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INTRODUCCION

La investigaci8n biom&dica y la prestacién de ser--
vicios médicos en el 8rea de reproduccidn humana, -
particularmente en la regulacifn de la fertilidad -
(planificacibn familiar e infertilidad), es una -=~-
prioridad en materia de salud en nuestro pais. Por-
otra parte, la investigacién y mejoramiento de los-
sistemas de produccidn animal para consumo humano -
no se han desarrollado con la velocidad que el cre-
cimiento sociodemogr&fico impone,

La reproduccifén debe ser siempre considerada como -
uno de los mayores factores limitantes en produc---
cifn animal y muchos de los mé&todos modernos para -
mejorar la reproduccidn se basan sobre la habilidad
para medir niveles hormonalss an sangre y leche (1)«
La evaluacifn del aspecto funcional de los diferen-
tes Srganos (glfndulas de secrecibn interna) que --
participan en el fenomeno reproductor, se realiza -
mediante la produccidn de hormonas especificas y/o-
la respuesta que manifiestan a estimulos hormonales
o farmacolBgicos especificos. Las concentraciones -

en el plasma sanguineo de las denominadas hormonas



esteroides, en la mayoria de los mamiferos incluido
el hombre, son del orden de nanogramos o picogramos
por mililitro (1 X 1072 y 1 X 1072 g/1) 1o cual im
plica que para su cuantificacibn se requiera de un-
método analfitico que sea sensible, especifico, re~-
producible, preciso, exacto y principalmente econ8-
mico. LEn la actualidad, el uso de antisueros especi
ficos y radionficlidos con alta actividad especifica,
hace posible que se cumplan los requisitos antes --
mencionados a excepcifn del Gltimo punto.

El aspecto econfmico es afin mis limitante que el --
tecnolbgico para que el Radioinmunoanfilisis sea una
metodologfa accesible a la mayorfa de los centros -
de investigaci8n y asistencia que trabajan en el --
firea de la reproduccién humana vy animal,

En M8xico no se dispone de antisueros especfficos -
contra hormonas esteroides ni de soluciones valora-
das de concentraciones conocidas ¢e las mismas -~ --
(estandares) de produccidn nacional. En efecto, la-
gran mayoriz de los laboratorios que cuantifican es
te grupo de hormonas en instituciones del sector sa
lud obtiene el material mediante representantes de-

compafiiags transnacionales o por importacifn directa,



Un costo estimado promedio por determinacifn oscila
entre § 2.00 y & 5.00 U,S. Dolares, dependiendo del
volimen de reactivos adquiridos y si la presenta---
cifn es en estuche o a granel.

Un nfimero limitado de laboratorios obtiens sl mate-
rial mediante donaciones de agencias internaciona--
les, pero siempre en apoyo a programas cstablecidos
de investizacifn., A este respecto es importante men
cionar que la demanda de reactivos es tan grande --
que algunas agencias, como la Organizacifa Mundial-
de la Salud ha decidido que para poder continuar su
apoyo a los solicitantes debe de cargar una cuota -
de recuperacidn que ha estimado en § 0.35 U.S. Dola
res por nmuestra a analizar. Afln cuando los costos =
son notablemente inferiores a los comerciales, la -
adquisicibn de material de consumo en divisas fuer-
tes representa una erogacibn de recursos y una con-
tinua dependencia tecnol8gica.

Bn nuestro pafs, existe 1a tecnologfa e infraestruc
tura para iniciar la produccidén de ios antisueros -
especificos y la preparacibn de estandares, quedan-
do solamente como material do importacifn los traza

dores radiactivos,



E1l desarrollo del trabasjo experimental de t8sis aqui
presentado significa ur avance en la substitucibén -
de importaciones y en la autosuficiencia para el ---
abasto de los insunos requerl:dos para ls investiga--

ci8n y la asistencia en el 8roa de la fisiologlia de-

la reproduccidn. k1l mismo, forma vnarte de un progra-
ma de produccidn de reactivos primarios para radioin
munoanilisis que recibe apoyo de 1la Organiszaci8n Mun
dial de 1a Salud (Ginebra, Suiza) y del Consejo Na--
cional de Ciencia y Tecnologfa (i&€xico, D.F.).

La coordinacifén de todo el proceso es responsabili--
dad del Departamento de Biologia de la Reproduccibn-
del Instituto iacional de 1a Nutricidn Salvador Zubi
rdn (INNSZ) y tiene la perspectiva de proporcionar -
estos a muy bajo costo en los centros de investiga--
cidn del pais,

S5e planea producir antisueros policlonales especifi-
cos contra Cortisol, Progesterona, Testosterona y LS
tradiol por su relevante importancia en el desarro--
llo de investigaciones, monitoreo de tratfimientos, -
diagn8stico, etc., en el fenbmenc de la reproduccibn,
Lsta accifn es parte del progrsma de “fortalecimien-
to" 4 los centros de colaboracibn que la OMS tiene -

establecidos y cuya finalidad e¢s ¢l de regionalizar-



la produccifn de reactivos primarios para el radioin
munoanflisis y crear un banco mundial de reactivos -

de igual calidal, Otros programas nacionales de pro-

duccidn de rsactivos semejantes al aqui presentado-~

se han iniciado en la Rep@blica Popular de China, In
dia y Cuba,

En este travajo participan diversas institucionss --

con instalaciones adecuadas y experiencia en las di
ferentes etapas cue requiere la realizacifn del mis-

mo.

La sintesis quimica de los inmunbgenos se realiza en
el Departamento de Quimica Organica de la Divisién -

de Estudios de Postgrado de la Facultad de Quimica -

de la U.N.A.M,, por el Dr, Gustavo Garcfa de la Mora,
La inmunizacién de los animales dJde laboratorio y la-

obtencifn de los antisueros se lleva a cabo en el =--

bioterio del Uespartamento de Biologfa de la Reprco---

duccibn de la Y.,A.M-Iztanalapa,

La caracterizaci8n y evaluacidn de los antisueros se

realiza en 8l laboratorio de Hormonas Lstieroides del

Departamento de Biclogfa de 1la reproduccidn del - =«

I’N.N.S.z.



