato y se encuentran unidos a proteinas. El nombre
de cada uno depende de la subunidades de disacéridos que tenga cada
polimero. Los GAGs median una amplia variedad de eventos en las
interacciones célula-célula y en las interacciones célula-MEC, las cuales son
cruciales para el desarrollo y funcibn de los organismos, ademas estén

relacionados con procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos.
3.2. Los proteoglicanos

Los proteoglicanos son un grupo de GAGs unidos por enlaces O-glucosidicos a
residuos de serina o0 de treonina que se encuentran presentes en proteinas
centrales especificas. Cada uno de los proteoglicanos tiene un tamafio, una
proteina central, una combinacion de cadenas de GAGs y una distribucion
diferente en tejidos especificos. Los proteoglicanos participan en la
organizacion de las glucoproteinas de la MEC, en su integridad estructural y en

la fijacion de las células a la MEC.
3.3. El acido hialurénico

El AH (Figura 2) es un GAG
componente de la MEC y de
fluidos biolégicos como son: el

cordén umbilical, el liquido sinovial

NHCOCH,

y el humor vitreo del ojo. Las

Figura 2. Estructura del acido hialurénico. El 4cido
hialurénico esta compuesto de unidades repetidas de N-
acetilglucosamina y acido D-glucurénico por enlaces B (1-4). 16



moléculas del AH estan compuestas de 250 a 25,000 unidades de disacaridos

con enlaces B(1-4) que presentan acido D-glucurénico y N-acetil-gucosamina.

El AH es el Unico GAG que no se sintetiza en el Aparato de Golgi, no esta
sulfatado y no se encuentra unido a una proteina, siendo de los GAG mas
simples [15]. Su peso molecular puede ser de 8x10°Da, 10’Da o 10°Da, y su
tamafio depende de la enzima que cataliza su sintesis [16]. Su peso molecular

en circulacion depende de las enzimas que intervienen en su sintesis.

La concentracion del AH varia en diversos tejidos y fluidos biolégicos del ser
humano (Tabla 2) [17], ademas de la presencia de ciertas patologias. En la
sangre, por ejemplo, la concentracion de AH es baja en comparacion con los
demas tejidos, cuyas concentraciones se ven elevadas en procesos

inflamatorios, respuesta inmune y tumorigénesis [27].

Tabla 2. Concentraciéon del AH en diferentes
tejidos y fluidos bioldgicos.
Tejido o fluido biolégico  Concentracién (ug/mL)
Corddn umbilical 4100
Liquido sinovial 1400-3600
Dermis 200-500
Humor vitreo 140-340
Epidermis 100
Suero 0.01-0.1
Orina 0.1-0.3
Conducto toracico 0.2-50

La concentracién del acido hialurénico (AH) corresponde a tejidos y fluidos

biolégicos del ser humano.

El AH puede tener diferentes formas, pesos y configuraciones en sus cadenas,
lo que le da una gran variedad de funciones, es poco probable que tenga
ramificaciones en su composicion o variaciones en la composicion de sus
mondémeros D-glucurdnico y N-acetil-gucosamina. El AH participa en muchos
procesos fundamentales como el desarrollo embrionario y morfogénesis,
cicatrizacion de heridas, reparacion, regeneracion e inflamacion. Puede

encontrarse circulando libremente o asociado a un tejido. Generalmente, las
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variantes de alto peso molecular se asocian a tejidos sanos, mientras que la
forma fragmentada se encuentra en situaciones de estrés y dafio celular y
tisular. El AH esta unido estrechamente a proteinas especificas llamadas
proteinas de unién del AH, cuyo tipo de interaccién varia de acuerdo a la
proteina a la cual esté unida (Tabla 3). Unas de las proteinas de gran
importancia son las hialaderinas, cuya unién modula la interaccién del AH con
las células, los tejidos y la MEC [18]. Otras proteinas que interactian con el
AH son las proteinas inhibidoras Inter-alfa-tripsina, las cuales son
glicoproteinas plasméaticas compuestas de tres polipéptidos: Dos cadenas
pesadas (C1 y C2) y una cadena ligera (C3), las cadenas pesadas son las
responsables de la interaccion con el AH y con la MEC, como sucede en el

caso de los 6vulos de los mamiferos [19].

La vida media del AH en circulacién es de 2 a 5 minutos, en la epidermis de la
piel, donde se encuentra la mitad del AH del cuerpo, es de uno a dos dias, y
en un tejido aparentemente inerte como el cartilago, es de aproximadamente

tres semanas [20], en higado sano y cirrGtico este valor no ha sido reportado.

Tabla 3. Proteinas de unién a AH mas abundantes.

Tipo de Proteina de unién Localizacion Peso Funcién
interaccion con a AH molecular de
el AH la proteina
core (kDa)
I6nico Agrecano Cartilago 220 Elasticidad y compresibilidad del
(PTR dominio) cartilago
Proteina de unién Cartilago 44-49 Elasticidad y compresibilidad del
a AH cartilago
Versicano Fibroblastos 265 Adhesion, migracion y proliferacion
celular
CD44 Ubicuo 80-200 Invasion de células tumorales,
adhesion y migracion de células
TSG-6 Liquido sinovial 35 Efecto antiinflamatorio (artritis
reumatoide)
Neurocano Cerebro 136 Adhesion y motilidad celular durante el
desarrollo del cerebro
Hialuronectina Cerebro 68 Desarrollo y progresion del tumor
I6nico RHAMM Fibroblasto 56 Migracion celular y adhesion celular en
células Ras transformadas
cESF Cumulo odforo 126 Maduracién de los ovocitos
Covalente SHAP Patolégico 85 Estabilizacion de la MEC

Dominio PTR (Proteoglicanos Repetidos en Tandem), TSG-6 (proteina del gen 6 estimulada por el factor de necrosis tumoral,
TNF), RHAMM (receptor de motilidad mediado por el AH, cESF (factor estabilizante de la matriz extracelular), SHAP (Proteina
derivada del suero asociada al 4cido hialurénico).
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3.3.1. Funciones del acido hialurénico

Las funciones biolégicas de las cadenas del AH varian de acuerdo a la proteina
a la cual se encuentre unido, el peso molecular de las cadenas (Tabla 4) y el
tejido en el cual este distribuido [21]. En el cartilago, por ejemplo, que en su
mayoria contiene cadenas de alto peso molecular (>10* kDa), el AH provee de
una alta capacidad de hidratacion, lo cual favorece su funciébn como
amortiguador [22]. Otra de las funciones del AH de alto peso molecular
consiste en mantener el balance de agua, funciona como un escudo contra
otras células, grandes macromoléculas y agentes patégenos, sus funciones
son como un tamiz, excluye ciertas moléculas para mejorar el dominio
extracelular de la superficie celular, en particular, la superficie luminal de las
células endoteliales, llena espacios entre células y tejidos, facilita las
interacciones célula-célula en tejidos sanos y en algunos tipos de cancer como
el de seno y prostata [18], regula la presién osmotica y actiia como una resina
de intercambio i6énico. Ademas, el AH actla como una molécula estructural en

el humor vitreo del ojo.

El AH también estimula el crecimiento, migracion, proliferacion, adhesion,
forma y renovacion de las células y la regeneracion de los tejidos [21] asi como
provee resistencia a farmacos [22]. Estos eventos son de gran importancia para
el proceso de cicatrizacion de las heridas ya que facilitan la respuesta
inflamatoria [16,17]. En células cancerosas, el AH actia como un escudo
contra los linfocitos citotoxicos (CD8+) modulando asi su actividad

inmunoldgica [23].

