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Resumen

El reactivo anti-CD45 conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) es dtil para el
diagnostico y estudio de inmunodeficiencias de células T y B; en este trabajo para su obtencion
se modificd la relacion entre el fluorocromo y el anticuerpo a conjugar mediante tres protocolos,
partiendo de la proporcién 1:2 recomendada. El anticuerpo fue purificado por cromatografia de
afinidad, a una pureza de 99,3 %. Se evalud la relacién FITC/Proteina mediante la lectura del
conjugado a 495 nm y 280 nm; y el porciento de reconocimiento leucocitario para citometria de
flujo. El producto mostré buena actividad bioldgica con porcentaje de reconocimiento
leucocitario en el rango de 90,7 % - 96,8 %, destacando el P-2 que permite del reactivo a un
menor costo de produccion, en comparacion con el precio del producto importado; quedando
establecido el proceso de conjugacion para el anti-CD45 con FITC en el Laboratorio de
Anticuerpos y Biomodelos Experimentales (LABEX).

Palabras clave: anticuerpo monoclonal, marcador leucocitario, Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC), citometria de flujo.

Abstract

The reactive anti-CD45 is useful for the diagnostic and the study of T or B cells
immunodeficiency. In this works were assayed three protocols with the purpose to obtain this
reagent for the production, each one modifying the relation among the fluorochrome and the
antibody (F:P) to conjugate, referred to the proposal of 1 : 2 recommended. The antibody was
purified by affinity chromatography with 99,3 % of purity; was evaluated the relation
FITC/Protein to 495 nm and 280 nm; and also, was obtained the leukocyte recognition percent
through cytometry of flow by three tried protocols which evidence good biological activity
(90,7 % - 96,8 %). The best protocol was P-2, with the lowest production cost and highest
profits compared with product imported usually used in health system. This study permitted
establishes the process to obtain anti-CD45 - FITC conjugated in LABEX laboratories.

Keywords: monoclonal antibodies, leukocyte marker, Fluorescein isotiocyanate (FITC), flow
cytometry.
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Introduccion

La posibilidad de generar anticuerpos especificos para detectar una gran variedad de
enfermedades contribuye a diversificar su uso en clinica. Estos resultan de gran ayuda
en el diagndstico, identificacion y evaluacion de trastornos neopléasicos (ej. leucemias y
linfomas), a través del reconocimiento de antigenos presentes en la superficie de las

células para determinadas subpoblaciones leucocitarias.

El CD45 es un antigeno blanco para la deteccion de poblaciones de leucocitos,
consistente en un grupo de glicoproteinas de superficie de las membranas que se
expresan en todas las células hematopoyéticas normales, exceptuando los eritrocitos
maduros. Este tiene un peso molecular de 180 - 240 kDa y es conocido también como
antigeno comun leucocitario (common leukocyte antigen, CLA) o panleucocitario, que
funciona asociado a una tirosina fosfatasa que parece ser crucial para los procesos de
activacion celulares. [1,2] Los anticuerpos que son dirigidos a su estructura principal,

reconocen todas las isoformas presentes de la molécula leucocitaria.

Una herramienta poderosa para definir y enumerar leucocitos es la Citometria de Flujo
(CF), pues permite distinguir el linaje celular e inferir el estadio de maduracion de la
mayoria de las células hematopoyéticas. [3] En la actualidad se aplica en ensayos de
rutina en laboratorios clinicos y de investigacion para el fenotipaje de estirpes celulares
diferentes. [4] La CF utiliza anticuerpos (Ac) marcados con Fluorocromos, como el
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), para la deteccion de antigenos sobre las
superficies celulares; de forma tal, que cuando el Ac reacciona con el antigeno se forma
un complejo especifico y el fluorocromo acoplado a este, al recibir la luz incidente,
emite una sefal fluorescente que revela la reaccion la que es detectada por el Citdmetro.

El Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) es una molécula pequefia que se conjuga
normalmente mediante reaccion via aminas primarias, uniéndose mediante enlace
covalente con los grupos amino y carboxilo de la proteina y el cloruro de sulfonilo del
FITC, en condiciones de pH alcalino. Para cada molécula de anticuerpo se describen
conjugaciones de 3 a 6 moléculas de FITC, ya que una mayor cantidad de uniones

puede provocar problemas de solubilidad. [5, 6]

El anti-CD45 es un anticuerpo monoclonal que se utiliza para identificar y enumerar
leucocitos CD45 en sangre periférica humana y para identificar células tumorales, no
hematopoyéticas. [7, 8] Su utilidad en la tipificacion en celular se basa en que es una

proteina expresada de manera constitutiva en todas las células hematopoyéticas, que
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incrementa su presencia en los estadios finales de la hematopoyesis para los diferentes
linajes celulares leucocitarios o ante situaciones que generen altas concentraciones

celulares y permanece de manera estable en las células maduras.

Partiendo de lo anterior, el objetivo de este trabajo fue obtener el anticuerpo anti-CD45
purificado a partir de Liquido Ascitico Murino y evaluar su conjugacion con
Isotiocianato de Fluoresceina, a través de tres protocolos de experimentacion para la
obtencion de un reactivo de uso en Citometria de Flujo, con criterio de costo aceptable

para el desempefio productivo.

Materiales y métodos

El trabajo experimental de esta investigacion fue desarrollada en el Centro de
Inmunologia Molecular (CIM) en Ciudad de La Habana y en su Direccion de
diagnosticos, Laboratorios de Anticuerpos Monoclonales y Biomodelos Experimentales
(LABEX) en Santiago de Cuba.

Obtencion del Anticuerpo monoclonal purificado

El anti-CD45 fue purificado a partir Liquido Ascitico Murino (LAM) obtenido en
ratones Balb/c, como resultado de un proceso de inmunizacion descrito en trabajos
anteriores. [9,10]

Purificacion del AcM

Se descongel6 el LAM en bafio de agua atemperada entre 2 y 8 °C, y posteriormente se
filtré a gravedad con papel de filtro para eliminar los lipidos. Para la obtencién del
anticuerpo purificado se utilizd un sistema cromatografico FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography), utilizando una matriz de Afinidad con Proteina A-Sepharose. Para su
control se utilizé el software Unicorn 4.12®, como buffer de equilibracion el Tris 50
mM, NaCl 1M a pH 8,5; y la elucién de la IgG 1 se realiz6 con Buffer Citrato 0,1 M pH
4. El purificado fue dializado en Buffer Fosfato Salino pH 7,2 (PBS) para su cambio de
pH, durante 24 horas, a una temperatura entre 2 - 8 °C; realizando tres cambios de
dialisis. [11]

Analisis de recobrado

El recobrado del proceso de purificacion se calculd segun la siguiente ecuacion (1):

masa 2
YV =——x 100
masa 1 @
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donde:

Y: Recobrado (%).

Masa 2: Masa del Ac M purificado (g).
Masa 1: Masa del Ac M en el LAM (g).

Determinacion de la concentracion de IgG por espectrofotometria

La determinacion de la concentracion de la 1gG 1 murina, se realizdé mediante
espectrofotometria  (UV-visible) utilizando el espectrofotometro marca PG
INSTRUMENTS modelo T80.

Ensayos de pureza de Ia muestra purificada

Para la determinacion de la pureza del purificado se utilizaron dos métodos: la
electroforesis reducida y no reducida y la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC).

Electroforesis en gel de poliacrilamida
La electroforesis de proteinas, cuyo fundamento es la separacion de las moléculas
segun su carga eléctrica, nos permite aislar y caracterizar moléculas segin su peso

molecular. [12]

Para comprobar la pureza e integridad del anticuerpo Anti-CD45 purificado a partir de
LAM, se aplicé la técnica de electroforesis reducida y sin reducir en geles de
poliacrilamida en presencia Duodecil Sulfato de Sodio (desnaturalizante) y en
condiciones reductoras (2-mercaptoetanol) como método de bajo costo ampliamente
utilizado para cuantificar, comparar y caracterizar proteinas segun lo describe. [13,14]

Se utilizé, en un equipo de electroforesis vertical Mini Protean 3® Cell (Bio-rad;

Alemania); la visualizacion de la banda se alcanz6 con Azul de Coomassie (Biorad®).

