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Resumen

El presente proyecto de investigacion forma parte de un estudio mas amplio titulado "Utilidad
de la Ludoterapia Cognitivo-Conductual y la Suplementacién de Triptéfano en la Reduccién
de la Agresividad en Nifios de 3 a 9 Aflos con Antecedentes de Maltrato Infantil en Casas de
Acogimiento Institucional, Cuenca, 2023". En este contexto, se requirié llevar a cabo
mediciones de los niveles de serotonina en orina antes, durante y después de un programa
de intervencion que combina la ludoterapia cognitivo-conductual y una dieta suplementada
con triptéfano. Dicho programa se implementé en nifios de edades comprendidas entre los 3
y 7 afios que han sido victimas de maltrato infantil. Este estudio se basé en la hip6tesis de
gue los nifios que han sufrido maltrato infantil tienden a manifestar conductas agresivas
debido a la reduccién de los niveles de serotonina en su organismo. Se postula que, a través
de una dieta enriquecida con triptéfano, junto con terapias de juego, es posible regular estos
niveles y reducir la agresividad en estos nifios. Para alcanzar uno de los objetivos del proyecto
principal, fue necesario estandarizar la técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) para la medicién precisa de los niveles de serotonina en muestras de orina. El
propésito central de este trabajo de investigacion es lograr la estandarizacion de una técnica
de ELISA que permita la medicién precisa de los niveles de serotonina en nifios. Para
alcanzar este objetivo, se llevd a cabo la construccién de una curva de calibracion utilizando
diluciones de un patron de serotonina. Ademas, se verifico la replicabilidad de las mediciones
en multiples ocasiones para asegurar que el método haya sido adecuadamente
estandarizado.

Palabras clave del autor: Iludoterapia cognitivo-conductual, agresividad infantil,

maltrato infantil, tript6fano
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Abstract

The present research project is part of a larger study entitled "Utility of Cognitive-Behavioral
Play Therapy and Tryptophan Supplementation in the Reduction of Aggression in Children
Aged 3 to 9 Years with a History of Child Abuse in Institutional Foster Care, Cuenca, 2023".
In this context, it was required to carry out measurements of serotonin levels in urine before,
during and after an intervention program combining cognitive-behavioral play therapy and a
diet supplemented with tryptophan. This program was implemented in children aged 3 to 7
years who have been victims of child abuse. This study was based on the hypothesis that
children who have suffered child abuse tend to manifest aggressive behaviors due to the
reduction of serotonin levels in their organism. It is postulated that, through a diet enriched
with tryptophan, together with play therapies, it is possible to regulate these levels and reduce
aggressiveness in these children. To achieve one of the objectives of the main project, it was
necessary to standardize the ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) technique for
the accurate measurement of serotonin levels in urine samples. The central purpose of this
research work is to achieve the standardization of an ELISA technique that allows the accurate
measurement of serotonin levels in children. To achieve this objective, a calibration curve was
constructed using dilutions of a serotonin standard. In addition, the replicability of the
measurements was verified on multiple occasions to ensure that the method has been
adequately standardized.

Author Keywords: cognitive-behavioral play therapy, child aggression, child abuse,

tryptophan
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Introduccion
Segun la (Organizacién Mundial de la Salud, 2022), el maltrato hacia los nifios es un problema
de salud publica con alcance global que trae consecuencias muy graves que se mantienen
toda la vida. Esta entidad define este término como "cualquier tipo de abuso (o desatencion)
gue afecte al menor que son de menos de 18 afos, abarcando cualquier tipo de maltrato
fisico o emocional, abuso sexual, desatencién, negligencia y explotacibn con fines
comerciales u otros que pongan en peligro la salud, el desarrollo o la dignidad del menor o
gue puedan haber comprometido su supervivencia (que cologuen en riesgo su supervivencia)
en el contexto de una relacion de responsabilidad (de tutela) confianza o poder." Acorde con
los datos, de la OMS, 3 de cada 4 nifios de 2 a 4 afios reciben castigos fisicos o violencia
psicolégica por parte de los padres o cuidadores generalmente.
En Ecuador, datos previos a la pandemia indican que el 51% de los menores de 1 a 5 afios
experimentaron maltrato fisico y el 47,3% en el mismo grupo etario experimentaron alguna
forma de abuso psicolégico. No obstante, la situacion de violencia en menores de edad
aumenté debido a los cambios en los procesos de aprendizaje, la pérdida de empleo y de
ingresos econémicos en los hogares, lo que agudiz6 esta probleméatica a causa de la crisis
sanitaria (World Vision Ecuador, 2021).
Un articulo de revision sistematica sobre los “Efectos del Maltrato Fisico Infantil a Nivel
Fisioldgico, Psicologico y Social en la Adultez” manifiesta que a partir del maltrato infantil se
desencadenan cambios en la conducta y trastornos mentales, que pueden perjudicar al nifio
en el tipo de relaciones que mantiene con su entorno (Serrato et al., 2021). Existen diversas
sustancias neuroquimicas que estan implicadas en la regulacién de la conducta agresiva-
violenta. Las catecolaminas, la serotonina, el glutamato y el GABA (4cido gamma-
aminobutirico) son algunas de estas sustancias neurogquimicas que tienen un papel tan
relevante en la regulacién de la agresividad. La disminucién de la concentracion de serotonina
favorece la alta frecuencia de las reacciones agresivas, a partir de que se da un incremento
de la concentracion de serotonina se da una disminucion de la agresividad-violencia
(Rodriguez & Imaz, 2020).
La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se ha establecido como la técnica
estandar para medir la serotonina en diversas muestras biolégicas, como el suero sanguineo
y la orina, debido a su alta sensibilidad y especificidad en la deteccién del analito (Garcia,
2018). Por otro lado, aunque el andlisis de serotonina en orina mediante la técnica de ELISA
(ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) es valido, no es comiunmente utilizado para
medir los niveles de serotonina. Por esta razon, el objetivo de este estudio es implementar

esta técnica para facilitar la toma de muestras sin la necesidad de una venopuncién, lo que
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resulta en una forma menos traumética para los nifios que sufren maltrato infantil. Ademas,
este método es més econdmico que la HPLC.

Este proyecto se clasifica como un estudio técnico de pruebas diagnosticas, centrado en la
estandarizacion de la técnica de ELISA para medir serotonina en orina. Su propadsito principal
es garantizar que las mediciones de serotonina sean precisas y replicables en el marco de
una investigacion mas amplia que se esta llevando a cabo.

Guissela Carolina Enriquez Paladines
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Objetivos
Objetivo General:

Estandarizar una técnica de ELISA para medir los niveles de serotonina en muestras de orina.

Objetivos Especificos:

¢ Identificar los procedimientos y estandares en la medicion de serotonina mediante
ELISA en muestras de orina.

e Construir una curva de calibracién precisa utilizando patrones de serotonina y
determinar la dilucion ideal de las muestras de orina para asegurar mediciones
confiables.

e Validar la técnica estandarizada de ELISA a través de la replicacion de mediciones en
multiples ocasiones, garantizando su fiabilidad y precisién en la cuantificacién de

serotonina en muestras de orina.