En las cadenas de AH de bajo peso molecular (20 kDa) predominan las
funciones antigénicas, inmuno-estimuladoras e inflamatorias, contrarias a las
de alto peso molecular. Otra funcion es la inhibicion en la apoptosis, lo cual se
debe a que la presencia de pequefias cadenas de AH induce la activacion de
las proteinas de choque térmico las cuales ejercen un efecto antiapoptético
[24]. Se ha demostrado que una mezcla de tetrasacaridos y hexasacaridos de
AH puede inducir la maduracion completa de células dendriticas a través de

vias mediadas por el receptor tipo Toll 4 (TLR-4).
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Estudios recientes indican que el AH también se distribuye o presenta en el
interior de las células. Las funciones del AH intracelular estan relacionadas con

el ciclo celular, ya que se ve aumentado en tal proceso durante la fase G2 [25].

Tabla 4. Funciones de las cadenas de bajo y alto peso molecular del acido

hialurénico
Acido hialurénico de alto peso molecular  Acido hialurénico de bajo peso molecular
Contribuye a la funcién protectora del Induce la secrecion de quimiocinas y
glicocalix, actia como lubricante. citocinas por células infiltradas,
mesoteliales, epiteliales del tibulo renal y
endoteliales.
Transporte y distribucién de proteinas Induce las vias de sefalizacion de
plasmaticas. fosforilacion, por ejemplo, MAPK.
Contribuye al balance de agua y a la Induce la migracién celular, por ejemplo,

regulacion de la hidratacion de los tejidos. en las células tumorales.

Contribuye a la integridad de los tejidos y  Induce la proliferacion celular en
el mantenimiento del fenotipo de células condrocitos, células endoteliales y

epiteliales. fibroblastos.

Protege contra el dafio al tejido por la Activa a NFkB.

presencia de radicales libres.

Protege contra la apoptosis. Induce a la 6xido nitrico sintasa.

Es antiangiogénico. Promueve la angiogénesis.

Inhibe la fagocitosis por los monocitos y Incrementa la sintesis de proteinas de

macroéfagos. matriz, por ejemplo, la colagena de tipo I.

Antiinflamatorio, puede inhibir la Incrementa la transcripcion de

activacion de células inflamatorias. metaloproteinasas de matriz.

Promueve la quiescencia celular. Suprime la muerte celular y apoptosis en
cultivo celular.

Inmunosupresivo (previene la unién de Induce la expresién de las proteinas de

ligandos a receptores de superficie). choque térmico.

Acido hialurénico (AH) de bajo peso molecular de: 4-40 unidades de disacéridos (20 kDa), AH de alto peso molecular
de AH: >10"kDa.
MAPK (Proteinas Quinasas Activadas por Mitégenos), NFkB (Factor Nuclear kappa B).

3.3.2. Sintesis del &cido hialurénico

La sintesis de AH representa un alto gasto para las células, se requieren
aproximadamente 5 mil equivalentes de ATP, 20 mil cofactores NAD+, y
alrededor de 10 mil moléculas de acetil-CoA, ademas de componentes
monosacaridos como el 4cido glucurénico y la N-acetilglucosamina [26]. EI AH
se sintetiza en la membrana plasmética de los fibroblastos de diversos tejidos
[27, 28]. En los vertebrados existen tres isoenzimas de la hialurosintetasa

(HAS), tipo 1, 2 y 3 [29], cada una de ellas sintetiza diferentes tamafios de
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cadenas de AH, por ejemplo la HAS3 sintetiza cadenas pequefias de AH (0.12-
10° kDa) es mas activa que la HAS1 y la HAS2, esta (ltima es la que produce
cadenas de AH de mayor tamafio. Los transcritos de HAS1 y HAS3 se
encuentran altamente expresados en el higado, corazén, misculo esquelético,
prostata y ovarios, mientras que los transcritos de HAS2 estdn expresados

predominantemente en el musculo liso y el corazon [30].

Las estructuras topoldgicas de las diferentes HAS incluyen cuatro dominios
transmembranales, dos dominios extracelulares, dos regiones asociadas a la
membrana, un bucle central intracelular, un amino primario y un grupo carboxilo
terminal que se encuentran en el espacio intracelular [31]. El sitio
metabdlicamente activo se encuentra localizado en el citoplasma [32]. Las HAS
utilizan dos sustratos, uridin difosfato acido glucurénico (UDP-GIcUA) y uridin
difosfoglucosa N-acetilglucosamina (UDP-GICcNAc), los cuales se afiaden
alternadamente al UDP final de la cadena de AH que se va sintetizando.
Simultineamente a la sintesis, la cadena creciente de AH es traslocada de la

membrana al espacio extracelular (Figura 3).

Una vez sintetizado, el AH se une con otras moléculas de la MEC, como el
agrecano, formando un complejo AH-proteina de unidn-agrecano [36],
proveyendo de soporte y organizacion a los tejidos, y participando como en el

mantenimiento de la estructura.

21



Espacio extracelular

Cadena de acido hialurénico

Hialurosintetasa

@ UDP-GIcNAC

@ UDP-GIcUA
Espacio intracelular

Figura 3. Sintesis del &cido hialurénico. El &cido hialurénico es sintetizado por la
hialurosintetasa, a partir de unidades de UDP-GIcNAc y UDP-GIcUA, paralelo a la sintesis, es
traslocado al espacio extracelular.

3.3.3. Metabolismo del AH

La principal via de eliminacion del AH es el higado y en menor medida los
rifiones. Como resultado final del metabolismo de esta molécula se obtienen
sus sustratos especificos acido glucurénico y la N-acetilglucosamina que
finalmente son metabolizados por los hepatocitos dando como resultado CO,
H,O y urea. Las hialuronidasas (HYALs) son las principales enzimas
responsables de la degradacion. Ademas de estas tres enzimas, existen otras
que contribuyen en menor medida en la degradacién del AH, la hialuronidasa 4
(HYAL4), PHYAL1 (un pseudogen transcrito pero no traducido en el humano) y
la SPAM1 (molécula de adhesion a espermina 1). Las enzimas HYAL-1, HYAL-
2 son las enzimas que contribuyen en mayor medida para la degradacién del
AH [24].

La primera fase para la via de la degradacion del AH consiste en el paso del
AH presente en los tejidos a la sangre circulante, el AH en circulacién se
transporta al higado para su degradacion en las células endoteliales. EI AH
circulante es reconocido por sus receptores especificos CD44, los cuales son

expresados en las células endoteliales hepéticas. Estos receptores CD44 son
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los responsables de la internalizacion del AH mediada por endocitosis,
acompafiados con el receptor endotelial de tipo 1 de vasos linfaticos (LYVE-1).
La via de metabolismo del AH incluye al receptor de superficie de la célula
(CD44), dos hialuronidasas (HYAL 1, HYAL 2), y dos enzimas lisosomales (3-
glucuronidasa, [B-N-acetilglucosaminidasa) [37]. La cascada metabdlica inicia
con invaginaciones de la superficie membranal de las células endoteliales
hepaticas cuando las cadenas de AH son reconocidas por los receptores CD44
(Figura 4).

Después de la internalizaciéon del AH se forman las caveolas. El AH es
degradado en productos de 20 kDa que corresponden a unidades de 50

disacéridos por la HYAL2.