Determinacion de Pureza por HPLC

La cromatografia liquida en alta presién (HPLC), es un método que se caracteriza por la
selectividad, reproducibilidad, sensibilidad y rapidez, permitiendo analizar
potencialmente una mezcla de proteinas. Entre los mecanismos de interaccion utilizados
en el HPLC se encuentra la exclusion molecular, que se basa en las diferencias de peso
molecular de las moléculas presentes en el purificado, donde las moléculas de mayor
peso molecular son aquellas que ofrecen menor tiempo de retencion en la matriz de

exclusion, seguidas de la de menor peso molecular que al tener menor peso molecular y
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mayor tiempo de retencion, demoran mas en abandonar la fase estacionaria. [15] La

separacion se realizo en presencia de un gel de exclusion TSK-GEL G3000 SWx..

Obtencion del conjugado

Preparacién del AcM

Para la conjugacion con el FITC (isomero I, Sigma Catadlogo F4274) del anticuerpo
monoclonal purificado, se verificd que la concentracion de proteina fuese mayor de 4
mg/mL. Se dializo el anticuerpo por 24 h en buffer carbonato-bicarbonato de pH 9,5

utilizando bolsas de dialisis (Spectral/Por4®).

Conjugacion del AcM con FITC

La conjugacion del AcM se realizé6 mediante tres protocolos (1, 2, 3) en los cuales se
vario la cantidad del fluorocromo empleado en la mezcla de conjugacion,
utilizando como disolvente del fluorocromo, el Dimetilsulfoxido (DMSQO) Hybri-max
SIGMA®, [16]

El protocolo de conjugacion 1 se establecié partiendo de la relacion establecida
FITC/proteina (1:2) por Harlow, E. and Lane D; siendo aplicada dicha relacion a la
molécula en particular. Los protocolos 2 y 3 se obtuvieron variando la relacion descrita
por los autores a una proporcién de 1 : 4,6 y 1 : 7, respectivamente; en correspondencia
con una razén molar F/P de 3-8 reportada por Roederer. [16, 17, 18]

Se prepard la solucion FITC-DMSO segun la cantidad de FITC de cada protocolo
(isémero |1, Sigma F4274) para 500 uL de DMSO (Sigma), adicionando al anticuerpo en
agitacion, 50 pL de la mezcla FITC-DMSO, en alicuotas de 5 uL; con posterior

incubacidon del Ac en fluorocromo, por 24 h de 2 - 8°C. [19]

Purificacion del Conjugado

La purificacién del conjugado se realizd6 mediante la cromatografia de exclusion
molecular utilizando Sephadex G-25, realizando la coleccion de la fraccion coloreada,
para evaluar posteriormente el comportamiento de la relacion FITC/Proteina y el

porciento de Reconocimiento leucocitario mediante Citometria de flujo. [20]

Métodos analiticos

Determinacion de Ia relacion FITC/Proteina
La determinacion de la relacion F/P en la muestra purificada se realizd por

espectrofotometria a una densidad Optica de 280 nm para detectar las moléculas de
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anticuerpo fluorescente en el producto conjugado y a 495 nm para detectar la presencia
de moléculas de fluorocromo acoplado a la proteina en el espectro visible del equipo.

Para determinar la razén molar se utilizé la siguiente ecuacion (2).