Guissela Carolina Enriquez Paladines
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1. Marco tedrico
1.1. Serotonina
La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) es una monoamina neurotransmisora que se
produce en las neuronas serotoninérgicas presentes en el Sistema Nervioso Central y en las
células enterocromafines (células de Kulchitsky) del tubo digestivo de los seres humanos y
de los animales. La serotonina se encuentra en grandes cantidades en el tubo digestivo
(alrededor del 90%) y el mayor depésito es el de las plaquetas de la sangre circulante
(Baumel, 1999).
Su distribucion se extiende por todo el cerebro, sin embargo, su concentracién en el sistema
nervioso central (SNC) representa menos del 5% del contenido total presente en el organismo
(Olivier, 2015). Las neuronas de los nucleos de la Rafe son la fuente principal de liberaciéon
de 5-HT en el cerebro. Los nlcleos de la Rafe es un conjunto de neuronas distribuidas en 9
grupos pares y localizadas a lo largo de toda la longitud del tronco encefalico (Baumel, 1999).
Figura 1
Nucleos de la Rafe en la produccion de serotonina

Ganglios b

Talamo

Amigdala
Nacleo de la Rafe dorsal

Nucleo de la Rafe

Nota. Tomado de Nucleos del Rafe, anatomia y funcion, por E. Martinez, 2023, Psicoactiva
(https://lwww.psicoactiva.com/blog/nucleos-de-la-rafe-anatomia-y-funcion/).

1.1.1. Sintesis de serotonina

El triptéfano una vez absorbido mediante los sistemas de transporte propios del enterocito
SLC6A19 (membrana apical) y SLC6A10 (membrana basolateral), se destina hacia la
circulaciéon sanguinea, en donde dispone de un mecanismo de transporte mediante una

proteina transportadora para su incorporacion al SNC a través de la barrera hematoencefalica

Guissela Carolina Enriquez Paladines
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(Cataldo et al., 2014). En las neuronas serotoninérgicas, la 5-HT se sintetiza por una via de
dos etapas a partir del aminoacido esencial triptéfano. La reaccion comienza con la
hidroxilacion del L-Triptofano (L-Trp) en el carbono 5 del anillo aromatico por la enzima
triptéfano hidroxilasa (TPH), TPH 1 (neuronal) o TPH 2 (extra neuronal), que requiere de
tetrahidrobiopterina como cofactor para formar 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). Esta reaccion es
seguida por la descarboxilacion del 5-HTP a 5-HT, cuya enzima implicada es la Dopa
Decarboxilasa (DDC), requiriendo piridoxal-fosfato como cofactor (Soria et al., 2008) (Cataldo
et al., 2014) (Figura 2).

La serotonina ingerida por via oral no pasa dentro de las vias serotoninérgicas del Sistema
Nervioso Central porque ésta no cruza la barrera hematoencefalica. Sin embargo, el triptéfano
y su metabolito 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), con los cuales la serotonina es sintetizada, cruzan
la barrera hematoencefélica (Baumel, 1999).

Una vez sintetizada la serotonina es almacenada en granulos secretores mediante un
transportador de monoamina vesicular (VMAT?2) y liberada posteriormente por exocitosis de
las neuronas serotoninérgicas al espacio sinaptico. La velocidad de sintesis de serotonina
esta determinada por la concentracion de triptéfano disponible en el cerebro o sangre, ya que
el triptéfano hidroxilasa no se satura a la concentracién normal de triptéfano (Hilal-Dandan &
Brunton, 2015).

Figura 2
Biosintesis de la Serotonina (5-hidroxitriptamina o 5HT)
Triptéfano 5-hidroxitriptéfano )
(Trp) HO (5HTP) Serotonina

Ho  (6-hidroxitriptamina, 5HT)

Triptofano hidroxilasa Decarboxilasa
(TPH112) de Aminoécidos
0 Aromaticos (DDC)

Piridoxal-fosfato

/ ’ - 0, I NH,

b 2

Nota. Dada la capacidad de la enzima Dopa Decarboxilasa (DDC) de transformar diferentes
amino&cidos en sus correspondientes aminas, esta enzima también es llamada de forma mas
correcta, Decarboxilasa de Aminoacidos Arométicos (AADC). Tomado de “Papel de la
serotonina periférica en la secrecion de insulina y la homeostasis de la glucosa” (p. 499), por
L. Cataldo., et al., 2014, Nutricion Hospitalaria, 30 (3).

1.1.2. Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de la serotonina involucra la interaccién con los receptores de

serotonina presentes en diferentes areas del SNC. Se han caracterizado 14 subtipos de
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receptores para la 5-HT, los cuales incluyen: 5-HT1a, 18, 1D, 1€, 1F, 2A, 28, 2C, 3, 4, 5A, 58, 6 y 7. CUando
la serotonina es liberada en la sinapsis, se une a los receptores de serotonina en las neuronas
postsinapticas no serotoninérgicas. El efecto de la serotonina en el cuerpo depende del
subtipo de receptor al que se une (Olivier, 2015). Debido a la accién de la 5-HT sobre los
diferentes tipos de receptores que tienen efectos tanto inhibitorios como excitatorios, se le ha
relacionado con numerosas funciones fisiolégicas como la regulacion del dolor y la
temperatura corporal, la ingesta de liquidos y alimentos, el comportamiento sexual, la
memoria, la regulacion de los estados de animo, tales como: la depresion, la ansiedad y la
violencia impulsiva (Soria et al., 2008).

1.1.3. Metabolismo de la serotonina

En el sistema nervioso, la accién de la 5-HT liberada se termina con la captacion neuronal
mediante un transportador especifico para 5-HT (SERT), ubicado en la membrana de las
terminaciones axénicas serotoninérgicas. En las neuronas serotoninérgicas del SNC, la via
metabdlica primaria de la 5-HT implica la desaminacién oxidativa por la monoamino oxidasa
(MAO) y la posterior conversion por la aldehido deshidrogenasa del aldehido en é&cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) que llega a la circulacién sanguinea y se excreta por los rifiones
(Hilal-Dandan & Brunton, 2015). Ademas, pequefias cantidades de serotonina se conjugan
con sulfato o acido glucurénico y se excretan por la orina (Vasudevan et al., 2012).

Figura 3

Degradacion de la serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT)

HO +
\©j70H2—CH2— NH, Serotonin (5-Hydroxytryptamine)
'T :
( FAD H,C

v

| CH,—C—H 5-Hydroxyindole-3-acetaldehyde

N
|
H B
@i + 3
(0]
HO [ ¥
\@U‘CHz— Cc—oO 5-Hydroxyindole-3-acetate
N

H

O
HO ”

Aldehyde
dehydrogenase
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Nota. La serotonina se desamina y se oxida para formar 5-hidroxiindol-3-acetaldehido. Esta
tltima molécula se oxida para formar 5-hidroxiindol-3-acetato (5-HIAA). Tomado de
Bioquimica: la base molecular de la vida (p. 520), por James McKee & Trudy McKee, 2020,
McGraw-HillEducation.