Los fragmentos generados por la HYAL2 son internalizados en el citoplasma,
estos fragmentos pasan a los lisosomas, donde la HYAL1 degrada el AH en

fragmentos de 800 Da.

Dos B-exoglicosidasas lisosomales, -glucuronidasa y N-acetilglucosaminidasa,
participan en la degradacion de los mondneros del AH (4cido glucurdnico y N-
acetilglucosamina) resultantes de las actividades de las HYAL1 y 2. La N-
acetilglucosamina es fosforilada a N-acetilglucosamina-6-P, y a través de la
accion de la N-acetilglucosaminasa deacetilasa, una enzima particular de las
células de Kupffer y células endoteliales del higado, se genera glucosamina-6-
P. Existen alrededor de 15 g de AH en un individuo sano de 70 kg, de los
cuales 5 g son reciclados diariamente a través de esta via. Los productos de
sus mondémeros son liberados de los lisosomas al citoplasma, con lo que

quedan disponibles para otros ciclos metabdlicos.

23



Espacio extracelular

AH 10°-107 Da

® Acido glucurénico

N-acetilglucosamina cinasa

‘ @® Glucosamina-6-P

N-acetilglucosaminasa deacetilasa

Receptor
CD44

Fragmentos de AH
de 200 Da
© Caveola

[3-glucoronidasa

[3-N-acetilglucosaminidasa

Lisosoma

Figura 4. Metabolismo del 4cido hialurénico. Receptor LYVE-1 (receptor endotelial de tipo 1 de vasos linfaticos), HYAL-1
(Hialuronidasa 1), HYAL-2 (Hialuronidasa 2).

El &cido hialurénico (AH) es reconocido por sus receptores CD44, el receptor LYVE-1 estabiliza tal union. El AH es
internalizado y degradado en la caveola por la HYAL-2 generando fragmentos de 20 kDa. En el lisosoma, el AH es degradado
en fragmentos de 800 Da por la HYAL-1. Dentro del lisosoma, la B-glucuronidasa y la B-N-acetilglucosaminidasa generan
fragmentos de 200 Da. En el citoplasma, con la actividad de la N-acetilglucosaminasa deacetilasa y la N-acetilglucosaminasa
cinasa se generan el &cido glucurénico y la glucosamina 6P.
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3.3.4. Agrecano

El agrecano es un proteoglicano modular con multiples dominios funcionales. El
ndcleo de la proteina consiste en tres regiones globulares, llamadas G1, G2,
G3 [32]. Las moléculas de agrecano no existen aisladas de la MEC, pero si
como agregados de proteoglicanos. Estos agregados estan compuestos de un
filamento central de AH con alrededor de 100 moléculas de agrecano alrededor
de ella, cuya interaccion es muy estable debido a la presencia de proteinas de
union [38]. ElI dominio A de estas proteinas de unién ha mostrado ser el
responsable de la interaccion de la region G1 del agrecano, mientras que el
dominio B interactia con el AH. El AH tiene un grupo carboxilo por una unidad
de disacarido repetido, y es por lo tanto un polielectrolito con carga negativa en

un pH neutro, lo que facilita su unién con el agrecano [39].

En el cartilago, el agrecano se encuentra en forma de agregado unido al AH no
covalentemente. Una glicoproteina de unién es la responsable de estabilizar la

union del agrecano y el AH [33] (Figura 5).

IGD

G3

Proteina de
unién

Region rica en Regidn rica en
Keratan sulfato Condroitin sulfato

Acido

hialurénico
Figura 5. Estructura del agrecano. El agrecano esta formado por tres dominios globulares G1, G2, y
G3 y un dominio interglobular IGD. El dominio G1 es el responsable de la uniéon del agrecano con las
cadenas de &cido hialurénico. Tomado de Roughle, P.J., 2006; [38].
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3.3.5. El 4cido hialurénico y la fibrosis

Cuando la eliminacion del AH es afectada, como en algunos transtornos
hepéticos, o su sintesis es aumentada, como en procesos inflamatorios, existe
un incremento en las concentraciones del AH circulante [40]. EI AH no sélo se
ve aumentado en condiciones patoldgicas, fisiologicamente su concentracion
en la sangre aumenta durante la infancia, debido a la baja capacidad del
higado para metabolizar las sustancias absorbidas por el tracto digestivo asi

como otras moléculas del cuerpo.

Estudios clinicos relacionan la elevacion del AH en suero con cambios
histopatolégicos en la fibrosis y cirrosis hepética. Como se sabe, la
concentracion del AH no solo depende del nivel de sintesis por parte del higado
y de su eliminacién, sino también de la presencia de enfermedades hepaticas
como la fibrosis, cirrosis hepética y sus complicaciones como la hipertension
portal. Se ha visto que el AH se encuentra elevado tanto en la fibrosis causada
por alcohol [41], como en la causada por el virus de la hepatitis C [42] y en la
de origen biliar, esto en respuesta a diversos agentes quimicos, virus y la
activacion de las células de Kupffer, las cuales secretan diversos mediadores
solubles que inducen inflamacion y cambios funcionales en las células
endoteliales del sinusoide, cambios que provocan la disminucion en la actividad
metabdlica de estas células, lo que conduce a un aumento de los niveles
plasméticos del AH. El higado es uno de los 6rganos con mayor actividad de
HYAL, por lo que alteraciones en su estructura y funcion se ven reflejados en

las concentraciones de AH.

Muchos estudios en donde se vé alterada la funcién de las células sinusoidales
hepaticas se observan fenébmenos de capilarizacion. Las alteraciones en estas
células se deben a cambios continuos entre el parénquima hepatico y el flujo
sanguineo, secrecion de mediadores biol6gicos activos como las citocinas,

proteinas y oligosacéridos.

La elevacion del AH en suero también puede deberse a un alto nivel en su
sintesis. Como se sabe, en los procesos que se relacionan con dafios agudos

al higado, las células estelares, las cuales son responsables de la sintesis de

26



AH en el higado, son activadas por lo que hay un aumento en su actividad de
sintesis de AH asi como otros componentes de la MEC como la colagena, ya
que en el higado, la sintesis de AH no se lleva a cabo en los fibroblastos, sino
en las células estelares. El incremento en las concentraciones en suero de los
componentes estructurales de la MEC, como son las glicoproteinas, colagena,
etc., se ve acompafado con el incremento de las enzimas responsables de la

degradacion de sus componentes y sus inhibidores.

La eliminacion del AH por parte del higado depende de diversos factores, entre
los que se encuentran la capilarizacion, el correcto flujo sinusoidal y la presion
de la vena portal. Los fendmenos de capilarizacion en el higado conllevan a un
desvio de la sangre proveniente de la vena hepética lo que eleva en sangre las
concentraciones de los componentes de la MEC. La degradacion del AH se ve
disminuida debido a que al no pasar la sangre al higado el AH no puede
contactar a su receptor CD44 [43]. La degradacion del AH debida a los cambios
estructurales en la MEC y procesos inflamatorios provocan una pérdida de AH
de la MEC, debido a que los primeros roles del AH es el retener agua y
controlar el flujo del agua en la MEC disminuye la organizacién estructural del

tejido al disminuir su hidratacion.
4. Diagnostico de lafibrosis

La principal herramienta para el diagndstico y la deteccion de cirrosis es la
biopsia hepética, la cual presenta complicaciones como dolor y sangrado

hepatico después de la toma de muestra de tejido [44].