F_ 2,77 x A(495 nm)
P~ A(280 nm) - 0,35 (4 495 nm) )
donde:

F/P Relacion FITC/Proteina

A 495 nm Absorbancia a 495 nm (del fluorocromo)
A 280 nm Absorbancia a 280 nm (del anticuerpo)

Se compilaron y tabularon los datos obtenidos.
Determinacion de la actividad bioldgica del producto

La actividad bioldgica del producto se determiné6 mediante el porciento de
reconocimiento leucocitario del Anticuerpo fluorescente por Inmunofluorescencia
Directa (I.F.D), entre el anticuerpo fluorescente y el antigeno CD45 de la superficie de
los leucocitos. Esta reaccion fue detectada a través de un Citometro de Flujo Beckman
Coulter, modelo Gallios. [21]

Andlisis estadistico

Se procedi6 a determinar los valores promedios y las desviaciones estandares, para las
respuestas a los tratamientos (protocolos ensayados): la relacién FITC/Proteina y la
actividad bioldgica. Se realizé analisis de normalidad usando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, a los valores obtenidos en las fracciones de purificacion de cada protocolo,
indicando transformacién de escala de 0,05 utilizando el programa Microsoft
Excel®2010. Posteriormente se compararon cada protocolo mediante ANOVA tipo Il y

comparacion de medias a posteriori.

Resultados y discusion

Obtencion del AcM purificado

Para la obtencion del anticuerpo purificado se utilizd como materia prima el LAM L3
anti CD45, el cual, segin documentos técnicos debe tener una concentracion > 0,2
mg/mL del anticuerpo especifico. EI LAM L3 anti CD45 fue obtenido en ratones
Balb/c, aplicando un esquema de inmunizacion descrito por Soria N., como se

menciono anteriormente en Materiales y Métodos. [9,10]
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Con el desarrollo de la tecnologia de obtencion de AcM, varios autores reportan que los
costos de la etapa de purificacion resultan los mayoritarios en el proceso y se encuentran
entre el 40 y el 80 % de los costos de produccion total. [20,21] En este trabajo el método
seleccionado para separar la 1gG 1 murina purificada a partir del LAM fue la
cromatografia de afinidad con proteina A, a pesar del mayor costo relativo de esta;
debido a que en un solo paso cromatogréafico se obtiene el anticuerpo concentrado,
pudiendo superar lo recomendado para el producto y en menor tiempo, menos pasos que

incrementan las pérdidas del producto deseado. [jError! Marcador no definido.]

La concentracion de inmunoglobulinas en el purificado fue determinada por
espectrofotometria UV-visible, evidencidndose ademas la presencia de una sola especie
absorbente. El valor de la concentracién obtenido fue de 7,08 mg/mL de IgG1 murina,
superando el criterio de aceptacién para la IgG1 purificada a partir de LAM segun los
documentos técnicos aplicados en LABEX para este producto, el cual plantea que debe
ser mayor de 0,50 mg/mL. [21]

El analisis de recobrado mediante el calculo, arrojé un porciento de 83 %; por lo que
para una masa inicial de 180 mg se colect6 una masa final de 149,4 mg. Esto demostrd
la eficacia del proceso cromatogréfico, permitiendo la captura de los anticuerpos en un
solo paso y recuperando gran parte del anticuerpo de interés debido a la alta selectividad

de la misma. [23]

Obtencion del conjugado IgG1-FITC

Una vez obtenida la molécula de AcM de interés que permitira el disefio del
diagnosticador, mediante el reconocimiento especifico del antigeno diana, se ha de
proceder a la unién covalente (conjugacion) con el fluorocromo definido segin el
método de deteccion que se emplee en el diagnostico. En trabajos anteriores se ha
establecido entre las condiciones Optimas para que se logre de manera efectiva el
proceso de conjugacion, que es importante garantizar una concentraciéon del anticuerpo
mayor de 4 mg/mL. [jError! Marcador no definido., 18] Por lo que el paso
cromatografico desarrollado, permite cumplir con este requerimiento en cuanto a

concentracion de moléculas de anticuerpos como proteinas disponibles.

