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1. Introduccion

1.1 Ictus

El ictus se define como una enfermedad cerebrovascular que se produce cuando
los vasos sanguineos del area encefalica estan afectados por un proceso
patoldgico, ya sea forma transitoria 0 permanente [1]. El ictus, puede ser de tipo
isquémico o hemorragico. Ambos producen la disminucién del flujo sanguineo
que llega al cerebro. En el caso de una obstruccion se habla de “ictus isquémico”
(infarto cerebral), y en el caso de una rotura arterial de “ictus hemorragico”

(hemorragia cerebral).

Hoy en dia la enfermedad del ictus es considerada como una de las principales
causas de muerte y discapacidad [2]. Solo en Espafia, segun datos publicados
por Simal et al. [3] en la revista espafiola de salud publica, el ictus es la primera
causa de discapacidad y muerte en mujeres y la segunda causa de muerte en

hombres junto con la demencia.

El tiempo de demora desde el “despertar del ictus”, llamado asi a los primeros
sintomas leves, y la atencion hospitalaria resulta un factor critico. La atencion del
paciente en las primeras 6 horas es fundamental para reducir hasta un 30% las

complicaciones [3].

Segun Rodriguez Garcia et al. [2], alrededor de un 60% de la mortalidad por ictus
es de origen isquémico. El ictus hemorragico, con sintomas de mayor gravedad,
como el coma, lleva asociado un menor tiempo de atencion hospitalaria (los
pacientes acuden al hospital con anterioridad), factor clave para la supervivencia
del paciente. A pesar de esto, tal y como se puede observar en la Fig.1, la
mortalidad en los pacientes por debajo de los 60 afios es hasta cuatro veces

mayor para el ictus hemorragico en comparacion con el ictus de tipo isquémico.
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Figura 1. Diagrama de mortalidad Ictus. Nimero de fallecidos en funcién de la edad, tipo y sexo [2].

1.2 Metaloproteinas

Las proteinas son macromoléculas que intervienen en todos los procesos
biologicos. Su plegamiento otorga la conformacion tridimensional de la molécula,
propiedad que, como se explicara mas adelante se usara para su separacion

cromatografica.

En ocasiones, los atomos de nitrégeno, oxigeno o azufre pertenecientes a los
aminoacidos se coordinan ademas con metales como hierro, cobre o zinc,
constituyendo las denominadas “metaloproteinas”. Estas metaloproteinas
realizan funciones esenciales en el organismo como: transportadores, enzimas,

0 sistemas de almacenamiento.

El hierro es un elemento esencial para los seres vivos, interviniendo en el
transporte del oxigeno, en el transporte de electrones, y en la catélisis de
reacciones bioldgicas. Muchas proteinas contienen este elemento. Entre las mas
abundantes descritas en suero hay que sefalar: ferritina (440 kDa), lactoferrina
(80 kDa), transferrina (79,6 kDa), hemoglobina (64,4 kDa), ferroportina (62,5
kDa) y hepcidina (2789 Da) [4].
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Tras el hierro, el Cu es el segundo &omo metalico mas abundante en el
organismo actuando como cofactor [5]. Participa en diversas reacciones
enzimaticas como la formacion del tejido conectivo, homeostasis del hierro y la
proteccion contra la accion de radicales libres. Entre las mas abundantes en
suero destaca la ceruloplasmina (132 kDa) [6].

El zinc por su parte es el elemento méas importante de las metaloproteinas de la
matriz participando en su remodelacion [7]. Ademas de ello, el zinc actia como
neuromodulador, inmunoregulador o en la regulacién de la presion sanguinea.
Algunas de las metaloproteinas de zinc mas abundantes son: anhidrasa

carbdnica (29 kDa) y fosfatasa alcalina (60kDa) [8].

1.3 HPLC-ICP-MS

1.3.1 Separacion mediante cromatografia de liquidos de alta eficacia con

columna de exclusion por tamafio

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es en una de las técnicas
de separacion mas importantes en la actualidad, en investigacion, en analisis
clinicos y medioambientales, y en la industria, entre otros campos de aplicacion,
debido a su versatilidad, su alto poder de resolucion y sus tiempos relativamente
cortos de andlisis [9]. Se entiende como HPLC aquella cromatografia liquida
cuyo tamario de particula se encuentra entre 2-10 um, y que requiere una presion

de operacion relativamente alta.

Los procesos de separacion de mezclas proteicas mas habituales se basan en
cromatografia de liquidos. Las separaciones por HPLC se basan en la migracion
diferencial de los componentes de la muestra disueltos en una fase movil al
entrar en contacto con una fase estacionaria [10]. En la bibliografia se recogen
numerosos meétodos para la separacion de proteinas mediante HPLC. Por
ejemplo, Giraldo Zufiiga et al.[9], consiguieron buenas separaciones de proteinas
en suero empleando columnas de exclusién por tamafio, intercambio aniénico y

fase inversa.

En el caso de columnas de exclusidbn por tamafio (SEC) hay una fase

estacionaria sélida compuesta por un material polimérico de alta porosidad con
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cavidades de tamafio y distribucion definidas, que permiten entrar a los analitos
mas pequefos. Esto conlleva que la separacion depende del tamafio y el
volumen hidrofébico, que define el poder de la proteina de penetrar o no en los

poros

Las moléculas de mayor peso molecular pasan a mayor velocidad a través de la
columna eluyendo las primeras (Fig. 2), mientras que, las proteinas mas
pequefas tienen mostraran un mayor tiempo de retencién (proporcional a las

distintas cavidades que puedan atravesar).
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Figura 2. Esquema del funcionamiento de una columna de exclusion por tamafio

En contraste con otros tipos de cromatografia, la selectividad de una matriz de
exclusién por tamafio no se puede ajustar cambiando la composiciéon de la fase
movil. La Unica variable que se puede optimizar es la velocidad de flujo de la fase
movil, trabajandose siempre en modo isocratico requiriendo un anico buffer o
fase movil. Otra ventaja aparente, ademas de la sencillez del método, es que las
columnas SEC son compatibles con numerosas fases moviles acuosas, incluso
en presencia de surfactantes, agentes reductores o agentes desnaturalizantes
[10].

Se pueden definir dos tipos de cromatografia de exclusion por tamafos: la
utilizada para proteinas es la “filtracién sobre geles” en la que la fase estacionaria
es hidrofilica y la fase maovil acuosa, y la “permeaciéon a través de geles” en la
gue la fase estacionaria es hidrofébica y la fase moévil es un disolvente organico,

usada mayoritariamente para la separacion de polimeros.



1. Introduccion

1.3.2 ICP-MS

La espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS) es una técnica de andlisis multielemental, rapida y con alta
sensibilidad, que desempefia un papel importante en campos de la investigacién
y ciencia aplicada. La gran densidad de iones y las altas temperaturas del plasma
producen la completa atomizacién e ionizacion de los elementos presentes en
las muestras [11]. Ademas de lo ya mencionado, otras ventajas son sus bajos
efecto matriz, la sencillez del espectro de masas resultante, el amplio rango
dinamico y la posibilidad de andlisis isotopico. Admite ademas todo tipo de

muestras acuosas [12].

Las partes que componen el equipo ICP-MS que se ha utilizado en el presente

Trabajo Fin de Master se recogen en la Fig. 3.

Figura 3. Esquema ICP-MS [13]

En primer lugar, la muestra liquida se introduce mediante un nebulizador,
formandose entonces un aerosol del cual Unicamente las gotas mas pequefias
llegan al plasma, para asi, no apagarlo. El aerosol entra entonces en el plasma

pasando a través de la camara de nebulizacion.

Seguidamente, se encuentra la antorcha, como fuente de atomizacion e
ionizacion. La antorcha consiste en 3 tubos concéntricos (Fig. 4) generalmente
de vidrio. El plasma de argdén, gas circulante en la antorcha, se forma por

aplicacién de un campo magnético de alta intensidad junto con una chispa de
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alto voltaje a presion atmosférica. En el plasma se alcanzan temperaturas muy
elevadas (6000-8000K).