Debido a las complicaciones que la fibrosis hepéatica presenta en los pacientes,
como problemas en la cascada de coagulacion, es riesgoso utilizar la biopsia
para hacer el seguimiento en el avance de la fibrosis. Por lo que se han
buscado nuevos marcadores que puedan relacionar el progreso de la fibrosis y
cirrosis. Uno de estos marcadores es el AH, cuyas concentraciones en sangre

se ven aumentadas en el proceso fibrogénico.

Por su relacion con estos procesos patolégicos del higado, la cuantificacion del

AH se ha utilizado como un marcador no invasivo de enfermedad hepatica.
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5. Arreglo en suspension

El arreglo en suspension es una técnica que permite la cuantificacion
simultanea de hasta 100 analitos. La cuantificacién del analito se realiza sobre
la superficie de esferas carboxiladas a las que se le puede acoplar una serie de
analitos como sondas de cDNA, anticuerpos, enzimas y otras proteinas, o
moléculas que contengan grupos amino libre. De esta manera es posible llevar

acabo reacciones de hibridacion, enziméaticas, de tipo ELISA etc. (Figura 6).

El ensayo para cada analito se realiza en una esfera a la cual se le ha acoplado
previamente un reactivo de captura (anticuerpo, antigeno, receptor, ligando,
enzima o &cido nucleico) diferente para cada esfera, la cual ha sido marcada
para emitir fluorescencia dando lugar a una matriz con 100 regiones
espectrales distintas, lo que da la capacidad de utilizar una regién para cada

analito a cuantificar.

El principio del ensayo que se utilizara para cuantificar AH se basa en el ELISA
tipo sandwich, por lo que cada molécula blanco se unira a su reactivo de
captura, la cual podra ser detectada con el uso de un conjugado fluorescente.
Al final de esta reaccion la cuantificacion se realiza en un equipo con tecnologia
Luminex® (Bio-Plex, Bio-Rad), el cual toma una muestra de las esferas en
suspension de cada pozo y hace pasar cada esfera por dos laser, uno de estos
excita a cada esfera realizando el conteo de éstas e identifica la regién en que
fluoresce, y por lo tanto el analito que se esta evaluando, mientras que el otro
excita al fluorocromo (ficoeritrina), lo que permite la cuantificacion del analito en
estudio. El equipo Bio-Plex proporciona los datos de intensidad de

fluorescencia y concentracion obtenidos para cada pozo [45].

Las principales ventajas que ofrece el arreglo en suspension en comparacion

con la prueba ELISA son las siguientes:

e Se pueden cuantificar 100 analitos al mismo tiempo con una alicuota de
la muestra en estudio de 12 pL.
e Se reduce el tiempo de incubacion.

e Se reduce el nUmero de pasos.
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e Los resultados de las reacciones bioquimicas se generan en tiempo real.

e El costo es similar al de la prueba ELISA dividiendo el costo comercial

del inmunoensayo y el nimero de pruebas que se pueden realizar.

. Se pueden realizar variedad de ensayos (Tabla 5).

Tabla 5. Aplicaciones del arreglo en suspensién

Identificacion de farmacos/Gendémica

Deteccién de Polimorfismos de un solo
nucledtido  (SNPs) para  aplicaciones

farmacogendmicas

Andlisis de expresién transcripcional

Descubrimiento de farmacos/Proteémica

Cribado de farmacos por inhibicion de cinasas

0 proteasas

Cuantificacion de analitos en suero de

animales y humanos en ensayos clinicos

Multianalisis de metabolitos de farmacos con
fines de estudio en su metabolismo vy

toxicologia

Validacion de dianas de farmacos utilizando

un receptor ligando

Diagndostico

Deteccion de enfermedades genéticas o

hereditarias como la fibrosis quistica

Examen serolégico de enfermedades

infecciosas como la hepatitis

Multianalisis de perfiles hormonales

Tipificacion de HLA para trasplante

Pruebas autoinmunes y de alergias

Investigacion béasica

Expresién de genes

Genotipificacion

Andlisis de expresién de proteinas

Andlisis de anticuerpos

Mapeo de apitopos de anticuerpos

Sustratos de enzimas investigacion

Andlisis en interacciones de proteina-proteina

Tomado de Ref. [45]
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JUSTIFICACION

La fibrosis y cirrosis hepética son un problema de salud en México y en el
mundo, debido a su alta prevalencia y variedad de etiologias que son

causantes de muerte en pacientes con estas enfermedades.

El estandar de oro para el diagnostico de fibrosis y cirrosis hepética es la
biopsia hepatica, la cual presenta grandes riesgos por ser un procedimiento
invasivo. Sin embargo, recientemente se han desarrollado nuevos métodos
para el diagndstico de la fibrosis y la cirrosis que tienen como ventaja el ser
menos invasivos. Estos métodos se basan en la relacién que existe entre el
progreso de la enfermedad y el aumento de ciertas moléculas en suero y
plasma, que solas o en conjunto pueden servir como biomarcadores y sustituir

el diagnéstico por biopsia.

Entre los biomarcadores que se han propuesto para el diagnoéstico de la fibrosis
esta el AH, cuya cuantificacion se realiza mediante un ensayo tipo ELISA. Las
desventajas de este método radican en su largo tiempo de realizacion, que solo
se puede cuantificar un analito a la vez, la cantidad de muestra requerida y los
residuos generados por lo que el desarrollo de un arreglo en suspension
permitiria eliminar estas desventajas y eventualmente podria formar parte de

un ensayo multiplex que evalle diversas moléculas de manera simultdnea.

El arreglo en suspensiéon mdltiple parte del principio del ELISA sandwich. En el
caso del AH el anticuerpo de captura sera sustituido por el agrecano que
actuard como un reactivo de captura. El AH se une especificamente al
agrecano y el reactivo de deteccion consiste en el agrecano biotinilado. A
diferencia del ELISA que es un método colorimétrico, el ensayo Bio-Plex usa la
ficoeritrina acoplada a estreptavidina, un fluorocromo que emite a 578 nm. La
cuantificacion se realiza en el equipo con tecnologia Luminex®, el cual cuenta
con dos rayos laser. Uno de ellos excita a la esfera acoplada y el segundo laser
actia sobre el reactivo de deteccion marcado con el fluorocromo para

cuantificar la reaccién (Figura 6).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo es desarrollar un arreglo en suspensiéon basado
en esferas magnéticas carboxiladas fluorescentes acopladas a agrecano para
cuantificar el &cido hialurénico en suero y plasma en pacientes con fibrosis

hepatica.
OBJETIVOS PARTICULARES

e Acoplar las esferas magnéticas a agrecano y validar tal acoplamiento.

e Realizar curvas de calibracion con diferentes concentraciones de un
estandar de AH.

e Descartar reactividad cruzada entre el acido hialurénico y otras
moléculas elevadas durante esta patologia.

e Cuantificar el AH mediante el ensayo Bio-Plex en suero de pacientes
con fibrosis hepatica y correlacionarlo con el diagnostico de la biopsia
hepatica.

e Comparar el arreglo en suspension con la técnica de ELISA en cuanto a

sensibilidad, reproducibilidad y linealidad.
HIPOTESIS

EL AH se une especificamente a las moléculas de agrecano, de esta forma, el
acoplar agrecano a esferas magnéticas permitiria la cuantificacion del AH
mediante el uso de un arreglo en suspension, haciendo mas rapido el proceso
y favoreciendo que eventualmente se pudiera cuantificar de manera simultanea

varios analitos en comparacion con la ELISA.
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REACTIVOS Y MATERIALES

MagPlex™ Microesferas REGION 36, Bio-Rad, Catalogo MC10036-01,
Lot. B17287.