ANTECEDEBENTES

Desde el desarrollo de Anfilisis Radioinmunolégicos, ha
ce algunos 20 afios, todo el campo de la endocrinologfa
en animales y humanos ha sido revolucionado. La habili
dad para medir las extremadamente pequefias cantidades-
de hormonas que existen en sangre y tejido ha incremen
tado nuestro conocimiento de la funcién repfoductiva -
en animales domésticos a una enorme extencidn (1).
Los andlisis radioinmunolfgicos permiten monitorear --
concentraciones hormonales en fluidos corporales y te-
jidos, por ejemplo, durante las varias fases reproduc-
tivas, Estas t#cnicas consecuentemente se han vuelto -
poderosarente fitiles en estudiar el control endocrino-
de procesos reproductivos en especies domésticas de -~-
animales vy elucidar factores que afectan su eficiencia
reproductiva., Los métodos que presentan usoc derivan de
aquellos reportes de Berson y Yalow y Ekins, por el --
cual Berson y Yalow reciben el premio nobel de medici-
na en 1977,
Con an8lisis radioinmunolégicos, los niveles hormona--
les cuantificebles se hayan en el rango de nanogramos-

(10'9 "12

gr): picogramos (10 gr) y eventualmente fento

granmos (10'15 gr) en un nililitro o nenos de suero o =--

plasma.,



Una extensa clase de compuestos pueden ahora ser nme-
didos por anflisis radioinmunolégicos: Protefnas, Es
teroides vy otras hormonas.

Se incluyen tanbién drogas, antibi8ticos, nuclefti--
cos cfclicos, neurotransmisores, derivado de amino--
fcidos y vitaminas, Especificamente, el anfilisis ra-
dioinmunol8gico puede ser dividido en los siguientes
tipos:

a) Anflisig por competencia de unidn a proteinas,
Las hormonas esteroides son pobremente solubles en -
agua y son transportadas en sangre fijadas a nrotel-
nas acarreadoras especificas. Dos protefnas semejan-
tes: Globulina Ligadora de Corticosteroides (CBG) y-
GClobulina Lipadora de Hormonas Sexuales (5}BG), han-~
sido usadas para el eusavo de hormonas esteroides,
Estas protsihas no unan esteroides con un alto grado

de especfficidad, por ejemnlo, C3C une Pracesterona,

17-ClP, ¥ Corticosteroides; SHBG une Lstrbgenos y -
Andr8genos.

Principalmente nor su falta de osspecificidad y sensi
bilidad, los anfiisis por competencia de unibn a pro

tefnas pueden en muchos casos ser reemplazados por -

radioinmunoanflisis mis especificos.



b) Anflisis Radio-Receptor.

Varias hormonas, por ejemplo FSH, LH y Prolactina -
(PRL), son proteinas que son transportadas en un es
tado libre en la sangre, si bien cuando alcanzan su
6rgano blanco, son fijadas a receptores de membrana
celulares relativamente especfficos. Muchos recepto
res han sido usados para la determinacifn de hormo-
nas protefcas npor aplicar el principio general del-
Anflisis Radio-Ligando. Los radioinmunoanfilisis son
generalmente usados para la determinacibn de hormo-
nas protefcas.

¢) Radioinmunoanflisis (RIA).

Por su especificidad y sensibilidad, el radioinmuno
anflisis es la técnica mfés extensamente usada para-
determinacifn de 1las concentraciones hormonales (1).
Este m8todo (RIA) por sus caracteristicas de sensi-
bilidad, precisifn y especificidad en la medicidn -
de la concentraciln de substancias en sangre es em-
pleado principalmente en dos situaciones: para in--
vestigar la distribucién interna, metabolismo y far
macocinetica de hormonas y medicamentos y, cada vez
mfs frecuentemente para vigilar tratfmientos (2).
En la actualidad, nuevos anflisis para cuantifica--

ci8n de hormonas esteroides basados en esta t8cnica



aparecen en casi todas las ediciones de las prinei
pales revistas de endocrinologfa (3).

Los antisueros generalmente reaccionan en grado va
riable con compuestos estructuralmente semejantes-
y con metabolitos de 1la droga nativa, algunos de -
los cuales pueden ser terapeuticamente activos (4).
Para la mayoria de las drogas hasta aquf investiga
das, aparte de los esteroides sinteticos, interfe-
rencia de compuestos endbgenos es minimo o no exis
te (2).

Cuando se requiere una especificidad mayor que es-
conferida por el uso del agente unidor, s6lo puede
usualmente ser obtenida por introducir un grado de
separacifn utilizando Cromatografia de capa fina -
(TLC), Cromatografia Liquida de Gas (GLC), Columna
de Cromatografia o Extraccifn Diferencial con Sol-
ventes antes de medir por Radioinmunoanflisis (3).
Teoricamente, la aplicacifn del anflisis de satura
cifn para medicién de drogas en fluidos biolSgicos
es limitada. Sin embargo, el entusiasmo por la téc
nica no debe ser permitido para obscurecer el rela
tivo meritc de otros métodos adecuados, Mé&todos Fo

tometricos, Colorimetricos y Espectometricos son -



frecuentemente sensibles para propositos clfniccs-
y son usugzlmente rfpidos y baratos para realizarse.
La técnica de Cromatografia Lfquida de Gas (GLC) -
os suficientemente sensible y especifica para usc-
clfnico, si bien tecnicamente exigentes, Las fGni--
cas propiedades del RIA son, a saber, su exquisita
sensibilidad y potencial para completa o parcial -
automatizacifn, tiene la mejor herramienta disponji
ble para la medicibn de drogas que estin presentes
inicamente en cantidades pequefias y para un gran -
nimero de trabajos (por ejemplo, nfimero de peticio
nes anfliticas) existentes o esperados, El nfimero-
de drogas por lo cual el RIA ha sido desarrollado-
es todavia menor, si bien, crece rfipidamente.

Bl obstaculo principal que afronta el RIA para pro
tefnas y hormonas polipeptidicas es desarrollar la
produccién de anticuerpos especificos por su bajo-
peso nolecular (generalmente en la region de 200--
360), la mayorfa de las drogas, hormonas esteroi--
des snflogas, no son naturalmente inmunogénicas. -
In la totalidad de ellas son compuestos bastante -

inreactivos (2).