El aerosol de muestra se introduce por el canal central de la antorcha y al llegar
al plasma los atomos que componen la muestra se deshidratan, atomizan,

excitan, ionizan y recombinan, tal y como muestra en dicha Figura 4.
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Figura 4. Esquema del funcionamiento de la antorcha del ICP-MS

Tras el plasma se encuentra la interfase, necesaria para facilitar el transporte de
los iones desde el plasma (presion atmosfeérica) hasta el cuadrupolo (alto vacio).
La interfase esta formada por dos conos (sampler y skimmer), cada uno de los
cuales tiene un orificio de entrada por donde se dirige el haz de iones hacia las

lentes idnicas, encargadas de focalizar el haz de iones.

A continuacion, se encuentra la denominada celda de colision/reaccion la cual
suele consistir en un cuadrupolo, hexapolo u octapolo en el que se introduce un
gas inerte, como He o H2. La celda de colision/reaccion es (til para la eliminaciéon
o reduccion de interferencias poliatdmicas ya sea mediante reaccion del analito
con el gas de la celda para dar una especie diferente o mediante la ruptura del

poliatdmico por colisién con el gas.

Por ultimo, los iones pasaran al analizador de masas, un cuadrupolo consistente
en cuatro barras paralelas dos a dos y equidistantes sometidas a voltajes
positivos y negativos, que dejan pasar Unicamente la relacion masa/carga

seleccionada al detector.
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El sistema de deteccion, en el caso del equipo empleado en este trabajo,
consiste en un multiplicador de iones secundarios. El haz de iones incide sobre
un catodo arrancando electrones (secundarios) y, seguidamente, unos dinodos
colocados a potenciales cada vez mas altos amplifican la corriente de electrones,
convirtiendo el haz de iones en una sefal eléctrica, que puede ser procesada y

almacenada.

Los equipos de ICP-MS son féacilmente acoplables a otras técnicas analiticas
como por ejemplo la ablacion laser (para andlisis de muestras solidas) o sistemas
cromatograficos. En el caso de acoplar el ICP-MS a una técnica de separacién
como es HPLC resulta sencillo: Unicamente se debe unir la salida de la columna
de cromatografia a la entrada del nebulizador. La combinacion de HPLC e IPC-
MS aporta a la deteccion la diferenciacion de las distintas proteinas que

conforman la muestra, siempre que se utilice un heteroatomo para la deteccion.

1.3.3 Andlisis por dilucion isotopica

El analisis con dilucion isotopica (IDA) es una estrategia para analisis cuantitativo
elemental que se basa en la medida de las relaciones isotopicas de uno (o varios)
analito(s) en muestras cuya composicion isotopica ha sido alterada mediante la
adicion de una cantidad conocida del mismo analito enriquecido isotdépicamente

(trazador), normalmente en un is6topo poco abundante de forma natural [14] .

La relacidn isotopica es el cociente entre el is6topo menos abundante y el mas
abundante; en este caso el trazador se convierte en el mas abundante. El
principio de la metodologia basada en dilucién isotopica proviene de que, gracias
a la relacion isotdpica de la mezcla (analito + trazador), es posible determinar la
cantidad de analito en la muestra original (Fig. 5). Para ello, es necesario medir
al menos dos is6topos estables del analito que estén libres de interferencias

espectrales.
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Figura 5. Principio de IDA [15]
De esta forma, midiendo la relacion isotopica en ICP-MS (natural y trazador), y
conociendo las abundancias naturales y del trazador asi como la cantidad de
trazador afladida a la mezcla, es posible calcular la cantidad de analito en la

muestra original despejando nm, de la ecuacion (Ec.1).

ng * A2 +n,, *x A%
ng * AL +n,, * AL,

Ecuacion 1. Relacion isotopica donde ns: moles de trazador, As: abundancia isotépica del trazador, nm:
moles de muestra original y Am: abundancia isotopica natural.

La IDA también se puede utilizar en el caso del HPLC-ICP-MS, teniéndose IDA
post-columna (inespecifica) cuando la adicion del trazador se realiza a la salida
de la columna cromatografica tras la separacion, a un flujo constante y
optimizado. Esta forma de analisis es util cuando el trazador no se encuentra en
la misma estructura quimica que en la muestra, como es el caso de las proteinas.
Para ello, la ionizacion debe ser independiente de la estructura, lo cual es posible
con ICP. La desventaja de este método es que no corrige los posibles errores
previos a la introduccién del trazador, como las pérdidas de analito en la

separaciéon o durante las etapas de preparacion de la muestra.
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Adicionalmente, hay que tener en cuenta las diferencias fisico-quimicas de los
isétopos debida a las diferencias de masa en el nacleo atémico (diferente nimero
de neutrones). Esto conlleva a un efecto de discriminacion de masas
instrumental (factor K), debido a la transmision preferencial dentro del ICP-MS
de los iones mas pesados respecto de los mas ligeros. Se trata de un error
sistematico que debe corregirse ya que daria lugar a errores en la determinacion

elemental.

1.4 Ensayo inmunologico ELISA tipo sandwich con deteccion

colorimétrica

Los ensayos inmunolégicos utilizan anticuerpos como reactivos enlazantes. En
concreto, la técnica ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) es un ensayo
heterogéneo que utiliza un enzima como marcador de la formacion del complejo
antigeno-anticuerpo. Se basa en la deteccibn de antigeno o anticuerpo
inmovilizado en una superficie portadora mediante la adicion de un anticuerpo o
antigeno enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable como
por ejemplo un cambio de color [16]. De hecho, la colorimetria sigue siendo hoy
en dia el método mas empleado para estos ensayos debido a la posibilidad de
evaluacion visual, instrumentacion sencilla y mayor estabilidad de los productos
formados [17]. Los ensayos basados en ELISA se caracterizan por su elevada
sensibilidad, detectabilidad y especificidad a un precio relativamente bajo y de

forma rapida y sencilla.

Estos ensayos utilizan enzimas como marcadores, lo que incrementa su
versatilidad, pudiéndose utilizar una gran variedad de sustratos y cromogenos.
Ademas, gracias a su alto poder catalitico, los enzimas convierten una cantidad
relativamente grande de sustrato en producto detectable, lo que permite detectar
concentraciones muy bajas que favorece una elevada sensibilidad y unos bajos

limites de deteccion.

Los ensayos basados en ELISA, pueden ser de tipo competitivo (sandwich) y no
competitivo. En los ensayos tipo sandwich utilizados en el presente trabajo hay
un primer anticuerpo de captura que se une al antigeno de la muestra y al anti-

anticuerpo anclado al soporte. El antigeno anclado es detectado por el conjugado

10
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anticuerpo-enzima y, tras la adicion de sustrato, la enzima formara un producto

coloreado (Fig. 6). La sefial es por tanto proporcional a la cantidad de antigeno

presente en la muestra.

h o
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Figura 6. Esquema del ensayo ELISA tipo sdndwich con deteccién colorimétrica.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el ensayo tipo sandwich es rapido

debido a que es posible afiadir simultaneamente las muestras y los anticuerpos,

aunque puede haber interferencias del conjugado a elevadas concentraciones

de antigeno o anticuerpo en la muestra [17].

Una vez incubado los anticuerpos con la muestra, debe afiadirse un sustrato que

dara el cambio de color proporcional a la concentracién de analito en la muestra.

Uno de los sustratos mas utilizados debido a su bajo fondo es la

tetrametilbencidina (TMB) [18], que se reduce mediante una peroxidasa, como

muestra la Fig.7.

CH
TMB 2 NH
= |,/ 2
HsC
3 & X-"CH,
HZN/\
CHj

NH
f 2H,0 =
HiC A F

CH4

CHj
NP

CHs

HN

Figura 7. Reduccion de TMB por la enzima peroxidasa
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2.0bjetivos

El objetivo de este Trabajo Fin de Master ha sido el estudio del perfil proteico,
tanto de suero como de exudado nasal, para el diagnéstico diferencial del ictus.
Concretamente, y a partir de muestras recogidas de pacientes diagnosticados
con ictus hemorragico e isquémico se persiguié la busqueda de diferencias

cualitativas o cuantitativas entre ambos.