Duo Set® Economic Pack Hialuronano, R&DR Systems, Lot. 1246792EC,
Cétalogo DY3614E.

Anticuerpo monoclonal anti-agrecano, Thermo SCIENTIFIC, Lot.
MA91A95, Catalogo MA1-90873.

Reactivo de deteccién Hialuronano, R&DR Systems, Lot. PQO02100,
Cétalogo DY3614E.

Estandar Hialuronano, R&DR Systems, Lot. 1193703, Catalogo
DY3614E.

Reactivo de captura Hialuronano, R&DR Systems, Lot. GMF0210091,
Cétalogo DY3614E.

Estreptavidina-HRP, R&DR Systems, Lot. AEM7210072, Catalogo
DY3614E.

R&D Estreptavidina-ficoeritrina, CAT#F0040.

e-Bioscience Estreptavidina-ficoeritrina, Catalogo 12-4317-87, Lot.
E01657-1631

Bio-Plex Calibration Kit #171-203060.

Bio-Plex 200 Systems.
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DISENO EXPERIMENTAL

1. Cuantificacion de acido hialurénico en suero de sujetos sanos y
pacientes mediante ELISA

a. Recoleccién de las muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron de 20 sujetos control y de 20 pacientes
con hepatitis C (19 sujetos genotipo 1, 1 sujeto genotipo 2; 11 mujeres, 9
hombres; edad promedio 58 afios) de curso crénico, los cuales aceptaron
participar en el estudio firmando una carta de consentimiento informado. Cada
muestra de sangre obtenida se centrifug6 a 2,116 g durante 10 minutos,
después de este proceso se realizaron alicuotas de 300 pL y se almacenaron

en un ultracongelador a 70°C hasta su utilizacion.
b. Realizacion de ELISAs

Para determinar los valores de AH en el suero de personas sanas y de
pacientes se realizaron pruebas ELISA. Para realizar dichas pruebas se
sensibilizé la placa colocando 100 pL del reactivo de captura (agrecano) en
cada pozo, la placa se incubé durante una noche a temperatura ambiente. Al
final de esta incubacién se realizaron lavados con 300 pL de amortiguador de
lavado (Tween 20 al 0.05% en solucién amortiguada de sales de fosfato, PBS)
y se bloqued la placa con 300 pL de amortiguador de bloqueo (Tween 20 al
0.05% en PBS con NaNs al 0.05%) durante 2 horas. Al término de esta
incubacion se realizaron los lavados correspondientes y se prepararon las
soluciones de AH con concentraciones de 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100
ng/mL, agregando 100 pL de estas soluciones a los pozos correspondientes.
Se agregaron 100 pL de suero de sujetos sanos (n=20) o de pacientes con
hepatitis C de curso cronico (n=20) a los pozos correspondientes. Se incubé
durante 2 horas. Terminada esta incubacién se realizaron los lavados
correspondientes y se agregaron 100 pL de agrecano biotinilado y se incubd
durante 2 horas. Terminada esta incubacién se realizaron los lavados
correspondientes y se agregaron 100 pL de estreptavidina-HRP (conjugado de

estreptavidina con peroxidasa de rabano) a cada pozo y se incub6 durante 20
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minutos. Al final de esta incubacién se realizaron los lavados correspondientes
y se agregaron a cada pozo 100 pL de la solucién sustrato (H2O-
tetrametilbenzidina), se incub6 durante 20 minutos y se agregaron a cada pozo
50 pL de solucion de paro (acido sulfirico 2 N) y se realizd la lectura

correspondiente en un equipo Multiskan Ascent a 450nm.
2. Acoplamiento de las esferas magnéticas a agrecano

El acoplamiento de las esferas magnéticas a agrecano se realiz6 a temperatura
ambiente con esferas en la regiébn 36 (Figura 6). Se tomaron 100 pL
(equivalente a 1.25x10° esferas) de una suspensién de esferas magnéticas con
concentracion de 1.25 x 10’ esferas/mL, para dos cantidades de reactivo de
captura diferente (2 y 10 pg de agrecano). Las esferas se colocaron en dos
tubos tipo eppendorf de 1.6 ml cubiertos de la luz. Para ambos tubos se realizd
el lavado 1, se centrifugaron a 4,504 g durante 5 minutos, después se retiré el
sobrenadante colocando los tubos en un iman para minimizar el nUmero de
esferas perdidas por el lavado. A cada tubo se le agregaron 100 pL de
amortiguador de lavado y se realizo el lavado 1. A ambos tubos se agregaron
80 pL de amortiguador de activacion (solucion 10 mM de fosfato de sodio, pH
6.2). Se agitaron los tubos en vortex durante 30 segundos. Las esferas de
ambos tubos se activaron por separado con 10 pL de una solucion 1:1 de
clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilamimopropil] carboimida (EDAC) y N-
hidroxisulfosuccinimida (S-NHS), los tubos se incubaron durante 20 minutos a
temperatura ambiente en agitacion. Terminado este procedimiento se realizo el
lavado 1. Terminado este lavado se agregaron 150 yL de PBS a cada tubo, se
agitaron en vortex durante 10 segundos y se realiz6 dos veces el lavado 1 para
ambos tubos. Terminado el ultimo lavado se agreg6 el agrecano (2 y 10 pg).
Ambos tubos se dejaron incubar durante 2 horas en agitacion a temperatura
ambiente. Se realiz6 dos veces el lavado 1 para ambos tubos y a cada uno de
ellos se le agregaron 250 pL de amortiguador de bloqueo (albumina de suero
bovino al 1% en PBS). Los dos tubos se agitaron en vortex durante 30
segundos y se dejaron incubar durante 30 minutos en agitacion a temperatura
ambiente. Terminada la incubacion se realiz6 dos veces el lavado 1 para cada

tubo. Las esferas contenidas en los dos tubos se resuspendieron por separado
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en 150 yL de amortiguador de almacenamiento (albumina de suero bovino al
1% en PBS). Para conocer el rendimiento de esferas resultantes se contaron
en una camara de Neubauer. Las esferas se almacenaron a 4°C antes de su

utilizacion (solucion “Stock”).
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Figura 7. Acoplamiento de las esferas magnéticas a agrecano. Las esferas magnéticas
carboxiladas se activaron con el EDAC (1-etil-3-[3-dimetilamimopropil] carboimida hidroclorido) para
formar el intermediario O-acilisourea, el cual se estabilizé6 con S-NHS (N-hidroxisulfosuccinimida), el
éster resultante se hizo reaccionar con el agrecano a dos cantidades diferentes (2 y 10 pg).