1.2. Ensayo de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

El estAdndar de oro para la deteccion y cuantificacién de péptidos, proteinas, anticuerpos y
hormonas en muestras biolégicas es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas conocido
como ELISA. Desde su lanzamiento a principio de la década de 1970, casi todas las
disciplinas biologicas utilizan ELISA y se ha convertido en una de las técnicas mas empleadas
en pruebas clinicas e investigaciones en ciencias bioldgicas. El método de ELISA funciona
mediante la unién de un antigeno o anticuerpo a enzima de ensayo y se basa principalmente
en una interaccién antigeno-anticuerpo altamente especifica (Berthold Technologies, 2022).
1.2.1. Componentes clave

La técnica de ELISA implica varios componentes clave que trabajan juntos para detectar y
cuantificar antigenos o anticuerpos en una muestra. A continuacion, se describen los
principales componentes de una técnica de ELISA:

e Fase solida: Es el soporte de la reaccion. Existen diferentes tipos de materiales, entre
los mas populares son el poliestireno y el polivinilo, que pueden adsorber proteinas
mediante interacciones hidrofobicas (Prieto, 2006).

e Antigeno o anticuerpo de captura: Puede ser un antigeno (si se busca detectar
anticuerpos) o un anticuerpo (si se busca detectar antigenos). Se inmoviliza en la fase
sélida y se une especificamente al analito de interés en la muestra (Prieto, 2006).

e Conjugados: Dependiendo del ensayo, se utilizan anticuerpos o antigenos unidos a
enzimas. Se emplean diferentes formas de anticuerpos como policlonales, isotipos de
inmunoglobulinas purificados (IgG) y anticuerpos monoclonales. Las enzimas mas
populares son la fosfatasa alcalina y la peroxidasa de rabano picante (Prieto, 2006).

e Sustratos: La accién de la enzima sobre el sustrato genera un producto soluble que
sea cuantificable. Generalmente se utilizan sustratos incoloros que cambian a una
solucion coloreada que se mide por espectrofotometria en unidades de absorbancia
a una longitud de onda determinada. Los sustratos para la peroxidasa de rabano
picante son una mezcla entre el sustrato especifico (H-.0.) y un cromégeno, que
cambia de color al ser oxidado por el O; liberado. Los mas conocidos son o-
fenilendiamina (OPD) y tetrametilbenzidina (TMB). Para la fosfatasa alcalina el
sustrato mas utilizado es el p-nitrofenilfosfato (pNPP) del cual se genera el o-nitrofenol

de color amarillo (Prieto, 2006).
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1.2.2. Principios basicos

El ensayo ELISA, se fundamenta en el uso de una enzima como marcador para mediar la
formacion de complejos antigeno-anticuerpo. El marcador enzimatico se conjuga con un
ligando, que puede ser un antigeno, un anticuerpo especifico para el antigeno de interés o
un anticuerpo para el anticuerpo primario. Los ensayos se llevan a cabo en un soporte sélido
en el que un antigeno o un anticuerpo (de interés o de captura) se adsorben y luego se unen
al conjugado enzimatico para formar inmunocomplejos. Esta unién se basa en reacciones de
enlace competitivos 0 no competitivos. Se requiere de un paso de lavado para eliminar el
conjugado enzimatico libre antes de proceder a determinar la cantidad de conjugado
enzimatico enlazado. Se afade el sustrato cromdgeno y se mide la reaccion catalitica entre
la enzima y el sustrato produciendo un color determinado observable a simple vista y
cuantificable mediante un espectrofotometro (Guzman, 2004).

Hay varias teorias que sustentan la prueba de ELISA: 1) El antigeno y anticuerpo pueden
enlazarse a una superficie portadora insoluble y retener su reactividad inmunolégica; 2) las
enzimas tienen alta actividad especifica y convierten una cantidad relativamente grande de
sustrato en producto detectable, lo que permite una deteccién precisa del antigeno o
anticuerpo objetivo; 3) la actividad enzimatica o reactividad inmunoldgica de los conjugados
se conserva y permanece estable durante el andlisis y el almacenamiento; y 4) las enzimas
no estan presentes en el liquido biol6gico que se va a analizar (Guzman, 2004).

1.2.3. Tipos

Actualmente existen cuatro variantes de ELISA que permiten la medicién cuantitativa o

cualitativa de antigeno o anticuerpo, las cuales se detallan a continuacion:

1.2.3.1. ELISA directo

La superficie de la placa se recubre directamente con el antigeno de la muestra y se incuba
con el conjugado enzimatico. Luego en la fase de lavado se elimina el conjugado enzimatico
no unido del medio. Se agrega el sustrato que produce una sefal directamente proporcional
a la cantidad de antigeno de la muestra (Ledn, 2019).

Figura 4

Esquema simplificado de un ensayo ELISA directo
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Nota. Tomado de ELISA: ¢ Qué es? ¢ En qué consiste? ¢ Cuales son los distintos tipos de este
ensayo y en qué se diferencian?, |. Ledén, 2019, AllScience (https://www.e-
allscience.com/blogs/articulos/elisa-que-es-en-que-consiste-cuales-son-los-distintos-tipos-
de-este-ensayo-y-en-que-se-diferencian).

1.2.3.2. ELISA indirecto

La superficie de la placa es recubierta con antigeno de la muestra y se afiade el anticuerpo
primario (Ab:) lo que permite que reaccione con el antigeno de la superficie de la placa. En la
etapa de lavado se elimina cualquier Ab; libre, la presencia de anticuerpo unido a antigeno
se detecta mediante la adicién de un anticuerpo secundario (Ab.) conjugado con enzima, que
se une al anticuerpo primario. Otra etapa de lavado elimina cualquier Ab; libre y se afiade
sustrato que reacciona con la enzima para producir una sefial de color detectable o
cuantificable (Owen et al., 2020).

Figura 5

Esquema simplificado de un ensayo ELISA indirecto
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Nota. Tomado de ELISA: ¢ Qué es? ¢ En qué consiste? ¢ Cuales son los distintos tipos de este
ensayo y en qué se diferencian?, |. Lebén, 2019, AllScience (https://www.e-
allscience.com/blogs/articulos/elisa-que-es-en-que-consiste-cuales-son-los-distintos-tipos-
de-este-ensayo-y-en-que-se-diferencian).