Para abordar dicho objetivo, inicialmente se pondra a punto un método SEC-
HPLC para la separacion de proteinas, empleando un sistema de deteccion UV-
VIS.

A continuacion, se analizaran y compararan los perfiles proteicos de cobre, hierro
y zinc mediante HPLC-ICP-MS en ambas patologias. Ademas, se intentara llevar
a cabo analisis cuantitativo (para Fe y Cu) mediante dilucion isotOpica post-

columna.

Por otro lado y dado que se pretende buscar diferencias cuantitativas entre
ambos tipos de ictus, se realizaron ensayos ELISA para lactoferrina y
transferrina, tanto en suero como en exudado nasal. En ambos casos, los
resultados cuantitativos para dichas proteinas fueron normalizados con el valor

de proteina total.

13
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3.Procedimiento

experimental
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3.Procedimiento experimental

3.1 Materiales y reactivos

La balanza analitica utilizada durante el trabajo experimental fue el modelo
Mettler ME 104. El sistema de suministro de agua ultrapura fue el de ELGA
LabWater PureLab Flex, y el medidor de pH fue el modelo Mettler Toledo

FiveEasy. La estufa para controlar la temperatura fue de la casa Memmert,

Para la inyeccion de muestra en el cromatégrafo se empleé una jeringa Hamilton
de 100 pL. Previa inyeccion en el ICP-MS todas las muestras se pasaron a través
de filtros de jeringa Olim Peak de 0,45 um. Para esta operacion las muestras

fueron manipuladas empleando una jeringa Braun Injeckt de capacidad 5 mL.
En cuanto a reactivos se utilizaron los siguientes:

Para la preparacion de la fase maovil para la separacion cromatografica, Tris 0,01
M a pH = 7, se empleo tris(hidroxymetil) aminometano (TRIS) de la marca
comercial J.T. Baker Avantor y acido clorhidrico (37%, Labkem).

Las proteinas patron fueron de la casa comercial Sigma-Aldrich: A diferencia de
la transferrina, la albumina de suero bovino (BSA), la tiroglobulina y la
lactoglobulina que se encontraban en estado soélido, la ferritina venia en

disolucién con una concentracion de 125 mg/mL.

Por dltimo, para la preparacion de la disolucion amortiguadora de fosfato salino
(PBS), utilizada para la determinacion de proteina tal, se necesito NaCl
(Scharlau), KCI (Scharlau), NazHPO4 (Acros Organics) y KH2PO4 (Sigma-
Aldrich).

Para la determinacion de lactoferrina y transferrina, se utilizaron kits comerciales
ELISA de Abcam (ab288174 para la transferrina y ab200015 para el de

lactoferrina) y para el ensayo de cuantificacion de BCA un kit de Sigma-Aldrich.

3.2 Muestras

Se contdé con muestras de exudado nasal y suero extraido de 9 pacientes
diagnosticados con ictus isquémico (4) e ictus hemorragico (4), todas ellas

tomadas por la Dra. Carmen Garcia Cabo neuréloga del Hospital Universitario

15



3.Procedimiento experimental

Central de Asturias (HUCA). Las muestras se conservaron congeladas a -80°C,
en el caso del exudado nasal se congeld el hisopo usado para la extraccién de
la muestra. A lo largo de este trabajo se referira a las muestras por el nimero de
paciente y el tipo de ictus, de forma que el paciente nUmero 1 est4 asociado a
un suero (SH1) y un exudado (EH1). En total las muestras de pacientes con ictus
hemorragico seran: SH1, SH2, SH3, SH4, EH1, EH2, EH3, EH4, EH5, y las
muestras de pacientes que sufrieron un ictus isquémico: SlI6, SI7, SI8, SI9, EI6,
El7, EI8.

Adicionalmente, se disponia de un suero control (donante voluntario) y exudado
control (sin patologia), en este caso, una muestra propia con un hisopo Nest que

se congelo6 de la misma manera que las muestras aportadas por el HUCA.

3.3 Instrumentaciéon

La columna SEC utilizada para la separacion cromatografica fue la Superdex 200
10/300GL, cuyas caracteristicas comerciales se encuentran recogidas en la
Tabla 1:

Tabla 1.Caracteristicas columna SEC Superdex 200 10/300GL

Matriz Agarosa-dextrano

Presion maxima

30 bar

Dimensiones (LxDi)

30 cm x 10 mm

Tamano medio de poro 13 um
Lecho Volumen 24 mL
Rango pH 3-12

La introduccion de muestra en el sistema cromatografico se realizd con la ayuda
de una valvula de seis vias Rheodyne y un bucle de inyeccién de 20 pL. Las
conexiones de la valvula eran: 1 y 4 para el bucle, 5 y 6 para el desecho, 3

entrada de la fase mévil y 2 salida hacia la columna.

Para la optimizacion de la separacién cromatografica se utilizé el equipo Perkin-

Elmar Flexar con sistema de deteccion UV-VIS. Para el montaje se utilizé una
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3.Procedimiento experimental

conexion en “T” para facilitar el acople de la columna a la valvula y al sistema de

deteccion (Fig.8).

Figura 8. Montaje experimental equipo HPLC Perkin Elmer

Los analisis mediante ICP-MS se realizaron en un equipo Agilent 7900 de tipo
cuadrupolo provisto de una celda de colision/reaccion. Para los analisis HPLC-
ICP-MS, el ICP-MS se acopl6 a un sistema HPLC de Thermo Scientific Funnigan
Surveyor. Ademas, a la salida de la bomba, y antes de la columna SEC, se
incorporé una pre-columna recubierta con la resina Chelex 100 para la reduccion
de los niveles de fondo (fundamentalmente Fe) de la fase moévil. La pre-columna
se conecto a la bomba peristéltica a través de la conexidén de entrada de la fase
movil.

Para las medidas con por dilucién isotdpica, se incorpord con una conexiéon en T
a la salida de la columna SEC, para la introduccién de la disolucién trazadora
con la ayuda de una bomba peristaltica Gilson Miniplus 3. Todo el montaje
realizado se ve reflejado en la Fig. 9, en la parte izquierda el montaje esencial y

a la derecha la conexion a la bomba peristaltica para IDA.
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Figura 9. Montaje experimental HPLC-ICP-MS

Por ultimo, para la medicion colorimétrica de los ELISA se utilizé un lector de

placas de la casa comercial Biotek.

3.4 Preparacion de muestras
Las muestras se descongelaron en hielo el mismo dia de su andlisis.

Para las muestras de exudado nasal, una vez descongelado el hisopo, se extrajo
su contenido en 300 pL de TRIS-HCI 0,01M (pH=7).

Tanto el suero como el exudado nasal fueron pasados a través de un filtro de
jeringa de 0,45 um para eliminar particulas que puedan obstruir la columna

cromatografica.

3. 5 Metodologia HPLC-ICP-MS

3.5.1 Preparacién de disoluciones

Como fase movil, tras revisar la bibliografia [19]—-[23], se utilizé TRIS-HCI 0,01 M
a pH 7. Para su preparaciéon se pesaron 1,2114 g de TRISy se llevo a1 L con

agua ultrapura, ajustando el pH con acido clorhidrico.
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Para la preparacion de los patrones individuales de proteinas, se preparé una
primera disolucién stock de 10 mg/mL de cada proteina para posteriormente
preparar disoluciones individuales de proteinas con concentracion 1 mg/mL,
utilizando en todos los casos TRIS-HCI (fase movil) como disolvente. Todos los
patrones se pasaron por un filtro de jeringa de 0,45 um antes de su inyeccion en
el HPLC. Ademés, se prepar6 una mezcla de patrones de proteina de
concentracion 1 mg/mL, de la misma forma que los patrones individuales, para

optimizar las condiciones de separacion (flujo de fase mévil).