3. Validacion del acoplamiento de las esferas magnéticas

Para realizar la validacion del acoplamiento de las esferas magnéticas a
agrecano primero se ajusto la concentracion de esferas de la solucién “Stock” a
100 esferas/uL (suspension 1). Se prepararon diluciones de anticuerpo anti-
agrecano biotinilado diluido en PBS con las siguientes concentraciones:
0.06125, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 y 4 pg/mL. Se utilizé una placa con filtro
Millipore® (Figura 8), la cual fue humedecida previamente con 100 pL de PBS.
Para retirar la solucion se utilizé un lavador de vacio el cual también se empled
para cada lavado de la placa. Posteriormente se agregd a cada pozo de la
placa una cantidad equivalente a 2,500 esferas (25 pl de la suspension 1) y 25
pL de las diluciones del anticuerpo correspondiente, el blanco se realiz6 con
solucion de PBS en sustitucion del anticuerpo. Se incubd en agitacion a
temperatura ambiente durante 30 minutos evitando el contacto con la luz.
Después de la incubacién se realizaron tres lavados con amortiguador de
lavado y a cada pozo se le agregaron 25 pl de estreptavidina-ficoeritrina diluida
previamente en una relacion 1:10, se dejo incubar en agitacion durante 15
minutos protegiéndolo de la luz. Antes de la lectura se agit6 a méxima
velocidad durante 30 segundos y se analizd en el equipo Bio-Plex, a 635nm

para la ficoeritrina-estreptavidina y 532nm para las esferas (Figura 9).
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Figura 8. Placa con filtro Millipore®. Placa con 96 pozos. Cada pozo tiene un flitro Millipore® con
poro de di&metro de 1.2 pm, el cual impide el paso de la microesfera. Tomado de
http://www.bioexpress.com/divinity-cart/item/350050/SEAHORSE-LABW ARE-Filter-Plates/1.html

!
_/f\ /f\

Figura 9. Validacién de las esferas acopladas a agrecano. Las esferas acopladas a agrecano

fueron validadas con concentraciones diferentes del anticuerpo anti-agrecano biotinilado y con la
estreptavidina-ficoeritrina.

@ esferas magnéticas
®8=® moléculas de agrecano
= anticuerpo anti-agrecano biotinilado
o

estreptavidina-ficoeritrina
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4. Curvas estandar de acido hialurénico

Para la realizacion de las curvas estandar se prepararon soluciones del AH con
concentraciones de 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 ng/mL. Al igual
que en la validacion, a cada pozo se le agregaron 25 ul de la solucién 1y 25 pl
de la dilucién del &cido hialurénico correspondiente para cada punto de la
curva, el blanco se realizd con 25 pl del reactivo diluyente (Tween 20 al 5% en
PBS). Se incubd en agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora evitando
contacto con la luz. Después de la incubacion se realizaron tres lavados con
amortiguador de lavado y a cada pozo se le agregaron 25 pl del reactivo de
deteccion (agrecano biotinilado), se dejo incubar en agitacion durante 1 hora
protegiéndolo de la luz. Posteriormente se realizaron tres lavados y se
agregaron 25 pl de ficoeritrina a cada pozo, se dej6 incubar en agitacion
durante 15 minutos protegiéndolo de la luz. Antes de la lectura se agit6 a
méaxima velocidad durante 30 segundos y se analizé en el equipo Bio-Plex , a
635nm y 532nm.

Se realizaron otros ensayos para las cuvas estandar de AH con las siguientes

variantes:

a. Variacion en las condiciones de agitacion e incubacion de la

placa

Para garantizar la correcta suspension de las esferas y la interaccion con el
estandar y el reactivo de deteccion se modificaron las condiciones de agitacion
e incubacion para los siguientes ensayos en los que se cambiaron las
concentraciones de AH, el uso de diferentes reactivos para el desarrollo de

fluorescenciay el uso de un reactivo de deteccion diferente.

Se realizaron las curvas de validacion con concentraciones de AH con
agitacion maxima durante las incubaciones y después con agitacion maxima
aumentando el tiempo de incubacion del estandar y reactivo de deteccién a 2 h

cada uno (en contraste con 1 h probada previamente).
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b. Variaciébn en las concentraciones de la curva de &acido

hialurénico

Se realizaron las curvas de validacion aumentando la concentraciéon de AH a
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 y 400 ng/mL.

c. Comparacion entre reactivos para el desarrollo de

fluorescencia

Se usaron dos marcas de conjugados de ficoeritrina-estreptavidina (R&D
systems catalogo F0040; y eBioscience catalogo 12-4317-87) a una

concentracion de 1.33 pg/mL.

Se realizaron las curvas de validacién con concentraciones de AH de 3.125,
6.25, 12.5, 25, 100, 200 y 400 ng/mL, utilizando los conjugados antes

mencionados.
d. Comparacion entre lotes diferentes de reactivos de deteccion
Se probaron diferentes reactivos de deteccion del mismo lote (PQ0O0210091).

Se realizaron las curvas de validacién con concentraciones de AH de 3.125,
6.25, 12.5, 25, 100, 200 y 400 ng/mL.

5. Anélisis estadistico

Se utiliz6 una prueba de t de student para comparar las concentraciones en
suero de AH entre el grupo control y el grupo de los pacientes. Se utilizo el

programa Sigmastat 3.5 (Point Richmond, EE. UU). Los datos se expresan

comocore X +DE.
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RESULTADOS

1. Cuantificacion de acido hialurénico en suero de personas sanas y
pacientes mediante ELISA

La cuantificacion de AH mostré una diferencia entre los dos grupos (controles y
pacientes). En el grupo control se obtuvo una media de 28.9 ng/mL con un
minimo de 2 ng/mL y un maximo de 41 ng/mL, los cuales coinciden con los
mostrados en la tabla 1 (10-100 ng/mL) en personas sanas. El grupo de
pacientes mostré una media de 715.2 ng/mL con un minimo de 5.6 ng/mL y un
méaximo de 845.2 ng/mL. Los resultados muestran que la concentracion de AH
es mayor en pacientes con hepatopatia que en los sujetos sanos, lo cual

sustenta que el AH sirve como marcador del dafio hepatico (Figura 9).
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Figura 9. Cuantificacion del AH en personas sanas y
pacientes con hepatopatia. Se realiz6 una cuantificacion de
AH en el suero de personas sanas y pacientes con enfermedad
hepatica. n=20

2. Rendimiento del acoplamiento

En la Tabla 6 se muestra el rendimiento de las esferas acopladas. Como se

observa, el rendimiento fué bueno, ain cuando hubo pérdida de esferas
durante los lavados.
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Tabla 6. Rendimiento de las esferas

acopladas.
Esferas No. de esferas/mL | Rendimiento
2 ug 1.695x10° 84.04%
10 ug 1.995x10° 86.44%

Rendimiento de las esferas acopladas. Se observa el rendimiento de las esferas acopladas obtenidas para
una cantidad de agrecano de 2 y 10 pg. El conteo se realiz6 en camara de Neubauer en 4 cuadrantes. Para el
célculo del rendimiento se realizé tomando en cuenta las 1.25x10° tomadas para realizar el acoplamiento.

3. Validacion del acoplamiento

En la Tabla 7 se observan los resultados obtenidos en la primera validacion de

las esferas acopladas. Para ambas concentraciones de agrecano (2 y 10

pg/mL) se observa una relacion lineal entre las concentraciones de anticuerpo

utilizado y la intensidad de fluorescencia obtenida.

Tabla 7. Resultados de la primera validacion de las esferas acopladas a

agrecano.