En los procesos de conjugacion con anticuerpos monoclonales resulta vital para la
obtencion del producto, la ausencia de cualquier contaminante en la muestra, ya que
esta puede producirse de manera inespecifica afectando la actividad biologica esperada.
Por lo que durante todo el proceso deben aplicarse métodos que comprueben la pureza
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de la misma. Se conoce que la IgG 1 tiene un peso molecular aproximado de 150 kDa, y
la presencia de una Unica banda a este nivel puede tenerse como un criterio de pureza.
[21,22]

= 50 -

Fig. 1. Electroforesis no reducida (A) y reducida (B) de proteinas para identificar 1gG. Se aplicaron
10 pL del patrén (Unstained de Biorad®) y de la muestra purificada. Linea 1: patrones de peso
molecular, Linea 2: muestras del purificado.

El resultado mostrado en la figura 1 demuestra que en el purificado obtenido,
comparado con el patron (Unstained de Biorad®) de pesos moleculares, solo exhibe una
banda con un peso molecular aproximado de 150 kDa en correspondencia con la 1gG 1,
lo que nos permite fundamentar que el producto obtenido no contiene ningdn
contaminante detectable en las condiciones de ensayo y que se trata de la biomolécula

de interés.

En la figura 2 se muestra el cromatograma obtenido mediante HPLC en el gel de
filtracion para la separacion e identificacion de la IgG1. En el cromatograma se reportan
cuatro picos, los que corresponden a la separacidén de compuestos detectados por medios
Opticos. No obstante, solo tres de estos picos cromatograficos resultan de interés, por
presentar una resolucion > 1 (tabla de la figura 2), lo que separa la probabilidad de
lectura del ruido por la sensibilidad de los métodos involucrados. Atendiendo a los
tiempos de retencion de cada uno de los picos “Otiles”, se puede establecer una
identificacion de la presencia de la 1IgG1 nativa (mondmero) y agregados moleculares de

estas.
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Fig. 2. Cromatograma obtenido de la aplicacion de una muestra de 1gG1 murina purificada,
mediante HPLC. La muestra fue aplicada a una concentracion de 5 mg/mL El eje X representa el
tiempo de retencién de la proteina a través del gel de filtracion con relacion a la intensidad de la
sefial de absorbancia en el UV en el eje Y.

Segun el orden de elucion, el primer pico se corresponde con aquellos agregados de la
IgG 1 formados por mas de dos moléculas, conocidos como multimeros; el segundo,
representa los dimeros formados de la agregacion; el tercer pico y de mayor tamafio,
corresponde a los mondmeros constituidos por las moléculas del Ac no agregados; y a
continuacion se observa otro pico menor correspondiente a pequefios fragmentos de Ac,
lo cual podria adjudicarse a la liberacion de pequefios péptidos que se obtienen como
resultado de la presion del sistema sobre las moléculas de 1gG 1. Esto coincide con el

tiempo de retencion reportado para los anticuerpos monoclonales, bajo similitud de
condiciones. [23,24]

Este ensayo muestra una pureza de 99,3 % para la IgG 1 con relacion a las muestras
afiadidas y la sumatoria de las areas bajo los picos identificados (ver tabla resumen del
grafico), las que se relacionan con las concentraciones recuperadas en cada fraccion.
[23,24] Se resalta que este valor no tiene en cuenta la aportacion por la presencia en la
muestra de los multimeros y los fragmentos peptidicos del Ac, puesto que se asume que
estos Ultimos no constituyen contaminantes, sino solo agregados moleculares de la

misma proteina por las condiciones de purificacion, conservacion y estabilidad. [25, 26]

Como complemento del estudio y a diferencia de la electroforesis, el método de HPLC

permitio evaluar en este ensayo la predominancia de la IgG 1 en forma nativa, a partir
de los datos de purificacion obtenidos.

La molécula de inmunoglobulina al separarse en la electroforesis en sus cadenas ligeras

y pesadas, favorecida por las condiciones reductoras, exhiben pesos relativos que son de
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aproximadamente 25 kDa y 50 kDa respectivamente.[27] Estos datos coincide con las
dos bandas mostradas en la Figura 1, donde se observan correspondencia con: la cadena
pesada (50 kDa), con un 48,8 % del total de proteinas y la cadena ligera (25 kDa),

representando unos 23,1 % de proteinas; referidos al patron utilizado.