Para la disolucion trazadora se partié de unas disoluciones ya preparadas de
10,9378 ppm de **Fe y 9,6425 ppm de %°Cu. A partir de estas se preparé una

disolucién stock de 1 ppm para >*Fe y de 0,5 ppm para °Cu.

La concentracion optimizada fue de 5 ppb para ambos isétopos. Para ello, se
pipeted 250 L de la disolucion stock >*Fe y 500 L ®°Cu, y se llevé a un volumen
final de 50 mL con agua ultrapura.

Para la disolucion de abundancia isotopica natural empleada para calcular el
factor K, se partio de disoluciones patrén de 1000 ppm de Cu y Fe. A partir de
ellas, usando &cido nitrico, se realizaron dos disoluciones madre de 2 ppm para
el hierroy 1 ppm para el cobre. La disolucion final se prepar6 con 50 L de cada
disolucién madre y 4900 uL de acido nitrico consiguiendo de esta forma una

concentracion de 10 ppb de Cu y 20 ppb de Fe.

3.5.2 Condiciones experimentales HPLC

Para el montaje de ambos equipos utilizados se intenté mantener la posicion
vertical de la columna, esto es importarte por dos motivos. Primeramente, para
controlar la presién facilitando por gravedad la elucibn y por lo tanto
disminuyéndola y, por otra parte, para aumentar la durabilidad de la columna
disminuyendo su desgaste al usar menor presion.

Se purgo el sistema HPLC antes de cada uso y tras cada cambio de la fase movil
para evitar la entrada de burbujas en la columna, aumentando la presion

indeseablemente.
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Cada dia de medida se acondicioné la columna con la fase mévil, aumentando
el flujo de manera gradual para evitar sobrepresiones hasta el flujo 6ptimo de 0,6
mL/min.

La presion es un parametro critico para la vida util de la columna, por lo que se
controlé en todo momento. El rango de presiones con las que se trabajé fue
desde 12 hasta 16 bar.

3.5.3 Condiciones experimentales en el ICP-MS

Cada dia de medida se comenzé pasando una disolucion de acido nitrico 2%
para limpiar el equipo. Seguidamente se introdujo el método con los pardmetros

optimizados (Tabla 2) y se realizé un tunning.

Tabla 2.Pardmetros instrumentales ICP-MS

Flujos
Flujo de gas nebulizador 1,21 L/min
Flujo de gas auxiliar 0,9 L/min
Flujo gas plasma 15 L/min
Lentes
Cell entrance -40V
Cell exit -60 V
Plate bias -45V
Celda de colision
Octa P Bias -18V
Flujo gas (H>) 4 mL/min

En el informe diario se comprobé la sensibilidad y el poder de resolucién de
masas del equipo midiendo las masas 7 (litio), 89 (itrio) y 205 (talio) que cubren
todo el rango de masas inorganico, y comparandolas con informes anteriores.

Ademas, se comprobd la eficacia de la ionizacién y el correcto posicionamiento
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de la antorcha midiendo la relacién de 6xidos 156/140 (6xido de cerio/cerio) y la
relacion de dobles cargados 70/140 (Ce?*/Ce*); ambos deben ser menor de un
3% para poder comenzar las medidas. La celda de colision, como ya se ha
descrito anteriormente, sirve para eliminar interferencias poliatdmicas, las mas
importantes son las formadas por la colisién con el gas auxiliar (Ar) como ArO*
interfiriendo con %6Fe, ArNa* para el caso del ®3Cu, o ArN* para el >*Fe entre

otros.

3.5.4 Protocolo seguido antes del analisis

Cada dia, antes de analizar las muestras, se inyectd por duplicado TRIS
comprobando de esta forma que la columna estuviese bien limpia y los fondos
eran buenos para el analisis.

Seguidamente se inyecto el suero control. De esta forma, se comparo el perfil
proteico obtenido, con los realizados anteriormente a fin de asegurar que el
equipo estaba en perfectas condiciones para analizar las muestras.

Al finalizar los analisis, se limpio la columna con agua ultrapura.

3.6 Ensayo ELISA para transferrina y lactoferrina
3.6.1. Preparacion de disoluciones

En primer lugar, se prepararon los patrones indicados (Tablas 3 y 4) para la recta
de calibrado por dilucién seriada. Tanto la lactoferrina como la transferrina patrén
venian en el kit liofilizadas. Antes de su uso se reconstituyeron con 500 pL del
diluyente de muestra.

Para el patrén mas concentrado en el ensayo de lactoferrina se utilizé 358,3 uL
de la proteina patrén reconstituida y se diluyé con 150 pyL del diluyente de
muestra (punto del calibrado 1). Para el ensayo de transferrina se diluyeron 10
pL de la proteina reconstituida en 390 L del diluyente.

Los demas puntos del calibrado se realizaron mediante dilucién seriada
utilizando 150 pL de la disolucién patrén anterior y otros 150 pL del diluyente de

muestra.
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Tabla 3. Patrones calibrado ensayo ELISA transferrina

Patron 0 1 2 3 4 5 6 7

[transferring] N/A | 1000 | 500 |250 |125 |625 |31,25 | 15,63
pg/mL

Tabla 4.. Patrones calibrado ensayo ELISA lactoferrina

Patrén 0 1 2 3 4 5 6 7

[lactoferrina] N/A | 10000 | 5000 | 2500 | 1250 | 625 |312,5 | 156,3
pg/mL

Por otro lado, se prepararon diluciones para las muestras de exudado nasal y
suero que entrasen en la recta de calibrado. La Tabla 5 recoge todas las
disoluciones intermedias preparadas para llegar a la disolucion final con la que
se realiz6 el ELISA. En todos los casos se utilizé TRIS-HCI (pH=7) y se parti6 de

la intermedia anterior.

Tabla 5. Disoluciones intermedias realizadas en los ensayos ELISA

Suero intermedio | Dilucion Exudado intermedio | Dilucion
Sl 1:20 Els 1:20

Sl 1:1333 El2 1:1000
Sl3 1:89474 Els 1:66667

Para la cuantificacion de lactoferrina se prepararon diluciones de las muestras
de suero 1:1000. Para ello, se us6 para su preparacion 15 yL de disolucion
intermedia Sl1 y 735 pL de diluyente de muestra. Para el caso del exudado, las
muestras se diluyeron 1:10000 necesitando para ello 15 uL de El> y 135 pL de

diluyente.

Para el caso de la transferrina, al tratarse de una proteina abundante tuvo que
diluirse en mayor proporcién para entrar en el calibrado realizado. Las diluciones
optimizadas fueron de 1:3400000 tanto para el suero como para el exudado.
Para llegar a esta dilucion se realiz6 se utilizaron 10uL de Elz y Slz y llevandolo
a 510 pL en el caso del exudado y 380 L en el caso del suero, con diluyente de
muestra del kit comercial.
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La mezcla de anticuerpos se prepar6 calculando previamente la cantidad
necesaria para todas las muestras. En el caso de la lactoferrina se necesitaron
1300 pL (26 pocillos: 8 patrones + 18 muestras) y para la transferrina 1600 pL
(32 pocillos: 8 patrones + 22 muestras) ya que se prepararon los controles por
triplicado. Siguiendo el protocolo del kit comercial, se preparé en una dilucién
1:10 de ambos anticuerpos usando como diluyente una disolucion stock
procedente del kit.

La disolucion de lavado, al igual que en el caso anterior, se prepard calculando
la cantidad necesaria siguiendo las instrucciones del kit. En el caso de la
lactoferrina se prepar6 28 mL afiadiendo 2,8 mL de la disolucion de lavado stock
a 25,2 mL de agua ultrapura. Para la transferrina se necesitaron 32 mL para los
gue se uso 3,2 mL de disolucion de lavado stock y 28,8 mL de agua ultrapura.

3.6.2. Protocolo experimental

Durante la preparacion del ensayo ELISA y al tratarse de proteinas, se
conservaron todos los reactivos, patrones y muestras en hielo a fin de evitar su
degradacion.