1.2.3.3. ELISA sandwich

El anticuerpo primario es inmovilizado en la superficie de la placa y el antigeno de la muestra
reacciona con el anticuerpo inmovilizado. Después del lavado, se afiade un anticuerpo
secundario (de deteccion) ligado a enzima especifico para un epitopo diferente sobre el
antigeno permitiendo su reaccion con el antigeno. Existe una variante comun de este ensayo
gue utiliza un segundo anticuerpo enlazado a biotina, y a continuacién se agrega avidina
ligada a enzima. Se requiere de un segundo lavado para eliminar anticuerpo conjugado libre,
se afiade el sustrato y se mide el producto de reaccion coloreado (Owen et al., 2020).
Figura 6

Esquema simplificado de un ensayo ELISA sandwich
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es? ¢En qué consiste? ¢Cudles son los distintos tipos de este ensayo y en qué se
diferencian?, I. Leon, 2019, AllScience (https://www.e-allscience.com/blogs/articulos/elisa-
gue-es-en-que-consiste-cuales-son-los-distintos-tipos-de-este-ensayo-y-en-que-se-
diferencian).

1.2.3.4. ELISA competitivo

En esta variante de ensayo, la presencia y cantidad de un antigeno en una muestra
desconocida se determinan por su capacidad de competir con un antigeno de referencia
adsorbido en la superficie de la placa. Primero se incuba anticuerpo primario (Abl) en
solucién con una muestra que contiene antigeno. La mezcla de antigeno-anticuerpo se afiade
a los pocillos recubiertos de antigeno. Mientras mas antigeno esté presente en la muestra,
menos anticuerpo libre estara disponible para unirse al antigeno adsorbido en el pocillo. En
la etapa de lavado se elimina el anticuerpo no unido. Se afiade un anticuerpo secundario
(Ab2) conjugado con enzima especifico para el anticuerpo (Abl) para determinar la cantidad
de anticuerpo (Abl) unido al pocillo. En este tipo de ensayo, cuanto mas alta es la
concentracion de antigeno en la muestra, mas baja es la sefial de color producida (Owen
et al., 2020).

Figura 7

Esquema simplificado de un ensayo ELISA competitivo
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Nota. Tomado de Inmunologia de Kuby (p. 661), por J. Owen et al., 2020, McGraw-
Hill[Education.
1.2.4. Aplicaciones de la técnica ELISA
El ensayo de ELISA es ampliamente empleado para la medicion de biomarcadores por su
alta sensibilidad (Murphy etal.,, 2022). Sus aplicaciones abarcan mdltiples campos,
incluyendo clinico, industria farmacéutica, medio ambiente, alimentos. A continuacién, se
describen algunas de las principales aplicaciones de ELISA:
e Clinico
ELISA se utiliza en el diagnostico de enfermedades como, deteccion de antigenos
virales y bacterianos o0 anticuerpos especificos en el suero de pacientes, medicion de
niveles de autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes y también monitoreo de
biomarcadores en enfermedades cardiovasculares, diabetes y enfermedades renales
(Vashits & Luong, 2018).
e Industria farmacéutica
Desarrollo de farmacos: Evaluacion de la eficacia y seguridad de nuevos
medicamentos mediante la medicion de analitos biofarmacéuticos. En ensayos
clinicos para evaluar respuestas terapéuticas y efectos secundarios mediante el
monitoreo de biomarcadores (Vashits & Luong, 2018).
e Medio ambiente
Seguimiento de sustancias contaminantes, como productos quimicos nocivos
(arsénico, mercurio, pesticidas, etc.), toxinas o agentes de guerra biolégica (Vashits &
Luong, 2018).
e Alimentos
Pruebas de adulterantes, toxinas o sustancias nocivas en los alimentos: alérgenos,
brotes de Escherichia coli O157:H7 y de toxina botulinica, otros patégenos como
Salmonella y Campylobacter (Vashits & Luong, 2018).
1.3. Fundamento de ELISA competitivo para determinacién de serotonina
Los pocillos de microtitulacion proporcionados han sido recubiertos previamente con el analito
de interés. Durante la reaccion, el analito en la muestra o estandar compite con una cantidad
fija de analito presente en el soporte de fase sélida por los sitios en el anticuerpo de deteccién
biotinilado especificos del analito. En la etapa de lavado, se elimina el anticuerpo de deteccion
unido al analito de la muestra o estandar y exceso de anticuerpo, y se afiade peroxidasa de
rabano picante (HRP) - estreptavidina (SABC) a cada pocillo de la microplaca y se incuba.
Luego se agrega la solucion de sustrato TMB (tetrametilbenzidina) a cada pocillo. La reaccion
enzima-sustrato finaliza afiadiendo una solucién de acido sulfdrico y el cambio de color se

mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm. La absorbancia de la luz
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emitida por la solucion estandar o muestra es inversamente proporcional a la concentracion
de serotonina (AssayGenie, 2023).

La biotina es una vitamina del complejo B hidrosoluble con una propiedad importante: tiene
una elevada afinidad por la proteina bacteriana (Streptomyces avidinii). Esta interaccion es
estable bajo numerosas condiciones, incluyendo la presencia de solventes tanto organicos
como inorganicos, desnaturalizantes, detergentes y extremos de temperatura (Owen et al.,
2020).

Figura 8

Esquema simplificado de la técnica de ELISA para la medicion de serotonina

Io X AAnalyte W\_4% Biotin
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Nota. Tomado de Kit ELISA ST/5-HT (serotonina/5-hidroxitriptamina), por Elabsciencie, 2018,
(https:/lwww.elabscience.com/p-st_5_ht_serotonin_5_hydroxytryptamine_elisa_Kkit-
17594.html).

1.4. Curvade calibracion

Una curva de calibracion es la representacion grafica que permite medir la concentracion del
analito en una muestra desconocida. Para ello se necesita de un instrumento
(espectrofotometro) que mide la absorbancia de la luz, que es proporcional a la cantidad de
analito analizado y un conjunto de disoluciones patrén o estandar que son aquellas que
contienen en estado puro y concentraciones conocidas del analito. Con las medidas
realizadas a cada una de las disoluciones patrdon se genera una grafica. Las disoluciones que
contienen todos los reactivos usados en el analisis, pero sin analito, se llaman blancos. Los
blancos miden la respuesta del procedimiento analitico a las impurezas o especies
interferentes que existan en los reactivos (Harris, 2016).

1.4.1. Construccién de una curva de calibracion

En la construccion de una curva de calibracion, primero se preparan muestras conocidas de
analito (soluciones patrén) que cubran un intervalo adecuado de concentraciones, y se mide
la respuesta del procedimiento analitico a estos patrones. Luego, se traza una gréafica con las
absorbancias (eje y) frente a la concentracion de analito analizado (eje x). A continuacion, se
determina la recta que «mejor» se ajusta a los datos (incluido el blanco) que se encuentran

dentro del tramo lineal, y se calcula la pendiente y la ordenada en el origen junto con sus
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incertidumbres. Finalmente, se estima la concentracion del analito en la muestra de interés
utilizando la ecuacion de la curva o por interpolacion (Harris, 2016).
1.4.2. Aspectos importantes en el trazado de la curva de calibracion

e Es esencial que las soluciones patrones cubran el intervalo completo de
concentraciones para la cuantificacion del analito de interés ya que la concentracién
de las muestras de ensayo se determina por interpolacién y no por extrapolacién
(Goicoechea & Olivieri, 2007).

e Siempre el punto cero o valor del blanco se debe incluir en la curva de calibracion.
Como se mencioné anteriormente el blanco no contiene ningun analito afiadido, solo
contiene los mismos reactivos que los otros materiales de ensayo y sujeto al mismo
procedimiento analitico. La resta del valor del blanco de cualquier otra sefial del
instrumento antes de dibujar la grafica proporciona informacién erronea sobre las
incertidumbres del proceso de calibracion (Goicoechea & Olivieri, 2007).