Determinacion de Ia relacion F/P

Para la obtencién del Anti CD45 conjugado con FITC se aplicaron tres protocolos de
conjugacion. Se toma como referencia la proporcién 1 : 2 (m/m) (FITC/Proteina),
validada por varios autores y se variaron respetando las proporciones entre 3 - 10. [5,
iError! Marcador no definido., jError! Marcador no definido.] La proporcion 1 : 2
usada como referencia a la IgG1 murina se asumio como el protocolo 1 del ensayo y el
resto de las proporciones ensayadas consistieron en los protocolos 2 (F/P 1:4,6) y 3 (F/P
1:7).

La relacion FITC/Proteina (F/P) se establece para dar a conocer la cantidad de
moléculas de fluorocromo que hay acopladas por molécula de anticuerpo, en este caso
IgG 1 murina. Para su obtencién y seguimiento se utilizo la espectrofotometria mediante
la relacion entre la densidad dptica leida a 495 nm y a 280 nm. [jError! Marcador no
definido.]

En la figura 3 se representa el rango de relaciones moleculares obtenidas en el proceso
de conjugacion, usando los tres protocolos para la 1gG1 murina con FITC. En el
protocolo 1 se obtuvo entre 7,1 - 9,7 moléculas de FITC conjugadas al anticuerpo; el 2,
en el rango de 4,8 - 7,1 y el 3, en el rango de 5,1 - 5,3. Esta relacion molar indica una
alta capacidad adsortiva de la molécula de fluorocromo por el anticuerpo (> 5),
favoreciendo la intensidad de fluorescencia y por tanto la potencia del diagnosticador.
Como se aprecia la adsorcién de moléculas de FITC por este Ac, segun protocolo 3
resulta mas restringida que el 2 y el 1, evidenciando una capacidad de saturacion de
sitios especificos de reaccion lo que limita esa capacidad adsortiva. Por otro lado, se
sugiere evaluar con cuidado las cantidades del fluorocromo a emplear, por la influencia
negativa que puede tener su exceso por la competencia al ocupar los sitios de unién al
antigeno; pudiendo afectar funcionalmente la molécula.  Para descartar estas
posibilidades, se recomienda incorporar en la evaluacion una técnica sensible de
deteccion del reconocimiento celular, como las técnicas de inmunofluorescencia directa
(I.F.D).
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Fig. 3. Comportamiento de la relacion Fluorocromo/Proteina de anticuerpo, de las fracciones
conjugadas segun los diferentes protocolos ensayados. (En lineas discontinuas los limites
recomendados en las proporciones de F/P).

Determinacion de la actividad biolégica de los conjugados

La actividad bioldgica del producto conjugado se determind mediante la deteccion del
porciento de reconocimiento leucocitario del Anticuerpo fluoresceinado por la técnica
de Inmunofluorescencia Directa (I.F.D); revelando por Citometria de Flujo (C.F), la
reaccion antigeno anticuerpo que se establece entre el anticuerpo fluorescente y el
antigeno CD45 presente en la superficie celular de los leucocitos en sangre periférica

humana. Esta reaccion es detectada a través de un Citdmetro como equipo. [8, 18]

La figura 4 representa los graficos obtenidos en el citometro de flujo Beckman Coulter,
al ensayar los conjugados obtenidos por los tres protocolos de conjugacion. La figura
muestra en el eje de las X la complejidad de la células o granulosidad como FSC
(forward scarterd) y el tamafio de la célula es representado en el eje de las Y, como SSC

(side scater), permitiendo identificar las poblaciones subpoblaciones.
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Fig. 4. Comportamiento del Porciento de Reconocimiento Leucocitario de las fracciones
conjugadas. (En lineas discontinuas el limite aceptado de reconocimiento para los reactivos de
diagndstico por Citometria de Flujo).

Estos resultados fueron evaluados comparando el anticuerpo conjugado antiCD45-FITC
obtenido con uno patrén de la firma comercial DAKO™, el cual manifiesta un
porcentaje de reconocimiento leucocitario en el rango de 89 - 100 % permitiendo la

deteccidn de los leucocitos en sangre periférica humana.