Sobre el propio hielo se afiadio en los pocillos de reaccion 50 pL de las diluciones
muestra o patron y 50 pyL de la mezcla de anticuerpos preparada con
anterioridad. Se agitd manualmente y se dejé incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente sellando los pocillos con un adhesivo de proteccion.

Tras la hora de incubacion, se realizaron tres lavados para eliminar interferentes
con la disolucion de lavado preparada previamente.

Seguidamente se afiadieron 100 pL del sustrato TMB y se incub6 durante 10
minutos en la oscuridad, cubriendo los pocillos para ello con papel de aluminio.
Por ultimo, se afiadieron 100 pL de la disolucion de parada y se midio en el lector

de placas a una longitud de onda de 450 nm.

3.7 Cuantificacion de BCA para la determinacion de proteina

total

El método BCA combina la reduccién del Cu*? a Cu** en medio alcalino (método

de Biuret) con la deteccion selectiva del cation Cu*! utilizando el &cido
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bicinconinico. El producto de la reaccién tiene un color purpura formado por el
complejo de BCA con un ion Cu*l.

Al igual que para los ensayos previos, se conservaron todos los reactivos,
patrones y muestras en hielo.

Para todas las diluciones se utilizd PBS (disolucién amortiguadora de fosfato
salino). Para preparar el PBS se partié de una disolucion stock 10x utilizando 40
g de NaCl, 1 g KCI, 7,2 g Na2HPO4 y 1,2 g KH2PO4y que fueron llevados a 500
mL con agua ultrapura, comprobando su pH. De esta disolucién se prepararon
50 mL de PBS 1x tomando 5 mL de la disolucion stock y utilizando agua
ultrapura.

Primeramente, se prepararon las disoluciones patrén para el calibrado. Para ello
se utilizé la proteina patron incorporada en el kit en una ampolla liquida de
concentracion 1 mg/mL. Se diluy6 1:10 para la preparacion de los patrones,
necesitandose 300 uL para realizar el ensayo completo, por lo que se utilizé 30
pL de proteina original y se diluyo con 270 pL de agua ultrapura, teniéndose una
concentracion final de 100 pg/mL. Los patrones se prepararon tal y como

muestra la Tabla 6.

Tabla 6. Patrones de calibrado ensayo proteina total

Concentracién Proteina BSA | PBS (uL)
(mg/mL) (ML)
010 0 125
1105 1,25 123,75
2 |1 2,5 122,5
3|5 12,5 112,5
4 110 25 100
5120 50 75
6 |30 75 50

A continuacién, se prepararon las muestras a partir de las disoluciones

intermedias preparadas para los ensayos de transferrina y lactoferrina.
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Las muestras de suero se prepararon mediante la disolucién intermedia Sl2

tomando 40 pL y llevandolo a un volumen final de 880 pL con PBS.

Para el exudado se partié de 85 pL de la disolucion intermedia El1 y se llevo a
881 pL con disoluciéon amortiguadora PBS.

Por dltimo, se preparé la disoluciéon QuantiPro comercial utilizando la mezcla de
las disoluciones comerciales QA, QB y QC (sulfato de cobre pentahidratado). Se
prepararon un total de 8 mL para el ensayo completo (3920 uL QA, 3920 puL QB
y 160 pL QC).

En los pocillos de reaccién se echdé un volumen equivalente de disolucion
QuantiPro y disolucién muestra o patrén (125 pL). Se incubé durante 1 h a una
temperatura de 60 °C y se midié la densidad Optica con ayuda de un lector de

placa a una longitud de onda de 562 nm.
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4.1. Optimizacion de las condiciones del HPLC

Inicialmente, se optimizaron las condiciones de la separacion cromatogréafica. En
lugar de optimizar la cromatografia directamente en el equipo de HPLC acoplado
al ICP-MS, al unicamente disponer en aquel momento de una sola
metaloproteina con hierro, el estudio se realiz6 en un equipo de HPLC Perkin-
Elmer con deteccion UV, empleando una mezcla de proteinas patron.

La columna utilizada, mencionada con anterioridad (Superdex 200), tiene un
rango de separacion entre 10-600 kDa. Se eligié por tanto una mezcla de
proteinas que cubriera dicho rango de las disponibles en el laboratorio:
lactoglobulina (18 kDa), BSA (66 kDa), transferrina (80 kDa) y tiroglobulina (660
kDa).

Al tratarse de una columna de exclusion por tamafio, para mejorar la separacion
de picos unicamente se podria optimizar la temperatura, la seleccion de fase
movil incluyendo el pH de trabajo y la velocidad de flujo.

En nuestro caso, al tratarse de proteinas, es necesario que el pH esté proximo
al punto isoeléctrico para que no se desnaturalice. Ademas, el equipo Perkin-
Elmer usado para la optimizacion no cuenta con control de temperatura. Por ello,
Uunicamente se optimizo el flujo, empleandose como fase maovil Tris 0,01 M a pH
=7.

Para ello, tras la estabilizacion de la columna con la fase movil, se ensayaron
distintos flujos de la misma y se observaron los resultados en el cromatograma
de la mezcla de patrones proteinas. Los flujos utilizados fueron: 0,25; 0,35; 0,45;
0,6 y 0,8 mL /min. Asi mismo, se inyectaron los patrones de proteinas por
separado, con el objetivo de identificar los picos mediante el tiempo de retencion.

El resultado se encuentra recogido en la Fig.10.
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Figura 10. Cromatogramas obtenidos en la optimizacion a flujos de 0,8; 0,6; 0,45; 0,35y 0,25 mL/min
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Como se puede observar en la Fig. 10, independientemente del flujo empleado
no es posible resolver los picos solapados identificados como BSA y transferrina.
A la vista de los resultados obtenidos se decidi6 fijar un flujo de 0,6 mL/min, ya
gue de esta forma se obtiene un tiempo de andlisis cromatografico razonable.
En base a esto, de las proteinas de hierro mas importantes comentadas con
anterioridad, transferrina (80 kDa), lactoferrina (78 kDa), y ferroportina (62,5
kDa), van a coeluir en una misma fraccién, no pudiendo ser resueltas. Sin
embargo, si que se consigue una buena separacion de la tiroglobulina, del grupo
BSA-transferrina y lactoferrina.

4.2. Resultados experimentales con HPLC-ICP-MS

4.2.1 Optimizacion de las condiciones de medida

Antes de medir las muestras, se optimizaron las condiciones de medida con una
mezcla de transferrina y ferritina (0,5 ppm de ferritina y 250 ppm de transferrina),
midiendo los patrones por separado para poder identificar los picos obtenidos.
Aunque en esta etapa se usaron proteinas con hierro tnicamente, se midio tanto
el cobre como el zinc ya que tanto para las muestras de suero como para el
exudado nasal el objetivo es identificar el perfil proteico de moléculas que
contengan dichos elementos. Por lo tanto, al optimizar las condiciones de
medida, es importante que los fondos de todos los analitos sean correctos. Al
tratarse de proteinas, ademas del cobre, el zinc y el hierro, se decidié medir el
azufre ya que forma parte de muchos aminoacidos esenciales. Los iso6topos que
se midieron fueron: ®°Cu, °®Fe, °'Fe, Fe, S, 34S y %4Zn, Para las medidas
experimentales se empled hidrégeno en la celda de colision. A continuacion
(Fig.11) se muestra el cromatograma obtenido tras la inyeccion de la mezcla
ferritina y transferrina. Como velocidad de flujo se empled la seleccionada en los
experimentos HPLC-UV/VIS.
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Figura 11.Cromatograma Ferritina 0,5 ppm + Transferrina 250 ppm mediante HPLC-ICP-MS

Tras comprobar los fondos y asegurar el correcto acoplamiento con el ICP-MS'y
siempre antes de inyectar muestras en el equipo, se comprobaron los fondos y

la correcta limpieza de todo el sistema inyectando unicamente fase moévil (TRIS).