1.5. Pruebas estadisticas de relacion lineal

Los coeficientes de correlacion lineal y el coeficiente de determinacion son medidas
estadisticas que se utilizan para describir y cuantificar la relacién entre dos variables en un
conjunto de datos.

1.5.1. Coeficiente de correlacion lineal

Es una medida de asociacién entre dos variables numéricas que evalla especificamente la
tendencia (creciente o decreciente) de los datos. Se considera que dos variables estan
asociadas cuando una variable proporciona informacién acerca de la otra mostrando asi una
tendencia creciente o decreciente. Por el contrario, lo que ocurre cuando no existe asociacion,
el aumento o disminucién de una variable no influye sobre el comportamiento de la otra
variable. La correlacion nos permite medir el signo y la tendencia entre dos variables. En la
figura 9 se observa los diferentes valores que puede tener el coeficiente de correlacién y sus

diagramas de dispersiéon correspondientes (Ferrero, 2020).

Figura 9
Diferentes valores del coeficiente de correlacion y sus correspondientes diagramas de
dispersiéon
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Nota. Tomado de ¢Qué es la correlacion estadistica y como interpretarla?, por R. Ferrero,
2020, Maxima Formacion (https://www.maximaformacion.es/blog-dat/que-es-la-correlacion-
estadistica-y-como-interpretarla/).

Interpretacion

1. El signo nos indica la direccion de la relacion:

e Un valor positivo indica una relacién directa o positiva.
¢ Un valor negativo indica una relacion indirecta, inversa o negativa.
¢ Un valor nulo indica que no existe relacion entre ambas variables (Ferrero, 2020).

2. Lamagnitud nos indica la fuerza de la relacion, cuyo valor comprende entre -1 a 1. Cuanto
mas cercano sea el valor a los extremos del intervalo (-1 0 1) mas fuerte sera la tendencia
de las variables, dicho de otra manera, sera menor la dispersion que existe en los puntos
alrededor de dicha tendencia. Cuanto mas cerca del cero es el coeficiente de correlacion,
mas débil sera la tendencia, es decir, habra mas dispersion entre los puntos. Entonces
si la correlacion vale 1 o -1 significa que la correlacion es perfecta, por el contrario si vale
0 significa que la variables no estan correlacionadas (Ferrero, 2020).

Existen dos coeficientes de correlacion mas utilizados, el coeficiente correlacion lineal de

Pearson que sirve para cuantificar tendencias lineales, y el coeficiente de correlaciéon de

Spearman que se utiliza para tendencias crecientes o decrecientes, no necesariamente

lineales pero si monétonas (las variables tienden a moverse en la misma direccion pero no a

un ritmo constante) (Ferrero, 2020) (Figura 10).

Figura 10

Relacién lineal y no lineal

rs 11 0.911

Nota. r: coeficiente de Pearson, s: coeficiente de Spearman. Cuando la relacion es lineal,
ambos coeficientes coinciden (valen 1), pero cuando la relacion no es lineal, el coeficiente de
Spearman representa mejor la relacion entre ambas variables. Tomado de ¢Qué es la

correlacion estadistica y cémo interpretarla?, por R. Ferrero, 2020, Maxima Formacion
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(https:/lwww.maximaformacion.es/blog-dat/que-es-la-correlacion-estadistica-y-como-
interpretarla/).

1.5.2. Coeficiente de determinacién (R?)

El coeficiente de correlacién indica el porcentaje de la variacion de una variable que se debe
a la variacion de la otra y viceversa. Es decir, es la proporcion de la variabilidad en la variable
dependiente (y) que es explicada por la variabilidad en la variable independiente (x). Su valor
varia entre 0y 1. Un valor de R? cercano a 1 indica que un mayor porcentaje de la variabilidad
en la variable dependiente es explicado por la variable independiente. En el modelo de
regresion, esto significa que los puntos de los datos estardn mas cerca de la linea de
regresion ajustada. Por el contrario, cuando el valor de R? es cercano a 0, indica que la
variable independiente explica muy poca variabilidad en la variable dependiente y, por lo
tanto, en el modelo de regresién, los puntos de los datos estaran mas alejados de la linea de

regresion ajustada (Gestion de Operaciones, 2015).
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2. Metodologia

Este estudio se centra en las pruebas diagnésticas para lograr la estandarizacion de un
método diagndstico. En este proyecto de investigacion, se llevé a cabo la estandarizaciéon de
una técnica de ELISA competitivo para la cuantificacién de serotonina, que implicé el uso de
muestras bioldgicas, especificamente de orina. Durante la fase de estandarizacién, no se
emplearon muestras de pacientes; en su lugar, se utilizaron patrones de laboratorio para
construir una curva de calibracion. Una vez completada la curva de calibracion, se procedi6
a realizar pruebas en muestras bioldgicas especificamente en orina. Para obtener acceso a
estas muestras, se obtuvo el consentimiento informado de los padres o tutores legales de
los nifios participantes y se cont6 con la aprobacion del estudio por parte del Comité Etica
de Investigacién en seres humanos de la Universidad de Cuenca (Cédigo del proyecto: 2023-
003ECEX-IE y dictamen de aprobacion CEISH-UC-2023-476). Estos permisos fueron
solicitados en el marco del proyecto principal titulado “Utilidad de la Ludoterapia Cognitivo-
Conductual y la Suplementacion de Triptéfano en la reduccion de la agresividad en nifios de
3 a 9 afios con antecedentes de maltrato infantil en casas de acogimiento institucional,
Cuenca 2023”.

Los parametros de estudio que se evaluaron se describen a continuacion:

e Concentracion de Serotonina: Representa la cantidad de serotonina presente en
las muestras de orina medidas a 450nm.

e Curva de Calibracién: Representa la relacion entre las concentraciones conocidas
de serotonina (patrones de laboratorio) y las respuestas medidas por la técnica de
ELISA. Cada punto en la curva representa una concentracién conocida de serotonina
y su respectiva respuesta medida.

e Dilucién de las Muestras: Indica la proporcion o factor de dilucién aplicado a las
muestras de orina antes de la medicion mediante ELISA. Esto es crucial para
asegurar mediciones confiables dentro del rango de calibracion.

o Replicabilidad: Se refiere a la capacidad de repetir las mediciones de serotonina en
una misma muestra en multiples ocasiones. Esta variable evalGa la precision de la
técnica de ELISA.