Primera validacién de esferas acopladas con 2 pg/mL

Concentracion del Intensidad de Concentracién del  Intensidad de

Ac (pg/mL) fluorescencia Ac (pg/mL) fluorescencia
4 17058.0 4 14408.5+0.73
2 14398.6 1 10097.0+£0.85
1 10521.0 0,25 5310.8+7.39
0,5 7300.3 0,0625 5502.3+4.8
0,25 3379.5
0,125 2236.5
0,0625 1226.0

Primera validacién de esferas acopladas con 10 pg/mL

Concentracion Intensidad de Concentracion del  Intensidad de
del Ac (ug/mL) Fluorescencia Ac (ug/mL) Fluorescencia
4 15778.8+4.77 4 16350.5+0.42
2 14813.3+10.13 1 11031.8+0.76
1 12010.0+0.39 0,25 5814.0+5.57
0,5 6837.5£17.04 0,0625 5816.5+2.79
0,25 5468.5+5.47
0,125 2286.0+£21.34
0,0625 1736.3x1.92

Resultados de la primera validacion de las esferas acopladas con las dos concentraciones diferentes de
agrecano (2 y 10 ug). Ac (anticuerpo).
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Se realizaron 2 ensayos de acoplamiento de esferas, en la figura 11 se
observan las graficas de la validacion del primer ensayo de las esferas
acopladas. La validacién resultd con una mejor regresion lineal, con una r? de
0.967 y 0.963 para los dos acoplamientos de 2 y 10 pg de agrecano
respectivamente. En el caso del segundo ensayo se obtuvo una menor
regresion con una r®> de 0.83 y 0.889 para las concentraciones de agrecano de
2y 10 pg respectivamente. Las curvas de la validacion del acoplamiento de las
esferas a agrecano se observan en la Figura 12. Entre las dos concentraciones

de agrecano utilizado no existe diferencia significativa.
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Figura 11. Graficas de las validaciones de las esferas acopladas a agrecano. Se observan las diferentes gréaficas de las
validaciones de las esferas acopladas a agrecano. La primera validacion resulté con una mejor regresion lineal, con una r* de 0.967
y 0.963 para las dos acoplamientos de 2 y 10 ug de agrecano respectivamente (grafica Ay C). En el caso de la segunda validacion
se obtuvo una menor regresidn con una r* de 0.083 y 0.889 para las concentraciones de agrecano de 2 y 10 pg respectivamente
(grafica B y D).
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Figura 12. Comparacion entre las validaciones de las esferas acopladas con 2 y 10 pg. Se
observan las validaciones de las esferas acopladas para 2 y 10 pg. No existe diferencia
estadisticamente significativa (p=0.8).

4. Curvas estandar de acido hialurénico

En la Figura 12 se observan los resultados obtenidos para las curvas de AH.
Los resultados muestran que la interaccién entre las cadenas de AH y el
agrecano son bajas o nulas, debido a que en la represnetacion gréafica de la

concentracion de AH y fluorescencia no se observan comportamientos lineales.
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Figura 13. Curvas estandar de &cido hialurénico. Se observan las curvas estandar para diferentes
concentraciones de &cido hialurénico para los dos grupos de esferas (2 y 10 pg).



a. Variaciones realizadas

En la figura 14 se observan los datos obtenidos para las esferas de 2 pg y 10
Kg con las variaciones realizadas (aumento en la concentracién de AH, uso de
un reactivo de deteccion diferente y uso de un reactivo de fluorescencia
diferente) en los reactivos y concentraciones utilizadas, asi como en las
condiciones de incubacion. En ningln caso se observa una relacion lineal entre

las concentraciones de AH utilizadas y la intensidad de fluorescencia obtenida.
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Figura 13. Gréficas de las variaciones realizadas para las curvas estandar de &cido
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DISCUSION

Los datos de ensayos de ELISA muestran que las concentraciones séricas de
AH en los pacientes con hepatitis C crénica fueron significativamente méas altas
en comparacion con el grupo control (Figura 9), lo cual comprueba que la
medicion del AH es un indicador no invasivo del dafio hepético. Las pruebas
ELISAs indican que los reactivos utilizados para el acoplamiento funcionan

adecuadamente.

De acuerdo a los datos obtenidos en la validacion del acoplamiento, la unién de
las moléculas de agrecano a las esferas magnéticas fue exitosa (Figura 12),
observandose una tendencia lineal para las dos cantidades de agrecano
utilizadas. Como se puede observar, el uso de concentraciones de 2 y 10 pg de
agrecano no existe diferencia significativa, por lo que se puede suponer que
con el empleo de 2 ug de agrecano utilizado se llegé al nivel de saturacion o

incluso a cantidades menores a los 2 pg, podrian causar este efecto.

Como se puede ver en la Figura 14, las curvas estandar de AH obtenidas del
arreglo en suspension no muestran una relacion lineal entre la cantidad de AH
utilizada y la intensidad de fluorescencia obtenida y las pruevas de validacion
con las curvas estandar de AH indican que la interaccion de las cadenas de AH
a las moléculas de agrecano presentes en las esferas es muy baja o nula, lo

cual puede ocurrir por alguna de las siguientes causas:

a. Impedimento estérico provocado por el reactivo de capturay

el analito

Las esferas magnéticas carboxiladas se utilizan para acoplar moléculas que
presenten un grupo amino primario disponible como proteinas, acidos nucleicos
y, en nuestro caso, proteoglicanos. Hasta donde sabemos somos los primeros
en acoplar una molécula de este tipo. Entre las condiciones Optimas requeridas
para realizar tal acoplamiento se encuentra el peso de la molécula a acoplar, el

cual debe de estar en un rango de 6 a 150 kDa [46].
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En el caso del agrecano, éste tiene un grupo amino disponible pero no se
encuentra dentro del peso ideal para un 6ptimo acoplamiento, ya que su peso
es mayor a los 2,500 kDa, sin embargo, los aspectos técnicos no consideran
una restriccion del tamafio del agrecano. Nuestros resultados muestran que
esta condicién podria ser de suma importancia para acoplar un gran numero de
moléculas y obtener asi una mayor probabilidad de interaccion y de esta forma
aumentar la capacidad de detectar un rango amplio de concentraciones de
nuestro analito (AH), condicién que no se ve favorecida al utilizar moléculas de
gran peso. Esta capacidad se ve ademas limitada por el tamafio de la esfera, el

cual es de 6.5 pm.

Comparando el peso de la molécula de agrecano con el peso de un anticuerpo
que cumple con los requerimientos éptimos para el acoplamiento (como el caso
de la IgG que tiene un peso de 150 kDa y cuenta con un tamafio aproximado
de 28 nm) la molécula de agrecano supera el peso del anticuerpo 20 veces, y
en el tamafio 10 veces, lo cual limita la unién de varias moléculas a la esfera
por el tamafio de ésta. Esta condicién disminuye el nimero de moléculas de
agrecano que se pueden unir a las esferas y por lo tanto también disminuye la

cantidad de analito que puede cuantificarse (Figura 15).

Esferas con anticuerpos (IgG) Esferas con agrecano

200 nm{

Figura 15. Comparacion entre una esfera magnética acoplada a un anticuerpo y una acoplada a
agrecano. Se observa que la cantidad de moléculas que se pueden unir a las esferas son menores al
utilizar una molécula de gran tamafio como el agrecano en comparacion al utilizar un anticuerpo.
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Ademas de la poca capacidad para la cuantificacion del AH por la poca
cantidad de moléculas de agrecano unidas a las esferas, esta cuantificacion
también se ve delimitada por el tamafio del analito (AH). EI AH es un
glucosaminoglicano que puede llegar a pesar hasta 10° kDa, al cual se le
pueden unir de 100 a 300 moléculas de agrecano dependiendo del tamafio de
la cadena de AH. De esta forma, debido al tamafio de la esfera, la unién de una
sola molécula de AH a agrecano impide que otras moléculas de AH se puedan
unir a la superficie. En comparacién con las esferas, en el ELISA que se utiliza
para cuantificar el AH la superficie para la unién al agrecano es de un radio de
0.5 cm, por lo cual el impedimento estérico es menor en comparacion con las

esferas magnéticas (Figura 16).