Por ultimo, se comprobd que las muestras se pueden inyectar sin producir una

saturacion del detector, se inyecto tanto una muestra de exudado nasal y suero
control. (Fig.12).
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Figura 12. Muestra de exudado control (EC) y suero control (SC)

A diferencia del suero sanguineo que no se diluye, sino que Unicamente se filtra
antes de inyectar en el HPLC-ICP-MS, para la extraccion de la muestra de
exudado nasal del hisopo se utilizé6 TRIS. Esto conlleva a una dilucion de la
muestra, de ahi que los cromatogramas obtenidos muestren una menor

intensidad de picos (Fig.12).

Por un lado, el suero control con mayor intensidad, no se ve afectado por los
fondos altos. Sin embargo, el exudado tiene mucha menos intensidad debido a
la dilucion, y aunque los picos se pueden identificar bien, podria verse interferida

por los fondos de los que se parte.

Visto que para el suero se consiguen sefales con intensidad suficiente (millones
de cps) y teniendo en cuenta que la cantidad de muestra de exudado nasal

disponible no permite mas que una inyeccion, se decidid comenzar el ensayo
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con los sueros y utilizar los exudados en etapas posteriores, en funcion de los

resultados obtenidos en el suero.

4.2.2 Analisis de las muestras de pacientes con ictus

Con el método de medida a punto, se procedié a inyectar dos muestras de suero
isquémico y otras dos de suero hemorragico. Previamente, y siguiendo el
protocolo descrito en apartados anteriores, tras el montaje del HPLC-ICP-MS se
inyectdé primeramente por duplicado TRIS-HCI comprobando que la columna
esta limpia y seguidamente un suero control comprobando que se obtiene el

mismo perfil que dias anteriores.

Una vez asegurado que el equipo esta listo para los analisis, se inyect6 el suero
hemorragico SH1 y SH2, y los sueros isquémicos SI6 y SI8. A la vista de los
perfiles de ambos grupos se muestran diferencias en los cromatogramas
obtenidos para el Cu (Fig. 13): concretamente, se puede observar como el pico
gue aparece a un tiempo de retencion de aproximadamente 900 s, la intensidad
de sefal obtenida en el caso de los pacientes isquémicos fue superior a la de los

pacientes de tipo hemorragico.
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Figura 13. Cromatogramas superpuestos de %°Cu de las muestras SC, SH1, SH2, SI6 y SI8
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Ademas, se encontraron las mismas diferencias entre ambos grupos para los
isétopos de hierro en el pico con tiempo de retencion aproximado de 1900 s
(Fig.14).
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Figura 14. Cromatogramas superpuestos de Fe de las muestras SC, SH1, SH2, SI6 y SI8

No se encontraron diferencias en el zinc superponiendo de igual forma todas las
muestras medidas. La comparacion de zinc junto al resto de isétopos de hierro

puede verse en el Anexo I.

Con estos resultados se decidi6 recurrir por un lado al método de normalizacion
de areas y por otro a la cuantificaciéon por dilucion isotépica (IDA) para los
siguientes andlisis, a fin de determinar si efectivamente se observan diferencias

segun el tipo de ictus, a las condiciones experimentales ensayadas.

4.2.3 Optimizacion de las condiciones para IDA

Como punto de partida, se optimizé el flujo de la bomba peristéltica utilizada a la
salida de la columna cromatogréfica teniendo cuenta que el flujo maximo de
entrada de disolucion trazadora es 0,1 mL/min. La velocidad maxima que se
pudo poner sin superar dicho limite fue la utilizada para la entrada de la

disolucién trazadora (Tabla 7) siendo el flujo de 0,0945 mL/min.
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Tabla 7. Optimizacion flujo de la bomba peristaltica

Velocidad (rpm) |Flujo (mL/min) Replica2 Replica3 Promedio
0,8 0,0406
0,9 0,0584
1,1 0,0710
1,3 0,0952 0,0950 0,0932 0,0945
15 0,1180

El siguiente paso fue la optimizacion de la concentracion de la disolucion spike
o trazadora. Para ello y partiendo de una disolucién trazadora inicial de 10 ppb
SFe y 5 ppb ®Cu, se inyectd una primera vez con suero control. En funcién de
la sefial obtenida del trazador en comparacion con el isotopo no enriquecido, se
ensayaron otras concentraciones hasta conseguir sefales comparables de
isétopo natural y enriquecido. Se consideré oportuno que la sefial del trazador
(>*Fe y ®5Cu) quedara aproximadamente a un cuarto de la intensidad del pico de
eluciéon mayor (medido con el is6topo natural), de esta forma se seleccion6 una

concentracion de spike de 5ppb para ambos isétopos.

Para analisis cuantitativo se empled el isétopo natural de masa 57 del hierro,

aunque también se comprobo el is6topo 56.

La sefal obtenida con la disolucion trazadora de 5 ppb para los isétopos
seleccionados se muestran a continuacion (Fig.15), tras la elucion del suero

control.
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Figura 15. Optimizacion concentracion de la disolucion trazadora

4.2.4 Medidas de muestras de pacientes con ictus mediante HPLC-ICP-

MS y dilucién isotopica post-columna

Utilizando IDA se analizaron dos sueros hemorragicos (SH3 y SH4) y dos sueros
isquémicos (SI7 y SI9). A diferencia de las medidas previas, se afiadio el is6topo
63Cu como is6topo natural para IDA. Se utilizé la dilucién trazadora optimizada,
gue mediante la bomba peristaltica se mezclé con las fracciones de muestra

salientes de la columna cromatografica antes de la entrada al ICP-MS.

Ademas de las medidas de la muestra, tal y como se comenté anteriormente, se

midié una disolucion preparada para calcular el factor de discriminacion o factor
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K. Dicha disolucion consta de concentraciones conocidas de hierro y cobre

natural, que en este caso fueron de 20 ppb para el hierro y 10 ppb para el cobre.

El factor K se calcula como la pendiente de la recta resultante de representar el

incremento de masa (Isotopo mas abundante — is6topo;) frente al error de

relaciones isotopicas (Ln(Rexperimental/Rtedrica)) (Tabla 8).

Tabla 8. Factor de discriminacion para el hierro y el cobre

Fe
Factor K -0,0514

Cu

-0,0571

Con estos resultados se calcula la relacion isotopica corregida y con ella el error

relativo de las relaciones entre cada uno de los isotopos con el mayoritario. Los

resultados obtenidos se encuentran recogidos en la Tabla 9.

Tabla 9. Error de las relaciones isotépicas reales y experimentales tras la correccién

Fe

54/56
56/56
57/56
58/56
Cu

63/63
65/63

Rcorregida Error relativo

0,104
1,000
0,040
0,005

1,000
0,560

0,625
0,000
0,711
0,481

0,000
0,257

Er (%)

62,51

0,00
71,05
48,06

0,00
25,67

Desafortunadamente, los porcentajes de error obtenidos son muy altos para

poder aplicar la dilucion isotopica. Por tanto, no se puede determinar la

concentracion ya que habria mucha incertidumbre en la determinacién. Esto

puede deberse a que la celda de colision no esté eliminando bien las

interferencias espectrales existentes.
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4.2.5 Normalizacion de areas

Como no se pudo determinar las concentraciones por IDA, se aprovecharon los
cromatogramas obtenidos en los experimentos previos, incluyéndose todos los
sueros de los que se dispone (SC, SH1, SH2, SH3, SH4, SI6, SI7, SI8, SI9).

En nuestro estudio, se normaliz6 el area de los picos con respecto al area total
del perfil proteico para todos los isétopos medidos. De esta forma, es posible
comparar todas las muestras de suero medidas, expresando los resultados en
porcentaje de area de cada pico. Para esto, se sustrajo primeramente la linea
base. En cada cromatograma de medida se determind los intervalos de
integracién para los picos registrados en el cromatograma, y se integré ademas

el area total donde se comprendian dichos picos.

Tomando como ejemplo el hierro, a continuacion, se muestran los intervalos de
integracion para cada pico (1, 2 y 3) en una muestra de suero control, isquémico

y hemorragico (Fig.16).