2.1. Materiales, reactivos y equipos

Véase en el anexo A.

2.2. Preparacion de la muestra
Las muestras de orina se recibieron en horas de la mafiana y, segun lo establecido en el

protocolo, se procedio de la siguiente manera: se centrifugaron las muestras de orina a 1200
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r.p.m. durante 20 minutos (2-8°C), se recogio el sobrenadante e inmediatamente se realizo el
ensayo.

2.3. Preparacion de estandares y reactivos

De acuerdo con el protocolo establecido para la técnica de ELISA competitivo, se procedid a
realizar lo siguiente: en primera instancia, se dejaron todos los reactivos y muestras a
temperatura ambiente durante 20 minutos antes de usarlos.

2.3.1. Buffer de lavado.

Se diluyé 15 ml del buffer concentrado de lavado en 375 ml de agua destilada.

2.3.2. Diluciones estandar

Se afiadié 1 ml del buffer de diluciéon de la muestra en el tubo estandar liofilizado (soluciéon
madre), se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 minutos y se mezclé bien. Se
etiquetaron 7 tubos Eppendorf con 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 y el blanco, respectivamente.
Se introdujeron 300 pl del buffer de dilucion de la muestra en cada tubo; posteriormente, se
afadieron 300 ul de la solucion madre en el primer tubo y se mezclé bien. Luego, se
transfirieron 300 ul del primer tubo al segundo tubo, y asi sucesivamente. Como blanco se
utilizé el buffer de dilucién de la muestra.

Figura 11

Serie de diluciones estandar
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00 uL Buffer
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Sol. madre 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
(100 ng/ml) (50 ng/ml)  (25ng/ml) (12,5 ng/ml) (6,25 ng/ml) (3,125 ng/ml) (1,563 ng/ml) Blanco

Nota. Es preferible utilizar las soluciones estandar dentro de las 2 horas posteriores a su
preparacion.

2.3.3. Preparacion de la solucion de trabajo del anticuerpo marcado con biotina

Se calculd el volumen total de la solucion de trabajo: 50 pl/pocillo x cantidad de pocillos.
Adicionalmente se coloc6é de 100-200 ul més del volumen total. Se diluyé el anticuerpo
marcado con biotina en el buffer de dilucién del anticuerpo a una proporcion de 1:100 y se

mezclé bien.
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2.3.4. Preparacion de la solucion de trabajo del Conjugado (SABC)

Se calcul6 el volumen total de la solucién de trabajo: 100 pl/pocillo x cantidad de pocillos.
Adicionalmente se colocé de 100-200 pl mas del volumen total. Se diluyé el SABC en el buffer
de dilucién SABC a una proporcion de 1:100 y se mezcld bien.

2.4. Procedimiento del ensayo

Antes de comenzar con el procedimiento, se equilibré el sustrato TMB durante al menos 30
minutos a 37°C. El protocolo recomienda trazar una curva estandar para cada ensayo.
Lavado Manual

Llenar completamente cada pocillo con 350 ul del buffer de lavado y dejar remojar durante 1
a 2 minutos. Luego, desechar el contenido de la placa y colocarla sobre papel absorbente.
Repetir este procedimiento el nUmero designado de veces.

1. Se colocaron los pocillos estandar, de muestras y de control (blanco) en la placa y
luego se registraron sus posiciones. Las mediciones de cada estandar y muestra se
realizaron por duplicado. Antes de agregar las soluciones estandar, las muestras y el
blanco en los pocillos, se lavd la placa 2 veces.

2. Se afadieron 50 pl de estandares, muestras y blanco a cada pocillo. Inmediatamente
se afiadieron 50 ul de la solucion de trabajo del anticuerpo marcado con biotina a cada
pocillo. Después de cubrir los pocillos con el sellador de placas provisto, se golpe6
suavemente para asegurar una mezcla completa. La placa se incub6 durante 45
minutos a 37°C.

Nota: Las soluciones se agregan al fondo del pocillo, evitar tocar las paredes del
pocillo y formar espuma.

En la etapa de lavado, se repitio el proceso 3 veces segun las instrucciones.

Se afiadieron 100 pl de la solucion de trabajo del conjugado SABC a cada pocillo.
Luego, se cubrieron los pocillos con un nuevo sellador de placas y se incubaron
durante 30 minutos a 37°C.

En la etapa de lavado, se repitio el proceso 5 veces segun las instrucciones.

Se afadieron 90 ul de sustrato TMB a cada pocillo. Los pocillos se cubrieron con un
nuevo sellador de placas y se incubaron de 10-20 minutos en la oscuridad a 37°C.

7. Se afiadieron 50 pl de la solucion de parada a cada pocillo. Los pocillos se volveran
amarillos inmediatamente.

Nota: El orden de adicién de la solucién de parada debe ser el mismo que el de la
solucién de sustrato.

8. Se determin6 la absorbancia (densidad 6ptica) de cada pocillo simultdneamente

utilizando un lector de microplacas ajustado a 450 nm.
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3. Resultados y discusién
3.1. Obtencién de la curva de calibracion
Después de preparar una serie de diluciones conocidas de la muestra estdndar y medir sus
respectivas absorbancias por duplicado a una longitud de onda de 450 nm utilizando un
espectrofotbmetro. Las condiciones experimentales incluyeron temperatura de reactivos,
temperatura y tiempo de incubacién. Inicialmente, se realiz6 un ensayo piloto con el fin de
observar si las diluciones estdndar demostraban una relacién inversamente proporcional con
la absorbancia, lo cual se pudo comprobar (Anexo B). Los datos obtenidos (Anexo C y Anexo
D) se utilizaron para trazar la curva estdndar experimental, en la cual el O.D.450 de cada
solucion estdndar se representa en el eje y frente a la concentraciéon respectiva de las
soluciones estandar en el gje x.
Figura 12
Curva estandar de ELISA serotonina

CURVA ESTANDAR ELISA SEROTONINA

2,5

1,5

0.D.450

0,5

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (ng/ml)

Nota. OD: densidad éptica. Imagen creada por el autor.

3.1.1. Comparacién entre la curva estandar experimental y la curva de demostracion
del protocolo.

La comparacién de estas curvas es crucial para evaluar la precision y la fiabilidad de la técnica

empleada, asi como para identificar posibles discrepancias que puedan afectar a los

resultados. La curva de demostracion del protocolo se presenta como una guia para la

interpretacion de los datos experimentales. Esta curva se basa en resultados previos

obtenidos bajo condiciones estandarizadas.
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Uno de los criterios para comparar las dos curvas es la inspeccion visual de sus similitudes y
diferencias. Segun lo descrito en el protocolo, la curva de demostracion se muestra de la
siguiente manera:

Figura 13

Curva guia del estandar comercial

2_5- ...... - - 2. - S —

E|:|- ............ R sy e amaa -

1.5+

ac45hn

14

|:|-|:|- ......