En la produccibn de antisueros a ser utilizados en



el radioinmuncanflisis es necesaria la considera--
cién de varios factores que juegan un papel tras--
cendente, Priméro habr8 que considerar los princi-
plos bisicos inmunolﬁgicos y posteriormente toda -
la gama de factores que participan para el logro -
de este objetivo,

Los anticuerpos son moléculas fijadas en el suero-
y secreciones de animales, usualmente en respuesta
a la presencia de sustanciass extrafias ("antigenos),
8 los cuales se combinan y frecuentemente ayudan -
para eliminarlos. Sin embargo, su utilidad en pro-
teger contra enfermedades por produccibn "activa'-
o transferencia "pasiva", ha sido conocido y apli-
cado desde hace 80 afios., Recientes evoluciones han
revelado nuevas y valiosas aplicaciones en otros -
campos como la sintesis de proteinas, estudios =-~
gen8ticos y, actualmente, la alta precisifn, de---
teccifn y cuantificacifn de substancias antig8ni--
cas especificas (6).

La competencia inmunitaria, o sea, la capacidad de
desarrollar la inmunidad bajo una estimulacifn ---
apropiada, es una caracterfstica finica de los ani-

males vertebrados., Ninglin otro tipo de organismos-



posee esta extraordinaria capacidad de reconocer =--
bioquinicamente una variedad eparentemente ilimita-
da de substancias extriansecas (7,a).

Las respuestas inmunitarias se han clasificado en -
dos tipos: aquellas determinadas por los factores -
humorales circulantes (los clisicos anticuerpos en-
el suero) y los que dependen de ciertas c&lulas (in
munidad cflular). Aunque estos tipos de respuesta -
inmunitarias son casi totalmente separables una de-
la otra, ostin Intimamente interrelacionadas y a me
nudo ocurrsn en forma simultanea.

Tanto la respuesta inmunitaria c8lular como la humo
ral so han dividido en tres ramas fisiol8gicas:

La rama aferente: comprende todos los procesos par-
ticipantes en el transporte del antfgeno hacia el -
sistema inmunitario; La Rama Central abarca todos -
los procesos (de ambas divisiones del sistema inau-
nitaric) que culminan con la produccidn de los efec
tores de la inmunidad (es decir, las c8lulas sensi-
bilizadas o los anticuerpos humorales); La Rama Efe
rente: implica todos los procesos que ocurren desde
1a liberacidn de los efectores hasta que tiene lu-~

gar la accifn final de estos contra el antigeno pro



vocador . Bl esquema fisiolSgico presentado en la -
figura # 1, representa un concepto fitil en el inten
to de comprender los complejos acontecimientos que-
suceden a l1a introduccibn del antigeno en el cuerpo
del vertebrado (7,b).

La evolucifn temporal de 1la respuesta se puede esta
blecer como sigue: Despufs de la inyeccifn de antf-
geno a un animal que nunca estuvo en contacto con -
81, pasan varios dfas sin que se manifieste ninguna
respuesta. Se habla en este caso de perfodo de la--
tencia (8,a), Por lo general, los anticuerpos son -
ripidamente demostrables al cuarto o quinto dia, =--
despufs de la exposicifn antig8nica. Inicialmente -
consisten s8lo de IgM.

Al sexto o séptimo dfa, casi siempre son demostra--
bles los anticuerpos IgG, que llegan a alcanzar tf-
tulos mucho mayores que los anticuerpos IgM. Gene--
ralmente, la concentracifn de anticuerpos IgM co---
mienza a disminuir antes que los IgG lleguen a su -
mEximo (habitualmente al decimocuarto o decimoqufn-
to dfa), Lespués que el tf{tulo de IgG alcanza una -
cspide, el titulo total de anticuerpos comienza a-

declinar y puede volverse virtualmente impercepti--
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ble en el término de 30-40 dias, despué€s de una sola
exposicidén al antigeno. A este periodo se le llama -
respuesta primaria (fig. #2).

La segunda exposicidn (o refuerzo) alnmismo antigeno
provoca la aparicidén de una respuesta secundaria. --
Iniciélmente, ocurre una activacifn de la produccidn
de anticuerpos IgM, pero sin retardo notabhle, La fa-
se de produccidn de anticuerpos IgM en la respuesta~-

secundaria estd acelerada en su curso, cuando se la-

compara con la misma fase pero observada durante una



respuesta primaria, Tanbién esté acelerado el compo
nente IgG Jde la respuesta secundaria. La concentra-
cifn se eleva a un valor muy superior y permanece ~
elevado durante mucho mds tiempo que durante la res
puesta primaria (fig.#3) (7,e¢).

Las incidencias serias de infecciones, eupecizlmen-
te bacterial, en animales o seres humanos en qus la
produccifn de anticuerpos es deficiente nuestran --
que los anticuerpos son vitales para la salud de --
los orzanismos superiores (9) (10). El término aga-
rmaglobulinemia fué aplicado para transtornos causa
dos por defectos de la producci8n de anticuerpos, -
pero, las inmunoglobulinas no estfn completamente -
ausentes, aipogammaglobulinenia es un t&rmino mis -
corrscto para dJdescribir esta afeccifin (9).

Aunque muchas c&lulas actualmente secretan anticuer
pos, las princifiales c8lulas responsables de la sfn
tesis de anticuerpos son, morfclSgicamente, miem---
bros de la serie plasmacftice, el precursor esen---
cial es un linfocito de una clase particular deriva
do de 1la nmBdula osca ou mamiferos y de la bolsa de-
fabricic en aves, y hoy en dfa llamados generalmen-

te linfocitos 5" (11), iistas c8lulas se hallan en-
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médula, bazc, organos linfoides intestinal y sangre
de muchos animales (6). Estas c&lulas linfoides pro
liferan y producen anticuerpos después de la estimu
lacién antigénicn., E1 sistema de inmunidad c8lular-
desarrolla del timo embriSnico. Comprende c&lulas -
circunvecinas de los centros germinales de nodos --
linfoides y los cordones paracortical de linfocitos
on aquellos nodos, Lsta c8lulas son conocidas como-
*competentes inmunol8qicos". Rechazo de injertos y-
ratrazo de reacciones de hinersensibilidad dependen
de ipmunidad nmediada »or c8lulasz, nientras que -«--
transferencia pisiva de sensibilidad requiere compe
tencia inmunolfgica c8lular o sus productos, Los =--
mismos anticuerpos puedon bien ser implicados en la
destruccifn final dJde c&lulas. In una respuestz inmum
18gica el antfgeno es tomado por cl sistema macrofa-
go. I1 antigeno es alterado y su contacto con linfo
citos pequafios induce una respuesta proliferativa -
resultando en la fornacifn de anticuerpos y c8lulas
(12).