Esferas magnéticas carboxiladas ELISA

><_

6.5 um 50,000 pm

Figura 16. Comparacion entre una esfera magnética acoplada a un anticuerpo y una acoplada a
agrecano. Se observa que, debido al radio de la esfera magnética, la superficie de contacto para la uniéon
del AH es menor que en la prueba ELISA, debido a que la unién de pocas moléculas de AH provocan un
impedimento estérico responsable de los datos obtenidos en la validacion con el estandar de AH.

b. Probables interacciones agrecano-acido hialurénico

El impedimento estérico no so6lo se vé delimitado por el reactivo de captura
(agrecano) y el tamafio del analito (AH), también esta dado por el sitio de union
del AH al agrecano. La unidn que ocurre entre el agrecano y las esferas
magnéticas esta dada por los grupos funcionales carboxilo que se exponen en

la superficie de la esfera y el grupo amino terminal primario del agrecano. Para
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gue el acoplamiento ocurra se necesitan dos reacciones carboiimidas, la
primera se lleva a cabo para activar y formar un intermediario estable que
pueda ser capaz de unirse a nuestra molécula de interés, el EDAC reacciona
con los grupos carboxilos en la superficie de las esferas formando un
intermediario inestable O-acilisourea, cuya estabilidad se ve aumentada
agregando S-NHS (N-hidroxisulfosucanimiida). Este intermediario reacciona

con el grupo amino terminal primario de las moléculas de agrecano (Figura 7).

El agrecano tiene 3 dominios globulares (G1, G2 y G3) y tres dominios
interglobulares (KS, CS, e IGD), el amino terminal primario estd comprendido
dentro del dominio globular G1 y es el Unico responsable de la unién al AH y
una proteina de unidon que estabiliza tal interaccion. Como se explico
anteriormente, el agrecano se une a las esferas en su grupo amino, por lo que
existe impedimento de la unién del HA al dominio G1 por las demas moléculas

de agrecano vecinas (Figura 5).

Sin embargo, los resultados de la validacion del acoplamiento nos permite
suponer que se da la unién del anticuerpo anti-agrecano a los dominios G1-
IGD-G2, cuyo dominio G1 es compartido con el AH. Esto tal vez se deba al
tamafio de los anticuerpos, ya que como se habia mencionado anteriormente,
son mas pequefios que la molécula de AH, por lo que puede que no exista el
impedimento visto en el AH por las moléculas de agrecano vecinas y por lo
tanto puedan obtenerse datos de intensidad de fluorescencia. La validacion del
acoplamiento resultante también nos supone que las moléculas de agrecano
unidas a la superficie de la esfera son muy escasas para permitir que exista un
espacio entre ellas por el cual puedan pasar los anticuerpos anti-agrecano
(Figura 16). La cantidad de moléculas de agrecano unidas se puede suponer
que es pequefia comparando los resultados obtenidos para 2 pug y 10 pg, ya
gue para ambas concentraciones de reactivo de captura se obtuvieron
intensidades de fluorescencia similares para las mismas concentraciones de
anticuerpo, lo que indica que la cantidad de las moléculas presentes en los 2

Mg es suficiente para llegar al nivel de saturacion en la superficie de la esfera.
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Unién con el &cido hialurénico Validacion con anticuerpos
antiagrecano

1 No existe unién de
la molécula de AH
al dominio G1 del

agrecano

Figura 17. Impedimento de unién de la molécula de AH al dominio G1 del agrecano. Se
observa que el AH tiene impedimento para la unién al dominio G1 del agrecano debido a el
tamafo de su cadena, sin embargo los anticuerpos pueden llegar a unirse a tal dominio por
su tamafio.

Como se observa en la figura 17, es poco probable que se unan moléculas de
AH a la esfera, y en caso de ser posible, existiria impedimento para la union del

reactivo de deteccion (agrecano biotinilado).
c. Reacciones carboiimidas secundarias

A pesar del impedimento estérico por las moléculas de agrecano, se esperaria
gue la lectura del blanco fuera muy pequefia y similar a la obtenida en la
validacién, sin embargo, la lectura es muy alta. Una de las posibilidades que
pueden explicar tal comportamiento y que tal vez puede dar otra respuesta al
porqué no puede unirse el AH es por las reacciones de acoplamiento
carboiimidas. Como se menciond anteriormente, las reacciones de las
carboiimidas que se necesitan para el acoplamiento se dan entre el carboxilo
de una molécula (en este caso los grupos presentes en la superficie de la
esfera) y el amino terminal de otra (en este caso el agrecano), sin embargo, en
la molécula de agrecano estan presentes los dos grupos, por lo que al unirse la
primera molécula de agrecano a la esfera, se libera el S-NHS, el cual queda

disponible para reaccionar con el carboxilo de otra molécula de agrecano
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generando de esta forma un dimero o polimero de agrecano limitado por la
cantidad de moléculas presentes, lo cual facilita la unién del anticuerpo a

agrecano, ya que el espacio disponible seria mayor (Figura 18).

Mayor espacio disponible para
la unién con los anticuerpos

Figura 18. Reacciones carboiimidas secundarias. Se observa que pueden existir reacciones con
las mismas moléculas de agrecano y lo cual puede aumentar la posibilidad del contacto del anticuerpo
antiagrecano al dominio G1, IGD 6 G2.

Una posible solucidn para eliminar el impedimento estérico provocado por el
agrecano unido a la esfera, seria realizar acoplamientos con cantidades
menores a 2 pg de agrecano (0.1, 0.25, 0.5y 1 ug) para permitir una mejor
interaccién con el AH, ya que la cantidad de agrecano unida a cada esfera
seria menor. Sin embargo, esto representaria una limitacion técnica en la
cuantificacion, debido a que se requiere una cantidad de 2,500 esferas por
pozo. Al disminuir la cantidad de agrecano acoplado a las esferas se requeriria
mayor nimero de éstas para realizar el ensayo y medir cantidades altas de AH,
lo cual no seria compatible para la cuantificacion debido a que el equipo
utilizado esta calibrado para cuantificar 2,500 esferas.
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RESUMEN DE RESULTADOS

El &cido hialurénico es un buen marcador del dafio hepéatico, ya que su
concentracion se ve aumentada en esta condicion.

El acoplamiento de las esferas carboxiladas fue exitoso, incluso para
moléculas de gran tamafio como el agrecano.

La cuantificacion de moléculas de gran tamafio mediante el arreglo en
suspensién puede no ser efectiva, entre otras causas, por el
impedimento estérico.

La disminucién en la cantidad de agrecano acoplado a las esferas para
eliminar el impedimento alostérico no seria una solucién para cuantificar
el acido hialurénico debido a que se necesitaria mayor niumero de
esferas para medir concentraciones altas de acido hialurénico, lo cual

esta delimitado por la calibracién del equipo utilizado.

CONCLUSION

El acido hialurénico no puede cuantificarse mediante el arreglo en

suspensién con el uso de agrecano como reactivo de captura.
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