Nota. @~ Tomado de  Serotonin  ELISA  Kit, por Assay Genie, 2023,
(https://lwww.assaygenie.com/serotonin-elisa-kit/).

Tras la inspeccién visual de las dos curvas, se observaron varias similitudes en cuanto a la
distribucion de las absorbancias experimentales, las cuales fueron similares a las
absorbancias teodricas en el grafico. Ademas, ambas curvas no muestran una tendencia lineal
entre las absorbancias y sus concentraciones. Si asi fuera, los datos seguirian una linea recta;
es decir, un incremento constante en la variable independiente (la concentracion) resultaria
en un incremento constante en la variable dependiente (absorbancia). En cambio, ambas
curvas siguen una tendencia monoétona, que se refiere a una relacién entre dos variables en
la que una de las variables siempre aumenta o siempre disminuye a medida que la otra
variable cambia. Por lo tanto, la tendencia representada en ambas curvas es monoténica
decreciente: a medida que la concentracion (variable independiente) aumenta, la absorbancia
(variable dependiente) disminuye.

Otro criterio que se incluye es la sensibilidad analitica, que se calcula de la siguiente manera:
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Y=+ @
Ss

Donde m es la pendiente de la curva de calibracion y S, es la desviacion estandar de las
absorbancias a una concentracion dada.

Para calcular la pendiente (m) de una funcion potencial, dado que la ecuacion de la curva
(Anexo E) se expresa de la siguiente manera: y = 2,5599x~%°%3 se debe transformar la
funcion potencial en una funcion lineal utilizando una transformacion logaritmica.

log(y) = log(2,5599x~%553)
log(y) = 10g(2,5599) + log (x~%>53)
log(y) =10g(2,5599) + (—0,553) log (x) > y=mx+b
Teniendo como valor de m igual a -0,553 y una desviacion estandar de las absorbancias

medidas igual a 0,595 (Anexo F), al reemplazar en la férmula (1) se obtiene:

0,553
Y =——=0,930

Comparando este valor con el valor establecido en el protocolo (0,938 ng/ml) (Anexo G),
observamos que son valores muy similares, lo que sugiere que las curvas son semejantes
entre si.
3.2. Calculo de los parametros estadisticos de relacién lineal.
Luego de la construccion de la curva de calibracion, se determinaron los coeficientes de
correlacion lineal y de determinacion (R?), los cuales indican la calidad del ajuste lineal, con
el propésito de evaluar la precision de la técnica.
El coeficiente de correlacion de Pearson (r) se calcula utilizando la siguiente férmula (Anexo
H):
. XX =0 — 3]
VI — DX - §)?
—97,631
T J(7707,144)(2,122)

=—0,7634

El coeficiente de correlacion de Spearman (s) se calcula utilizando la siguiente férmula (Anexo
):
6y d?
nn? —1)
6 * 112
~577 D =
El coeficiente de correlacion de Pearson igual a -0,7634 indica que existe un grado de

s=1

S =

asociacion fuerte entre las variables de concentracion y absorbancia e inversa. Esto significa

gue a medida que la concentracion (ng/ml) aumenta, la absorbancia disminuye y esta relacion
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es relativamente fuerte. Mientras que el coeficiente de Spearman igual a -1 indica una relacion
perfecta monotonica decreciente entre las dos variables. Esto significa que las variables se
mueven en la misma direccion, pero no a un ritmo constante como ocurre en una relacion
lineal.
El coeficiente de determinacion (R?) se calcula de la siguiente manera (Anexo J):
Lo —9)?

X —9)?

Donde y; son los valores observados, y es el promedio de los valores observados y §; son

R?=1

los valores predichos.

0,052
RZ =1 —m = 0,9757

’

Un R? igual a 0,9757 indica que el 97,57% de la varianza en la absorbancia se explica por la
variacion en la concentracion. Este valor sugiere que las predicciones basadas en esta curva
de calibracion seran bastante precisas, ya que solo el 2,43% de la variabilidad en los datos
no esta explicada por el modelo de regresion. Por lo tanto, indica un ajuste muy bueno,
sugiriendo que la curva de calibracion es altamente precisa y confiable para predecir
concentraciones basadas en absorbancias medidas.

3.3. Determinacion de la concentracion de serotonina en muestras de orina.

Se obtuvo una curva de calibracion exitosa que sirvi6 como base para la medicion de
serotonina en orina. Se midieron por duplicado las absorbancias de las muestras de orina que
no requirieron de un factor de diluciébn y se determind su concentracion mediante la
interpolacion en la curva, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 1

Concentracion de serotonina en orina

N° muestra Absorbancia Promedio Concentracién (ng/ml)
1 0,536 0,523 20,557
0,510
2 0,606 0,602 16,943
0,597
3 0,942 0,969 6,750
0,995
4 0,632 0,570 18,416
0,507
5 1,201 1,116 5,238
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1,031

6 0,551 0,510 21,179
0,468

7 0,845 0,838 9,524
0,831

Para evaluar la precisibn de las absorbancias medidas, se calcula en términos de
repetibilidad. La repetibilidad se puede evaluar calculando la desviacién estandar de las
diferencias entre las mediciones repetidas para cada muestra o el coeficiente de variacion.
Se obtuvo una desviacion estandar de las diferencias de 0,0461 (Anexo K). Ademas, con este
valor se determina el coeficiente de variacion, cuyo valor obtenido es 6,29%, el cual,
comparado con el valor establecido en el protocolo es menor a 8% en intraensayo,
demostrando que las mediciones son precisas y repetibles dentro de los limites aceptable
establecidos.
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4. Conclusiones y Recomendaciones
4.1. Conclusiones
El proposito de este trabajo de investigacion fue estandarizar una técnica de ELISA
competitivo para la medicidon de serotonina en orina. Para lograr este objetivo, se sigui6
meticulosamente el procedimiento de ensayo establecido en el protocolo para construir una
curva de calibracion a partir de las diluciones de un patrén de serotonina. Esta curva relaciona
las variables de concentracién y absorbancia de los estandares, en el eje X y eje v,
respectivamente. Se construy6 una curva de calibracion que se compar6 con la curva de
demostracion del protocolo mediante una inspeccién visual y comparacién de valores de
sensibilidad, encontrdndose similitudes en ellas. Ademas, se calcularon pardmetros
estadisticos de relacion lineal que sugieren que existe una fuerte relacién inversa entre las
variables, pero no necesariamente lineal, ya que ambas variables se mueven en la misma
direccion, pero no a un ritmo constante. El coeficiente de determinacién (R?) obtenido
demuestra que la curva de calibracibn es muy precisa y confiable para estimar
concentraciones basadas en absorbancias medidas. Por lo tanto, se procedié a cuantificar
los niveles de serotonina en muestras de orina, haciendo mediciones por duplicado con el fin
de evaluar la replicabilidad y precision de la técnica, y se determiné que las mediciones de
absorbancia en las muestras son precisas y repetibles, garantizando la fiabilidad de la técnica
para determinar las concentraciones serotonina en orina. No hay un valor estandarizado de
serotonina en orina en los laboratorios, ya que dicha molécula depende directamente de las
condiciones del paciente en el momento de la toma de la muestra.
Por lo tanto, se concluye que la estandarizacion de la técnica de ELISA implementada
proporciona un método confiable para la medicidn de serotonina en orina, siendo util para el
estudio exploratorio del que parte esta estandarizaciéon. Ademas, debido a la facilidad y forma
menos traumatica que ofrece para la toma de muestras, es especialmente beneficiosa para
los nifios en condicién de maltrato infantil que participaron en el proyecto de investigacion.
4.2. Recomendaciones