Propiedades Fisicas Generales,

Los anticuerpos son globulinas conteniendo 3-2% de-
carbohidratos, tienen cuatro cadenas de polipépti--

dos por unidad. La ultracentrifugacién separa en --



dos extensos grupos, con coeficiente de sedimenta--
cidn de 19 S (macroglobulinas: peso molecular de --
900 008) y 7-8 S (peso molecular: 150 200-200 000)~
(13). En cualquier mol&cula de las inmunoglobulinas,
las cadenas de polipéptidos son de dos tipos, cono-
cidos como cadenas -}! (cadenas pesadas con peso mo-
lecular alrededor de 50 000) y cadenas -L (cadenas-
livianas con peso molecular alrededor de 20 000). -~
Las regiones hipervariables de una cadena ligera y-
una pesada actlian concertadamente para formar un si
tio de unién de antiseno (fig. #4), Las cinco prin-~
cipales clases de inmunoglobulinas reconocidas han-
sido llamadas IeM (19 S); IgG,, I2G,, IgGS, IgG&, -
Igh e IpB (7 S); IgA (7-11 S) y cada clase posee de
terminantes aunti~fnicos especiales llamados M, Y,xYE€
respectivamenta, v localizados en ia cadena ~ii, por
otra parte, las cadenas -L aparecen en dos tipos an
tig8nicns principaies, designandoseles como cadenas
~X y cadenas =A , en todas las clases de inmunoglo
bulinas (6) (7,d) (8,c).

Como 1la Iz6 es, cuantitativamente, la clase mis im-
portante de las inmpunoglobulinas en el suero (repre
senta bastante m8s del 80% de las inmunoglobulinas-

en el suero), es tambidn la que mis se ha estudiado



(7,4},

La estructura IgG, tratadas con las cnzimas proteo-
1fticas Papeina, rompe la molécula en tres fragmen-
tos de tamafio aproximadamente igual, que corresnon-
den a los dos brazos y a la cola de la mol&cula en-
forma de Y, Los de los fragmentos correspondientes-
a los '"brazos" de ls molécula son identicos y cone-
servan la capacidad de fijar los ant{genos, por lo-
cual se les llama fragmentos Fab, L1 tercer fragmen
to, desde la "cola" no puede fijar antfgenos, pero-
es cristalizable y s¢ le llams fragmento Fc (necesa
rio para 1a activacibn del complemento) (38,c).

Al comparar la composicifn en uminolicidos de unas -~
gran variedad Jde proteinas de mieloma, cue son con-
venientemente Ig homogeneas, han revelado gran va--
riabilidad en la terminal ~iN (el extremo donde se -
encuentra un grupo amiuo libre) de la pieza Fab, --
(cadenas ~fl y -L, varisble o regiones V) v la termi
nal ~C (el extremo de la cadena peptidica que po--
see un grupo carboxilo librs) nostraha composici8u-
y orden relativamente constantes (fip. #4) (14).
Cada molécula de inmunoglobulina nresenta regiones-

variables en los brazos de la Y a trav8s de los cua
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les la ipmunoglobulina se une al antigeno y determi
nan la especificidad de los anticuerpos. Estas re=--
giones determinan la formacidn del sitio de combina
cidén antigénica de cada cadena. El sitio completo -
tiene una medida de 3.5 X 1.5 X 1.0 nm (15).

Las regiones constantes de las inmunoglobulinas com



prenden las mitades correspondientes al extremo -C
de cada cadena ligera, y las tres cuartas partes -
corresponden tambi#n al extremo -C de cada cadena-
pesada (-1i). La regibn constante de las cadenas 1i
geras (CL) conprende aproximadamente 110 aminofci-
dos mientras que la regifn constante de cada cade-
na npesada (CH) tiene 330 aminoficidos (8,c).
Generalmente hablando, una respuesta inmune tame---
bién incluye anticuerpos de todas las clases y sub
clases, auncue las pyoporciones pueden variar acor
de a las condiciones; IgM es caracteristica de ---
respuestas primarias (v de animales primitivos) e-
1gG de respuestas secundarias (6).

La especificidad de un anticuerpo para su determi-
nante antic&nico complementario depende finicamente
de la estructura de las regiones variables de las-
cadenas lisera y nesada.

La codificacifn de las mcléculas de inmunoglobuli-
uas se logra por lo menos mediante dos grupos de -
genes: para la regibn variable, que rigen dichas -
regiones, vy para la regifn constante, que gobier--
nan el resto de la molécula (8,c).

En la produccidn de anticuerpos habrf que conside-



rar que animales individuales o de una misma raza-
algunas veces fallan para producir un anticuerpo -
on particular y estec puede ser debido a falta gené
tica del apropiado gene V o mfs frecuentemente & -
una inhabilidad genética del linfocito T para recg
nocer la porcidn acarreadora de la molécula antig$
nica (16).

In animales gendticamente capaces de una respuests,
la d8sis antigénica y la forma pueden ser criti --
cas. Una d8sis demasiado grande o demasiado solu--
ble sn su forma pueden guiar una insensibilidad es
pacifica. Usualmente agregando o uniendo a particu
las coloidales, tales como Al (OH);, se favorece =~
1a formacifn de anticuerpos. Algunas substancias -
pueden estimular linfocitos B no especificanmente,-
si bien otros adyuvantes pueden actuar produciendo
un estimulc extra para los linfocitos T (17). Ho -
especificidad & hiposensibilidad es frecuente que-
ocurran en animales que responden a varios antige-
nos de una vez {(competicifn antigénica) y pueden -
tanbién ser inducidas por muchos factores dafiando-
la sintesis de protefna o la divisiba célular, ---
siendo este especialmente vulnerable a muchas dro-

gas y a radiaciones X (12),.



Resulta obvio que para asegurar la produccifn de -
anticuerpos, un animal de una especie y raxa cono-
cida que responda bien, en buena salud y no suje--
to a otro estimulo antigénico, excepto tal vez -~
por adyuvantes seleccionados, es deseable. Es posi
ble que, donde sea accesible, animales 1libres de -
gernenes, que inicialmente tengan baja o ausente -
Ig s8rica, pueden ser el productor idesl de anti--
cuerpos especificos (6).