—SH
Sl

—sC

Figura 16. Modelo de integracion para la normalizacion de areas

Mediante el método de normalizacién de areas se llevd a cabo utilizando el
programa informatico Origin. Tanto para el perfil proteico de hierro como de

cobre, se observaron diferencias entre los grupos de pacientes con ictus
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isquémico y hemorrégico (Tabla 10). En cambio, para el zinc no se encontro
ningun indicio de diferencia en el perfil proteico con el tipo de ictus.

Tabla 10. Porcentaje de area de cada pico para el °Cu y 56Fe para cada muestra

Pico1l Pico 2 Pico 3

%Cu % °Fe %>Cu % °Fe %>Cu %°Fe
SC 11,16 17,58 63,33 67,41 26,46 11,89
SC 7,87 19,67 84,40 62,65 41,72 17,54
SH1 9,45 9,38 71,47 69,48 19,20 18,52
SH2 4,61 13,40 63,71 68,70 27,56 15,62
SH3 8,01 11,72 67,97 71,56 17,17 15,53
SH4 11,00 19,92 62,03 71,20 21,17 9,29
sl6 1,49 13,88 76,89 61,95 17,35 23,63
si7 9,82 24,70 73,64 66,44 18,80 8,30
si8 2,89 12,75 68,72 57,81 21,41 27,57
sI9 9,63 15,43 70,47 67,47 16,54 16,13

Como se puede observar, para ambos elementos en el pico 2 hay un mayor
porcentaje de areas para el grupo de ictus isquémico que para los de ictus
hemorragico. Esto concuerda con las diferencias que se veian en el
cromatograma inicial del cobre (Fig.13) para dos muestras de cada tipo de

accidente cerebrovascular.

La Tabla 10 muestra el isGtopo de hierro 56 como ejemplo, pero los tres isétopos
medidos (54, 57 y 56) se obtuvo el mismo resultado. Los resultados obtenidos
de la integracion de todos los is6topos medidos se encuentran recogidos en el

Anexo Il.

4.3. Ensayo ELISA tipo sandwich con deteccion colorimétrica

Se realizaron ensayos cuantitativos ELISA para dos metaloproteinas de hierro
como son la lactoferrina (80 kDa) y la transferrina (79,6 kDa). Debido a su
similitud de peso molecular, estas proteinas no pudieron ser separadas por la
columna cromatografica utilizada. Como los resultados obtenidos en el ICP-MS
sugieren una diferencia entre sueros isquémicos y hemorragicos en esta fraccion
de peso molecular, se cuantificd dichas proteinas con kits comerciales ELISA

para estudiar alteraciones en sus niveles con el tipo de ictus.
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Para estos ensayos, se analizaron todas las muestras disponibles, tanto de suero
(SC, SH1, SH2, SH3, SH4, SI6, SI7, SI8, SI9) como de exudado nasal (EC, EH1,
EH2, EH3, EH4, EHS5, EI6, EI7, EIB).

4.3.1. Optimizacion de la dilucion de muestra

Tanto para la transferrina como para la lactoferrina, se llevé a cabo el mismo tipo
de ensayo ELISA. Primeramente, se realiz6 una prueba con el objetivo de
optimizar la dilucién de las muestras tanto de exudado nasal como de suero
comprobando que caen dentro de la recta de calibrada propuesta por la casa
comercial (0-10000 pg/mL). Para ello, se parti6 de datos de referencia
bibliogréficos para ambas proteinas en suero: transferrina 3,4 x 10° pg/mL [24]
y lactoferrina 2000-7000 ng/mL [25].

Para el ensayo inicial se utilizaron tres puntos del calibrado, el mas alto (7), el
mas bajo (1) y uno medio (4), ademas del punto 0 (véase Tabla 1); y se evaluaron
dos diluciones del suero control. Al no tener datos de referencia para el exudado
nasal, se probaron las mismas diluciones que con el suero.

Para el caso de la lactoferrina, se probaron dos disoluciones finales de 1:700 y
1:1000. Para el suero ambas entraron dentro del calibrado, sin embargo, en el
caso del exudado ambas diluciones saturaban la sefial del detector. Con estos
resultados, las diluciones elegidas como 6ptimas para la parte experimental
fueron de 1:1000 para el suero y 1:10000 para el exudado.

Para la transferrina, se probaron dos diluciones al igual que en el ensayo anterior;
concretamente 1:3400000 y 1:4857100. Tras la experiencia del ensayo previo se
utilizaron para el exudado nasal diluciones de 1:3400000 y 1:34000000. En estas
condiciones, todas las disoluciones preparadas entraron en la recta de calibrado,
por lo que se eligieron los puntos que caian en la parte central del calibrado y asi
evitar que alguna muestra pudiera salirse en los experimentos con las muestras
reales. Estas fueron para ambos tipos de muestra las diluciones 1:3400000.
Para el estudio de optimizacion se utilizaron distintas disoluciones intermedias
necesarias para unos volumenes de diluciébn razonables detalladas en el
apartado anterior (Véase 3.4.1).

En conclusion, las diluciones finales seleccionadas que se usaran para los

ensayos con muestras reales fueron: 1:1000 para la lactoferrina en suero,
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1:100000 para la lactoferrina en exudado y 1:3400000 para los ensayos de

transferrina.

4.3.2 Deteccién cuantitativa de las muestras de pacientes de ictus

Siguiendo el protocolo descrito previamente, y utilizando las diluciones
optimizadas, se llevaron a cabo ensayos con ambos kits ELISA obteniendo las
rectas de calibrado que se muestran en la Fig.17, obteniéndose coeficientes de
determinacién de 0,9986 para la transferrina y 0,9980 para la lactoferrina.

Transferrina Lactoferrina

Densidad éptica (u.a.)

Densidad éptica (u.a.)

5 y =0,0016x +0,1212 > y =0,0001x + 0,1077
) R?=0,9986 " o R?=0,998

&
00 600 800 10 6000 8000 10000 12000
Concentracién (pg/mL) Concentracion (pg/mL)

Figura 17. Rectas de calibrado de los ensayos ELISA de transferrina y lactoferrina

Adicionalmente, se realiz6 el ensayo de proteina total BCA para normalizar las
concentraciones de proteina obtenidas, siguiendo el protocolo descrito
previamente. El coeficiente de correlacion lineal conseguido para este ensayo
fue algo inferior que para los ensayos previos (0,9971), pero aun consiguiéndose

una buena linealidad (Fig.18)
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18

16
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30
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y=0,0297x +0,1658
R*=0,9971

Figura 18. Recta de calibrado de la proteina total

Con los datos de la proteina total para todas las muestras de suero y exudado,

se normaliz6 los resultados de transferrina y lactoferrina. Los resultados

obtenidos tras la normalizacion con BCA se muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Representacion grafica de los resultados ELISA normalizado con proteina total
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Los resultados, tanto para transferrina como para lactoferrina en suero y exudado
nasal, muestran una tendencia a concentraciones mayores de proteina para las
muestras de pacientes con ictus de tipo isquémico. Esto concuerda con los
resultados obtenidos en el ICP-MS para el Fe. No se realizé analisis estadistico
de los resultados por ser la poblacion muy limitada: de n=4 para sueros, n=5 para

exudados hemorragicos y n=3 para exudados isquémicos.
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A partir de los resultados experimentales obtenidos de este Trabajo de Fin de

Méster, se pueden obtener las siguientes conclusiones:

1.

El perfil proteico de metaloproteinas de Cu y Fe mediante analisis por ICP-
MS presenta diferencias cualitativas al comparar suero procedente de
pacientes diagnosticados con ictus isquémico y hemorragico.

El andlisis por dilucion isotdpica necesita ser optimizado y repetido, no se
consiguieron resultados fiables debido a que el factor k no resulto
adecuado.