- Se recomienda implementar la técnica de ELISA para la medicion rutinaria de
serotonina en orina en centros de atencion infantil, debido a su confiabilidad y método
menos invasivo.

- Se recomienda desarrollar y probar nuevos métodos de estandarizacion de la técnica
de ELISA para reducir aln mas la variabilidad entre ensayos y mejorar la precision de
la técnica.

- Se sugiere realizar estudios adicionales para investigar la variabilidad de los niveles
de serotonina en orina en diferentes condiciones clinicas y en diferentes momentos

del dia para mejorar la interpretacién de los resultados.
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Anexos
Anexo A. Materiales, reactivos y equipos
Materiales Reactivos Equipos

Centrifuga HETTICH

Tubos Eppendorf 1,5 ml Microplaca ELISA 9
Rotofix 32 A

. Agitador vortex Science

Tubos Falcon 10 ml Estandar liofilizado (100 ng) J

Med MX-S

Pipetas automaticas 20-200
pl, 100-1000ul

Puntas desechables

Agua destilada

Papel absorbente

Sellador de placas

Estufa universal

Memmert SN 55
Anticuerpo marcado con Biotina Lector de ELISA
(concentrado) Mindray MR-96A
Buffer de dilucién del

Buffer de dilucién de la muestra

anticuerpo
Conjugado HRP-Estreptavidina
(SABC)

Buffer de dilucion SABC
Sustrato TMB

Buffer de lavado

Solucién de parada
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Anexo B. Curva estandar obtenida del ensayo piloto.

CURVA ESTANDAR ELISA SEROTONINA

12

y=1,3118x0:454
R*=0,9883

0.D.450

0 20 40 60 80 100 120

Concentracién (ng/mL)

Anexo C. Valores obtenidos de las absorbancias de los estandares y las muestras de
orina a una longitud de onda de 450 nm.
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Anexo D. Valores obtenidos de las absorbancias de los estdndares a una longitud de

onda de 450 nm.

CONCENTRACION  DILUCION  ABSORBANCIA ABSROBANCIA ABS
(ng/ml) 1 2 PROMEDIO
1,563 S1 (1/64) 1,862 1,727 1,795
3,125 S2 (1/32) 1,309 1,441 1,375
6,25 S3 (1/16) 0,992 0,992
12,5 S4 (1/8) 0,696 0,700 0,698
25 S5 (1/4) 0,419 0,434 0,427
50 S6 (1/2) 0,292 0,347 0,320
100 S7 (SOL. 0,181 0,171 0,176
MADRE)

Nota. En la dilucion 1/16 no se pudo realizar la medicién en duplicado por falta de reactivo.

Anexo E. Ecuacion de la linea de tendencia de la curva estandar.
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y = 2,5599x°0552
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Anexo F. Desviacion estandar de las absorbancias medidas de cada patrén.

CONCENTRACION (ng/ml) ABSORBANCIA
1,563 1,795
3,125 1,375
6,25 0,992
12,5 0,698
25 0,427
50 0,320
100 0,176
Ss 0,595

Anexo G. Sensibilidad de la técnica de ELISA competitivo para medicion de
serotonina.

Aliases:

ST ELISA Kit, 5-HT ELISA Kit, Serotonin ELISA Kit, 5-Hydroxytryptamine ELISA Kit
Uniprot:

Not Available

Detection method:

Competitive, Antigen Coated

Sample Type:

Serum, Plasma, and other biclogical fluids
Reactivity:

Universal

Range:

1.563-100ng/mL

Sensitivity:

0.938ng/mL
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Anexo H. Datos para el calculo del coeficiente de correlacién de Pearson.

Xi Yi Xi- X Yi-g  (Xi- ®)(Yi- (Xi- )2 (Yi-y)?
(concentracion) (absorbancia) y)
1,563 1,795 -26,785 0,969 -25,943 717,452 0,938
3,125 1,375 -25,223 0,549 -13,849 636,214 0,301
6,25 0,992 -22,098 0,166 -3,670 488,334 0,028
12,5 0,698 -15,848 -0,128 2,027 251,168 0,016
25 0,427 -3,348 -0,399 1,337 11,211 0,160
50 0,320 21,652 -0,506 -10,965 468,797 0,256
100 0,176 71,652 -0,650 -46,568 5133,968 0,422
X =28,348 y = 0,826 2=-97,631 2=7707,144 %=2,122

Anexo |. Datos para el calculo del coeficiente de correlacion de Spearman.

Xi Clasificacion X Yi Clasificacion di de
(concentracion) (absorbancia) Y
1,563 1 1,795 7 -6 36
3,125 2 1,375 6 -4 16
6,25 3 0,992 5 -2 4
12,5 4 0,698 4 0 0
25 5 0,427 3 2 4
50 6 0,320 2 4 16
100 7 0,176 1 6 36

2=112

Anexo J. Datos para el calculo del coeficiente de determinaciéon (R?).

Concentracion Yi yi (Yi-y)? (Yi-yi)?
(ng/ml) (absorbancia)

1,563 1,795 2,000 0,938 0,042
3,125 1,375 1,363 0,301 0,000
6,25 0,992 0,929 0,028 0,004
12,5 0,698 0,633 0,016 0,004
25 0,427 0,432 0,160 0,000
50 0,320 0,294 0,256 0,001
100 0,176 0,201 0,422 0,001

y = 0,826 >=2,122 >=0,052
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Anexo K. Desviacion estandar de las diferencias entre mediciones repetidas.

43

N° Absorbancia  Absorbancia2 Promedio di di'
muestras 1
1 0,536 0,510 0,523 0,013 -0,013
2 0,606 0,597 0,6015 0,0045 -0,004
3 0,942 0,995 0,9685 -0,0265 0,027
4 0,632 0,507 0,5695 0,0625 -0,063
5 1,201 1,031 1,116 0,085 -0,085
6 0,551 0,468 0,5095 0,0415 -0,042
7 0,845 0,831 0,838 0,007 -0,007
x=0,7323 0,013794 0,014
S=0,0461
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