Aunado a todo ello, hay que considerar utros facto
res que influencian la produccibn de anticuerpos -
y que se refieren a:

El Inmun8geno:

Un antfgeno (o inmunbgeno) se define como toda mo-
18cula que produce una respuesta inmunitaria célu-
lar o humoral. Aunque puede predominar la estimula
ci8n de c8lulas B o c8lulas T en cualesquiera cir-
cunstancias, habitualmente ambos tipos de c&lulas-
linfoides son estimuladas hasta cierto grado por -
ia mayorfa de los antfgenos. Aunque la mayor parte
de los antfgenos son protefnas, ciertos carbohidra
tos altamente polimerizados puedan Provocar rese--

puestas inmunitarias de uno o ambos tipos, Otras -



macromol8culas biolB8gicas como los fcidos nuclei--
cos y los Acidos grasos polimerizados no han demos
trado concluyentemente ser inmunog8nicos (antigéni
camente activos) cuando son administrados en forma
altamente purificada. Sin embargo, estas molfculas
aunque inactivas cuando se administran solas, pue-
den provocar formaciBn de anticuerpos especfficos-
cuando se administran como conjugados proteicos --
(7,c).

Para tener poder antigénico, las moléculas deben -
ser grandes, rigidas y quimicamente complejas. Por
tanto, aunque algunas mol8culas pequefias también -
pusden actuar como antigenos, la regla es que las-
moléculas grandes sean mejores antigemos (8,b).
Generalmente hablando, las protefnas tienen un pe-
30 molecular superior a 5 000 que facilmente esti-
mulan la produccifn de anticuerpos; algunas protef
nas (tales como insulina) pueden formar dimeros o-
agregados extensos en solucifn y esto resulta en -
un incremento en su inmunogenicidad. P8ptidos de -
mol8culas de menor peso que 5 000 son correspon---
dientemente menos inmunogénicos. Compuestos no pep
tidicos (tales como esteroides, iodotironinas, gii

cosidos) son poderosamente inmunogénicos después -



de acoplar quimicamente a un nportador tal como Al-
bumina Bovina; el antisuero resultante reacciona -
con las tres formas antes mencionadas de no pepti-
dos que son conocidas como iHaptenos (6).

En la superficie de las macromoldculas existen zo-
nas contra las cuales van dirigidas las respuestas
inmunes, y con las cuales tiendsn a unirse los an-
ticuerpos, Estas zonas se llaman Determinantes An-
tigénicos o Epftopes (fig. #5). Los determinantes-
antigénicos de proteinas contienen alrededor de --
cuatro a seis aminoficidos y se sitian en regiones-
expuestas o prominentes de la superficie molecular.
En general, ¢l nfimero de determinantes antigénicos
sobre una mol&cula esta en relacidn directa con el
tanafio de la misma; existe sproximadamente un de--
terminante antigénico por cada § 000 de pesoc mole
cular, Pueden producirse anticuerpos sumamsnte es-
pecfficos de un hapteno dado, y que pueden combi--
narse con este hapteno sin que importe la mol8cula
portedora del mismo (8,b).

Sfntesis de Conjugados,

Las t&cnicas b8sicas no han cambiado desde sl tra-

bajo original de Erlanger, Borek, Beisser y Lieber



man (1957) (18). Sin embargo, modificaciones del -
método tiene lugar en un esfuerzo para producir an
tisueros de alta especificidad (2).

Para producir antisueros, los esteroides tienen -~
Gue estar en uns forma quimicamente reactiva antes
de su conjugacifn. Estas incluyen Oximas de grupos
Cetonicos, Hemisuccinatos y Acidos Cloridos deriva
dos de l1a reaccifn de Carbonil Clorida con grupos-
tiidroxilo Isteroide (18).

Acoplamiento de los derivados esteroides al grupo-
amino-€ de residuos 1fsina de AlLOGmins S&rica 3o-
vina o Humana, ha sido el m@todo mfs extensamente-
usado (ReacciSn Anhidrida). La AlbGmina tiene 59 -
grupos s ua grupo o-amino, si bien, muchos de -
estos residuos 1isina son estericamente opuestos -
e inutilizables para conjugacifn., Aquellos que son
utilizables son preparados en una varieda:l de vias
relativas a la superficie de la molécula de Albfimi
na y estas guian a antisueros heterogeneos con una
mezcla de anticuerpos de diferente avidez (19).
Acorde a ello, el uso de polimeros sfnteticos coa-
uns regular estructura como acarreadores inmunogé-

nicos para esteroides pueden guiar a m8s antisue--



ros homogeneos (19). Aunque polilisina ha sido mo3
trado para ser un pobre acarreador inmunogénico pa

ra esteroides (20).

Consecuente:ente, en orden para promover antisueros
es necesario primeramente acoplar la droga covalen

tements 2 una protefna acarreadora (3).

Los esteroides en general no contienen grupos fun-

cionales que unan directamente a aquellas mol&cu--

las acarreadoras, Por esta razfn, la sintesis de -

un derivado esteroide conteniendo, por ejemplo, un

grupo 8cido carboxilico (-COOl!) es necesario para-

realizar covalentemente la unidn del esteroide a -

la cadena polipéptida (21).

Dos clases de esteroides naturales, los icidos bi-

liares y los glucuronidos esteroides ya contienen-

un grupo fclido carboxilico y no requieren formae--

cifn de derivados y pueden ser (nidos directamente

a proteinas acarreadoras (22).

Reaccidn de Conjugacibn,

La mezcla reaccifn anhidrida (Erlanger Lt al, 1257)
(18) es m&s comunmente usada que la reacciSn Carbo
di-imida que puede resultar en unidn cruzada den--;
tro y entre moléculas de Alblmina., E1 nfimero de mo

las de esteroide por mola de Albfimina raramente ex
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cede Sﬁ, si bien, esto no es evidencia de que el =
titulo, *afinidad o especificidad del antisuero es~
dependiente del nlimero de mol&culas de estercide -
en el conjugade (2).