El método de normalizacién de areas de los perfiles proteicos permitié
encontrar diferencias entre el suero de pacientes con ictus hemorragico e
ictus isquémico, tanto en los isétopos de cobre como de hierro. No se
encontraron diferencias para el zinc.

Los analisis de ELISA parecieron mostrar una tendencia en las muestras
(suero y exudado) de ictus isquémicos a una mayor concentracion
proteica, para lactoferrina y transferrina. Este analisis esta limitado por el
namero reducido de muestras analizadas, por lo que no se puede apoyar
esta afirmacion empleando tratamiento estadistico.

Las muestras de exudado nasal no pudieron medirse mediante HPLC-
ICP-MS por falta de tiempo, por tanto, no fue posible determinar si las
diferencias observadas en suero entre los dos tipos de ictus serian
también observables (con perfil proteico diferente) en una muestra cuya

recogida es de tipo no invasivo.
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Porcentaje de area para cada pico

Anexo Il

e

1 % 2 % 3 % AreaTotal
SC24 1,40E+07 22,30 3,67E+07 58,40 1,15E+07 18,35 6,29E+07
SC5 1,78E+07 21,19 5,16E+07 61,30 1,47E+07 17,50 8,41E+07
SH1 4,16E+06 8,49 3,52E+07 71,89 9,63E+06 19,67 4,90E+07
SH2 3,80E+06 13,29 2,01E+07 70,11 4,59E+06 16,05 2,86E+07
SH3 2,58E+06 7,97 2,55E+07 78,50 5,27E+06 16,26 3,24E+07
SH4 1,25E+06 8,08 1,34E+07 86,29 2,35E+06 15,17 1,55E+07
SI6 9,24E+06 12,67 4,60E+07 63,11 1,73E+07 23,72 7,30E+07
SI7 5,80E+06 15,38 2,18E+07 57,79 8,53E+06 22,62 3,77E+07
SI8 5,33E+06 12,95 2,44E+07 59,42 1,15E+07 28,01 4,11E+07
SI9 5,78E+06 13,34 2,67E+07 61,73 1,03E+07 23,86 4,33E+07
_ 1 % 2 % 3 % AreaTotal
SC24 1,14E+08 17,58 4,37E+08 67,41 7,71E+07 11,89 6,48E+08
SC5 2,91E+08 19,67 9,28E+08 62,65 2,60E+08 17,54 1,48E+09
SH1 1,02E+08 9,38 7,55E+08 69,48 2,01E+08 18,52 1,09E+09
SH2 8,57E+07 13,40  4,39E+08 68,70  9,99E+07 15,62  6,39E+08
SH3 7,89E+07 11,72 4,82E+08 71,56 1,05E+08 15,53 6,73E+08
SH4 7,73E+07 19,92 2,76E+08 71,20 3,61E+07 9,29 3,88E+08
SI6 2,23E+08 13,88 9,97E+08 61,95 3,80E+08 23,63 1,61E+09
SI7 8,14E+07 24,70 2,19E+08 66,44 2,74E+07 8,30 3,30E+08
SI8 1,19E+08 12,75 5,39E+08 57,81 2,57E+08 27,57 9,32E+08
SI9 7,48E+07 15,43 3,27E+08 67,47 7,82E+07 16,13 4,85E+08
_ 1 % 2 % 3 % AreaTotal
SC 3,38E+06 21,17 1,06E+07 66,06 2,12E+06 13,26 1,60E+07
SC 7,32E+06 19,94 2,28E+07 62,12 6,42E+06 17,48 3,67E+07
SH1 2,28E+06 10,64 1,50E+07 70,29 4,11E+06 19,21 2,14E+07
SH2 2,62E+06 12,13 1,05E+07 67,34 2,58E+06 15,68 1,57E+07
SH3 2,00E+06 20,51 1,18E+07 71,24 2,59E+06 11,05 1,65E+07
SH4 2,06E+06 20,51  6,90E+06 68,60  1,11E+06 11,05  1,01E+07
SI6 5,91E+06 14,80  2,46E+07 61,59  9,39E+06 23,53  3,99E+07
SI7 2,06E+06 24,38 5,50E+06 64,97 7,40E+05 8,75 8,46E+06
SI8 2,86E+06 12,49 1,34E+07 58,33 6,45E+06 28,16 2,29E+07
SI19 1,93E+06 15,37 8,46E+06 67,58 1,97E+06 15,73 1,25E+07
_ 1 % 2 % 3 % AreaTotal
SC24 1,19E+06 11,16 6,75E+06 63,33 2,82E+06 26,46 1,07E+07
SC5 8,18E+05 7,87 8,78E+06 84,40 4,34E+06 41,72 1,04E+07
SH1 2,53E+06 9,45 1,91E+07 71,47 5,13E+06 19,20 2,67E+07
SH2 3,30E+05 4,61 4,55E+06 63,71 1,97E+06 27,56 7,14E+06
SH3 2,09E+06 8,01 1,78E+07 67,97 4,48E+06 17,17 2,61E+07
SH4 1,91E+06 11,00 1,07E+07 62,03 3,67E+06 21,17 1,73E+07
SI6 2,09E+05 1,49 1,08E+07 76,89 2,44E+06 17,35 1,40E+07
SI7 1,84E+06 9,82 1,38E+07 73,64 3,53E+06 18,80 1,88E+07
SI8 5,48E+05 2,89 1,30E+07 68,72 4,05E+06 21,41 1,89E+07
SI9 2,19E+06 9,63 1,60E+07 70,47 3,76E+06 16,54 2,28E+07




Anexo Il

- Ym

1 % 2 % 3 % AreaTotal
SC24 2,03E+07 17,02 8,78E+07 73,67 3,83E+06 3,22 1,19E+08
SC5 1,76E+07 15,44 8,30E+07 72,97 3,35E+05 0,29 1,14E+08
SH1 8,73E+06 14,37 4,57E+07 75,22 2,72E+06 4,48 6,08E+07
SH2 3,18E+07 14,63 1,69E+08 77,58 7,19E+06 3,30 2,18E+08
SH3 2,14E+07 19,98 7,69E+07 71,78 6,63E+06 6,19 1,07E+08
SH4 2,04E+07 26,15 4,74E+07 60,87 6,98E+06 8,98 7,78E+07
Si6 2,18E+07 13,68 1,25E+08 78,65 9,69E+06 6,08 1,59E+08
SI17 1,61E+07 21,91 4,60E+07 62,71 7,93E+06 10,82 7,33E+07
SI8 4,79E+07 11,95 3,25E+08 81,07 2,40E+07 6,00 4,00E+08
SI9 1,66E+07 15,40 5,29E+07 49,25 1,90E+06 1,77 1,07E+08
- 1 % 2 % 3 % 4 % AreaTotal
SC24 2,17E+07 5,50 3,33E+08 84,45 1,31E+07 3,32 1,30E+07 3,30  3,95E+08
SC5 2,92E+07 3,74 6,56E+08 83,96 2,43E+07 3,11 3,07E+07 3,93 7,81E+08
SH1 1,41E+07 3,27 3,57E+08 82,44 1,93E+07 4,45 1,82E+07 4,22 4,32E+08
SH2 1,51E+07 5,62 2,28E+08 84,80 8,09E+06 3,01 6,53E+06 2,43 2,69E+08
SH3 2,64E+07 4,71 4,47E+08 79,70 2,69E+07 4,80 3,32E+07 5,92 5,61E+08
SH4 3,44E+07 6,85 4,14E+08 82,27 1,68E+07 3,34 2,39E+07 4,76 5,03E+08
SI6 2,28E+07 3,50 5,58E+08 85,58 1,53E+07 2,35 2,61E+07 4,01 6,52E+08
SI7 2,65E+07 6,04 3,63E+08 82,83 1,47E+07 3,36 1,98E+07 4,52 4,38E+08
SI8 3,28E+07 6,05 4,47E+08 82,34 3,84E+07 7,08 3,00E+07 5,54 5,43E+08
SI9 2,77E+07 5,76 3,96E+08 82,22 1,76E+07 3,65 2,03E+07 4,21 4,81E+08