El comportamiento grafico del porciento de Reconocimiento Leucocitario para los
protocolos ensayados se representa en la figura 5, utilizando el mismo coédigo de
colores/tramas de la figura 3. Los resultados mostraron valores que se encuentran en el
rango reportado por la literatura, segin la norma de Calidad para un marcador
Leucocitario de sangre periférica humana, el cual debe tener un porciento de

reconocimiento de células leucocitarias de 89 — 100 %. [28]
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Fig. 5. Comportamiento grafico de la actividad de reconocimiento de los conjugados
FITC/Proteinas de anticuerpos, obtenidos por Inmunofluorescencia Directa medida mediante
Citometria de Flujo, segiin cada protocolo ensayado. Se muestra a modo de comparacion el patrén
del anti-CD45 conjugado con FITC.

Los mejores protocolos en cuanto a actividad biologica fueron el 1 y 2. En las
fracciones del producto conjugado obtenido mediante el P-1, se observa que el
porciento de reconocimiento se comporto en el rango de 93,8 - 96,8, similar en el P-2
con 93,8 - 95,6. Los valores de reconocimiento leucocitarios obtenidos en los tres
protocolos anteriores fueron altos para la identificacion celular, por la presencia en el
producto conjugado de la mayor cantidad de anticuerpos fluorescentes facilitando la
interaccion de las moléculas presentes, con un minimo de interferencias en la

especificidad quizés por fenOmenos de competencias.
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Los tres protocolos de conjugacion dieron lugar a la obtencion de un producto
conjugado, con una razon molar segun los criterios reportados y un porciento de

reconocimiento leucocitario en el rango adecuado para un marcador leucocitario.

Consideraciones economicas sobre Ia obtencion del marcador leucocitario

Para obtener un primer acercamiento a una valoracion econdémica del posible
diagnosticador basado en el Ac antiCD45 conjugado con FITC, se tuvo en cuenta el
costo de produccion del mismo segun protocolos ensayados y en comparaciéon con los
costos de productos similares importados al pais para el diagndstico, basado en sus
precios de adquisicion, ya que no se tienen referencias de costos productivos asociados.
Hay que significar que el Sistema de Salud Publica cubano promueve la insercién de
nuevos productos biotecnoldgicos para la ampliacién de los servicios de salud que se
ofrecen a la poblacién, ain cuando los méargenes de utilidades sean exiguos o a costo de

produccidn, reconociendo la valia de las politicas sociales implementadas por Cuba.

De los tres protocolos de conjugacion ensayados, 1os que reportaron un menor costo de
produccion total fueron el 1 y 2 con 2 308,9 UM y 2 203,9 UM respectivamente,
favorable al P-2 (figura 6); para los que se obtuvo igualmente una actividad bioldgica
promedio que permitié una mayor dilucién y por tanto, una mayor cantidad de frascos
con volumen de 1 mL por protocolo. En el caso del protocolo 3, demostré un costo de
produccion el cual resulta alrededor de 1,2 veces mayor con respecto a los dos primeros
aplicados, agregando ademas que por tener una menor actividad bioldgica ha de hacerse
menores diluciones del producto, aspecto que redunda en la produccion total a obtener.

volumen (mL)

M costo total x 10

Protocolos de conjugacion

Fig. 6. Volumen obtenido del anti-CD45 conjugado con FITC y su relacion con los
costos totales, para los diferentes protocolos ensayados.
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Mediante los protocolos de conjugacion 1 y 2 empleados a la IgG 1 murina se obtiene
un producto antiCD45-FITC, con un costo unitario de 0,21 UM para ambos a diferencia
del obtenido mediante el protocolo 3 (0,350 UM). Es necesario indicar que 1 frasco de
anti-CD45 conjugado con FITC consta de 1 mL de producto, con el que se realizan 100
determinaciones por citometria de flujo, segin procedimiento técnico de formulacion.
Por lo que el mayor volumen del producto se obtiene por medio del protocolo 1, el que
permite la obtencion de 1 100 mL partiendo de las diluciones definidas por la actividad
bioldgica detectada, resultando en la posibilidad de 110 000 conteos celulares a
pacientes. Mientras que por la aplicacion del protocolo 2 se obtuvieron 1 050 mL para
105 000 determinaciones (figura 6). Los dos primeros se obtienen al mismo costo
unitario a pesar de ser el protocolo 1 el de mayor empleo del FITC, por existir una
compensacion con la mayor cantidad de determinaciones obtenidas para la Citometria