Las hormonas esteroides o prostaglandinas contie--
nen grupos OH (hidroxilos) o C=0 (cetonicos}, que-

son usados para preparar derivados conteniendo gru



pos activos tales como grupos aminos o carboxili--
cos. LStos grupos son entonces activados para que-
ellos reaccionen con grupos amino o carboxilico de
la mol&cula protefca (1).

Todos los procedimientos de conjugaci8n generalmen
te utilizables producen conjugados de variable ca-
pacidad haptenica., Existe svidencia que tanto mfis-
pequefio el nGmero de haptenos tanto nfis inmunopéni
co el conjugado (23).

Sitios de Conjugacidn,

Muchos esteroides biol8gicamente activos tienen =--
grupos reactivos Gnicamente en posicifn 3 en el --
anillo A y en posicifn 17 en el anillo D. Inicial-
mente, los conjugados fueron preparados con este~-
roides acoplados mediante una u otra de estas posi
ciones (3).

La especificidad del antisuero obtenido por inmuni
zacién con un conjugado protefna-esteroide es de--
pendiente del sitio usado para conjugar el esteroi
de a la protefna y de la naturaleza dol puente co-
valente. Antisueros mis especificos son obtenidos-
si el hapteno (esteroide) es fijado a la protefua-
en un sitic remoto del grupo funcional caracteris-

tico de la hormona (1).



Asf, un antisuero especffico para posicibn 17 en -
Testosterona tiene reacciln cruzada con una varie-

dad de &Y -3-oxoesteroides y fué incapaz de distin
guir entre Testosterona, Epitestosterona, Andros--
tenediona y Progesterona, que difieren Gnicamente-

en la nosicibn 17 (24).

En un estudio de Testosterona unida a trav8s del -
carb8n 3 vfa una Oxima para los residuos de 1fsina
de Albfimins Sérica Humansa (TS-HSA) y preparandose-
tanbién los derivados 3-Oxima (T3-OX) y 3- € -1%-
sina (TS*Lys), se muestra que los anticuerpos reco
nocen no Gnicamente la Testosterona, sino también-
la Oxima puente y el residuo 1Isina de la alblimina
(25).

Similarmente el antisuero: Istradiel-17, reacciona
cruzsdamente con otros anillos A de Istrogenos Fe-
nélicos (26).

Estos hallasgos guian al desarrollo de conjugados-
de esteroides a proteinas acarreadoras mediante po
siciones fuera de los anillos A y D. La mfs produc
tiva de estas es el Estradiol-6 conjugado, anti---
cuerpos para el cual muestran baja reaccidn cruza-
da {del orden de 1% o menos) con Estrona o Estriol

(27) (28). Los antisueros anfilogos Lstriol~-6 tiene



una gran reaccifn crurada (m#s del 20%) con Estra-
diocl., Parece ser que el antisuero esteroide es nfs
confundido por la ausencia de un grupeo quimico (el
antisuero de Istriol por 1la ausencia de un grupo -
16-hidroxilo en ELstradiol) que por la presencia de
un grupoc extra (29).

E1l antisuero para Progesterona~11 conjugado, mues-
tra una alta especificidad para Progesterona a di-
ferencia del Progesterona-3 conjugado (30) (31). -
Ln estudio preliminar que describe la sintesis y -
'completa caracterizacidn cspectroscopica del hapte
no 11 o« -Hemissuccinil-Progesterona, se destaca ==
que la distancia entre ¢l sitio de unién en el nG-
cleo esteroide de este derivado y su grupo funcio-
nal es mayor que en derivados esteroides en las po
siciones C3, C6, C7 o C20 v que un anticuerpo mas-
especifico es obtenido (21).

Para Testosterona, sin embargo, el antisuero para-
anillo B o C conjugedos (posicibn 6, 7 u 11 por --
instancia) son decepcionantemcnte nmenos especifi--
cos que aquellos de Testosterona-3 conjugados que-
muestran de 30 a 100% de reaccibn cruzada con DHT-

2).
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£l Adyuvante.

En ciertas circunstancias, se considera importan-
te aumentar las respuesta inmune normal. Las subs
tancias que consiguen este obhjetivo se llaman ad-
yuvantes. Se han empleado como adyuvantes gran va
riedad de compuestos. Los mfs sencillos son los -
que hacen mfs lenta la liberaci8n del antfgzeno sen
el cuerpo. L1 sisteme inmunitario es impulsado -«
por antfgenos, reacciona a la presencia de &stos,
pero deja de hacerlo en cuanto son eliminados, IS
ta eliminacifn pusde hacerse mfs lenta si el anti
geno se mezcla con otro insoluble para formar un-
"dopbsito™. Son ejemplos de adyuvantes Fformadoves-
de depfsito las sales insolubles de Aluminio: Hi-
droxido, Fosfato y Sulfato Potésico. Cuando un an
t{geno mezclado con alguna de estas sales se in--
yecta a2 un animal, se forma en los tejidos un gra
nulona rico en macréfagos. £1 antigeno contenido-
en la lesifn escapa lentamente hacia el cuerpo, -
proporcionando asf un estfmulc prolongado. Median
te osta t8cnica pueden retenerse varias semanas -
en el cuerpo antigenos que normalmente s§lo per--

sisten unos cuantos dfas. Dichos adyuvantes influy



yen finicamnente sobre la respuesta inmune primaria,
y tienen poco efecto sobre la secundaria clfsica.

Otro método para formar un dep8sito consiste en -

mezclar el antigeno con una emulsiSn de agua en -

aceite, Este Gltimo estimula una reaccifn inflama
toria local con formacibn de tejido granulomatoso

en torno al sitio de la inyeccifn, en tanto que -

el antigeno sale lentamente (por lixiviacifn) de-

la fase acuosa. Cuando a una emulsidn de 8stas se

le afladen micobacterias muertas, se conoce con el

nouwbre de Adyuvante Completo de Preund”s (FCA)} su
mamente poderoso, E1 FCA actfia mejor por via sub-

cutfinea o intradermica, y la facilitaci8n 8ptima-

se obtiene con d8sis de antfgeno relativamente ba
jas (8,b).