de Flujo, por la actividad bioldgica del producto.

En la figura 7 se muestra el costo de produccion de los protocolos de conjugacion
aplicados por determinacion (paciente), en comparacion con el costo de la
determinacion del producto SIGMA™ que se importa para suministro a la red

asistencial, el cual tiene un precio de 0,93 USD/mL.

1
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0,8
©
'% 0,7
< B Protocolo 1
S o6
=
=] B Protocolo 2
g 0,5
e
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0,2 —
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Fig.7. Costo por Determinacion del producto anti-CD45 conjugado con FITC con respecto
al producto importado de la Firma Comercial DAKO.

En la tabla 2 se muestra, el analisis realizado para determinar la sustitucién de
importaciones del producto anti-CD45 conjugado con FITC. Se partié del costo de
produccion de cada determinacion obtenida de los protocolos ensayados, en

comparacion con el precio de la determinacion del producto importado, si se cubriera la
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demanda ascendente a 6 000 determinaciones. Se determiné que los protocolos 1y 2
muestran un costo 4,4 veces menor con respecto al reactivo comercial importado;
mientras que para el protocolo 3 se determind un costo 2,6 veces menor con respecto al
reactivo de SIGMA. Los tres protocolos son rentables en base al costo de produccion
por determinacion con respecto al producto SIGMA, que es el que actualmente se
importa en nuestro pais, permitiendo un ahorro de aproximadamente 4 000 USD para la
demanda establecida.
TABLA 1. ANALISIS DE SUSTITUCION DE IMPORTACIONES POR LOS

PROTOCOLOS APLICADOS.
(SE CONSIDERA PARA CONVERSION 1 USD EQUIVALE 1UM)

Sustitucion de Importaciones anual (determinaciones)
Demanda | Costo/
Protocolos Costo (dosis) demanda | Importacién Ahorro
UM UM USD UM
1 0,209 6 000 1254 5580 4 326,00
2 0,209 6 000 1254 5580 4 326,00
3 0,350 6 000 2100 5580 3 480,00

El impacto que se produce en obtener un reactivo diagnosticador antiCD45-FITC bajo
las condiciones aqui descritas, reviste especial importancia y beneficio para el Sistema
Nacional de Salud por lo viable econdmicamente de su disponibilidad y haciendo notar
que la obtencién del producto per se reporta beneficios, pues no se dispone de un

marcador panleucocitario de produccion nacional.

Conclusiones

Se logro purificar el anti-CD45 a partir de LAM mediante cromatografia de afinidad
con un porcentaje de pureza de 99,3 determinada por HPLC. Las tres variantes de
conjugacion ensayadas mostraron un porcentaje de reconocimiento leucocitario en el
rango de 90,7 - 96,8 % en correspondencia con un marcador leucocitario, para ser
usado en Citometria de Flujo. Los protocolos de conjugacién méas econémicamente
factibles en el ensayo fueron el 1y el 2, los cuales reportan un costo de produccion
alrededor de 4 veces menor que el costo de la determinacion con productos
importados en el mercado internacional; siendo favorecido segun la relacion de costo

total el protocolo 2 > 1 > 3. Por tanto, la obtencion del diagnosticador anti-CD45
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conjugado con FITC, garantiza la disponibilidad de este reactivo en el Sistema

Nacional de Salud y un ahorro por concepto de sustitucion de importaciones de 0,72

UM por determinacion a realizar a los pacientes.
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