Los adyuvantes pueden no s6lo incrementar la res-

puesta inmune, ellos pueden también inducir cam--

bios de un tipo de respuesta inmune a otras. Por-

ejemplo, i8sis de ASB, que en la ausencia de adyu
vantes inducen tolerancia, en la presencia de ad-

yvyuvantes inducen formaci8n dJde anticuerpos (32). -

Actfian de nanera especifica estimulando la fune--

cibn de linfocitos T, asf que s8lo facilita la --



respuesta a antigenos dependientes del timo. Favo
rece la produccidn de IgG sobre la IgM, inhibe la
induccibén Je tolerancia, favorece las reacciones-
de hipersensibilidad retardada y acelera el recha
zo de injertos (8,b).

Las c€lulas inicialmente envueltas en la accifn -
de adyuvantes son Macrofagos que interaccionan --
con linfocitos T, requeridos para potenciacifn de
anticuernos contra albfimina sérica bovina. La res
puesta inmune para muchos antfgenos requiere coo-
peracifn de linfocitos T y linfocites B (32).
Bordetella Pertussis actfia como endotoxina para -
fomentar la nroduccifn de anticuerpos estimulando
la actividad de linfocitos B y causan linfocito--
sis en algunssespecies (8,b).

Especies Animales,

La mayor parte de los antisueros para radioinmunoa
ndlisis (RIA) han sido preparados en cerdos gui--
nea o conejos. Hay muy pocos casos donde las espe
cies son de importancia; la virtual asecesidad de-
usar cerdos guinea para produccisdn de antisueros-
de insulina es una rara excepcibn. Los relativa--

mente pequefios v8lumenes de suero obtenidos de es



tos animales son por lo general enteramente sufi-
cientes por las altas diluciones con que se tra--
baja en el radioinmunoanflisis (6).

Muchos animales en su respuesta individual a dife
rentes inmunfgenos muestran variaciones debidas,-
por lo menos en parte, a funcifn de la constitu--
cién gendtica (33).

La raza innata de animales tiene un restringido -
pool gen&tico y en tebria puede, por lo tanto ser
esperado el exhibir una relativamente restringida
clase de respuestas inmunolbgicas. A menos que --
una raza innata sea conocido que responda bien a-
una partfcula inmunogénica especifica (6).

Ruta de Inmunizacién.

Es prictica comfin inyectar adyuvantes oleosos en-
emulsidn de manera subcutinea o intramuscular, La
ruta prinera tiene la desventaja de que usualmen-
te forma pequefios abscesos y ulceras, si bien nin
gin conejo o cerdo guinea parece estar incomodo -
por ello (6).

M8s productivo y simple, es el procedimiento de -
inyeccibén intradermica m@iltiple, que consiste en-

rasurar varios conejos en el dorso y borde proxi-



mal y administrar éntradermicamente una emulsifn -
en 30-50 sitios de modo que cada animal reciba un-
total de 2 ml de 1la emulsi8n. In un sitio separado
es inyectado subcut@neamente U.5 ml de Eordetella-
Pertussis. La respuesta de anticuerpos es relativa
mente ripida y 1a econBmia en el inmunSgeno es no-
toria (34).

Resultados indeternminados después de varios meses-
g trabaje gensralmente son demasiado comuncs y eS
“a e85 una GO 1las mayores razones por lo cual tan -
pocos intentos son hechos para comparar procedinien
tos de inmunizaciln para obtencin de antisueros -
para RIA v aunado a ello no todos los intentos hoe
chos son reporiados (0).

D6sis, Tiempo de Inyecciones y Coleccidn de Anti--
SueTros,

Las rutas fundamentales para el logro de mlxima --
avidez son hechas para raducir la cantidad :de inmu
n6geno al minimo nivel afoctivo y para incrementar
al intervalo entre inyecciones hasta el niximo que
el pacients permita. Generalmeate, d8sis del orden
de 100 ug de inmunSgeno son suficientes, aunque ==
puede ser necesario incremeantarla si el material -

es de baja pureza. No es aconsejable inysctar emul



siones de adyuvaute completo de freund®s més fre--
cuentemente que a intervalos mensuales y tiene ven
tajas permitir un descanso de algunos meses entre-
inmunizaciones,

La respuesta midxima despuds de la aplicacidn del -
inmunfgeno en inyecciones multiples intradermicas-
parece ser despuds de un intervalo de algunas 8-10
senanas, si bien, los niveles parecen quedar azltos
por algfin tiempe vy el tiempo de coleccifn no es --
critico (35).

Una vez que un conjugado ha sido preparado, gene--
ralmente no es problema la obtencién de antisuoros
con altos titulos (2).

Despuls de la innmunizecidn, los tftulos de los an-
ticuerpcs desarrollados son monitoreados y el san-
grado final es realizado cuando un titulo adecuado
ha sido logrado. El1 antisuero parece ser completa-
mente estable cuando se almacena a menes 20°C, aun
que se prefiere usuzlmente una temperatura de me--
nos 70°C, Unos pocos mililitros de un antisuerc --
con un titulo alto es frecuenterente suficiente pa

ra millones de determinacicnes nor RIA (1).



£l prosente trabajo se plantef los siguientes obie

tivos:

Praducir Antisueros Policlonales especificos-

contra:

a) CORTISOL

b) LSTRADIOL

c) PROGESTERONA
d) TESTOSTERONA

Estandarizar los reactivos producidos contra-
el material de referencia internacional usado

por la Organizacifn Mundizl de le Salud,



MATERIAL Y 4ETODOS.

PREPARACION DE LOS INMUNOGENOS.

Se han sfntetizado cada uno de los siguientes deri~
vados de esteroides:

1.- Testosterona-3-Carboximetiloxima

2.« Cortisol-3-Carboximetiloxime

3,- 17 beta Hstradiol-6-Carboximetilexinma

4.- Progesterona-1t-Hemisuccinato

La sfntesis qufmica se realizd en el Departamento -
do Guimica Orgfniza de la Divisibn ce Estudios de -
Posgrado de 1a Facultad de Quimica de la Universi--
dad sacional Autbnoma de M8xico, vor el Dr.Gustavo-
sarcfa de la Mora, quien tiene amplia experlencia -
on estos procesos y esté reconocido como experto en
sintesis de compuestos orgfnicos por la Organizae=-
ci8n Mundial de la Salud. Se ha logrado la conjuga-
cifn con Albumina S8rica Bovina de cada uno de los-
derivados mencionados anteriormente.

BSQUEMA DE INMUNIZACIUHN,

Los inmunBgenos (derivados de estervides acoplados-
con Albumina S&rica Bovina), han sido inoculados en
conejos machos de tres meses de edad de la raza Nue

va Zelanda, con ¢l objeto de inducir una rospuesta-

inmunol8gcica en los animales, que se manifieste por



la producci8n de inmunoglobulinas especificas con-

tra la hormona esteroide en su forma pura.

En la inmunizacifn de los conejos es necesario con

tar con ol sigulente Material y Equipo:

1) Conjugado Lsteroide-ASB

2) Buffer de Fosfatos

3) Adyuvante Completo de Freund”s

4) Bordetella Pertussis Detoxificada

5) Jeringa de vidrio (10 nl)

6) Conejos nachos de tres meses de edad de la raza-
Nueva Zolande

7) Llave de dos vi{as para emulsifin

8) Jeringas wnara insulina {1 nl)

Freporacifn de Matoriales:

Buffer de Fosfatos: Hervir un litrc Je agus desioni

zada, una vez hecho esto, se agregan 2,35 gr de Fog

fato de Scdio Monobh8sico Anhidro (N3H2P04); 11.6 gr

de Fosfato Dibfsico Anhidro (N32HP04}; 8.8 gr de =-

Cleruro de Sodie (Nacl)y 0.1 2r de Thimerosail v 1 -

ar de pelatina, S¢ deja repcssr en el cuarte frio.-

L1 pl debe estar entre 7.2 y 7.4 Emulsifin para Inmy

nizacifn (Individual): Disolver I0C ug del inmunbge

no (Coniugado esteroide~ASR) en 750 ul de arortigua

doy de fosfatos v mezclay con un volumen senejante-



de una suspensién de Bordetella Pertussis detoxifi-

cada que contenga 0.5 millones de bacterias, A la ~

mezcla resultante se agregan 1.5 ml de Adyuvante ~--

Completo Jde Freund®s. Mezclar bien el material usan

do dos jeringas de cristal de 1Y ml y una llave de-

dos vfas aspirando alternadamente, hasta obtener --
una rcoasistencia viscosa y un colox blanco.

Procsdinisnto de Innunizacisn:

4} Rasarst los conejos desde el dorso y borde proxi
mal.

b) Usando l2s jerinpgas para insulina, inocular en -
Forma intradermica en 25 diferentes sitios (1090-
M1d,

¢) Aplicar 2.5 ml por via subcutfinen de Bordetelia-
Pertussis detoxificoeda,

Pasadas tres semanas, se aplican 2 ml de Adyuvante-

Completo de Freund”s per vias intradermica en 20 si-

tios Jdel dorse, A la cuarra semana se inicia la co-

leccifn de zangre (toma de nuestras) de caua uno de
1os anircles incculades, wedisnte puncifn de ia ve-
ng marginal Jde la oreja, Se separa ¢ suUGTO Y S€ ~-
busca la presencia de anticuerpos especifices con--

tra las hormonas esteroides,



ESQUEMA DE TRABAJO. 695102 N
E1 Departamento de BiolBSgia de la Reproduccibn Ani-
mal de la Universidad AutSnoma Metropolitana-Iztapa
lapa, pronorcion$§ la totalidad de conejos que se --
utilizaror; mismos que fueron instalados en el bio-
terio con que cuenta el departamento.
En una primera etapa, se trabajo con 5 conejos con-
los sipuientes pesos:
Conejo # 1: 2,300 Kg

Z: 1,800 Kg

31 2.150 Kg

4: 2,000 Kg

St 1,500 Kg
Estos conejos fueron inoculados sigulendo el esque-
ma de inmunizecisn anterior, excepte que no se anli
c8 o1 conjuredo esteroide~-ASB, La finalidad de ello
fué para establecer las condiciones fisicas y mate-
riales con gue se ostaria trabajando; establecer si
l1os conejos respondfan de panera adecuada en lm for
macibn de gronulomas; si no existia una respuests -
hiperipmune y, en gencral, conocer el manejo y alii-
mentacidu asi cowo aspectos dJde sanidad con que cuen

ta el biloterio. Al respecto, cabe seflalar que no hu



bo problemas en el bhioterio vy si gran disposicibn-
de colaboracisn por todas los elementos encargados
del nismo, 1! alimento proporcionado de marca co--
mercial (Conejina de Purina) fué del agrado de los
aninales; la formacifn de granulomas en el dorso -
do 1los coneios fué positiva y de un nfimern adecua-~

doj no s

(4]

ohservd stntomas de trastornos fisiolBai

-

co

|

Q&

transcurso de este perfodo mismo nua se-

inici8

&)
[

%z de noviembre de 1986 v concluy$ ssis -
samanas desnués, el dfa 15 de Diciemhre del mismo-
afio.

Una vez realizada asta primera etana, se nrocedif-
a desarrollar a1 nrograma de tradbaio para obtener-
l1os antisuesros especificos contra cada derivado as
teroide.

Siguiendo i esquema de inmunizacifin sefialado ante
riormente, se procedid a inocalar a 4 conejos con-
tra 17 beta Hstradiol. ¥1 niercoles 17 .e diciom--
bre de 1986, se nmasaron cuatro consjos machos de -
1a raza ¥Nusva Zelanda :le tres neses de edad., Los -
pesos fueron los slguientes:

Conejo # 1: 1,900 Kg

2: 2,400 K¢



33 2.400 Ko
43 2.100 Xy

11 mismo dfa Fueron rasurados dasde el dorso y box
das vproximal, Al dfa siquiente, jueves 18, se prang
% 1a omal3idn v se aplic8 intradermicamente a ca-
da uno de las conejos ua total de 2.5 ml de la sus
pannsifn, asi como 1.5 2l de unsz solucifn que conte
nia 3orletalla Partussis v 3e anlico »or via subcy
t8noa. S» les claslfic8 como xI, EII, RIIT y EIV,

Tras somanas despufs (3-1-37), se les aplich =i r2
fayerzo con 2 1l 4z advuvante cowmpleto de Tround”®a-

nor via intradermica 2z cada animal. Se apraciaron-
H H

tir Js1 jueves 13 de sznero Jde 1987, so towaroa ---
muestras sacguineas de la vona marginal de 1a ore-
jo de cada wno Jo 19s coaejos ¥ 58 sacrifizaron el
17 e Fasrers, La 21 Traascurso dz ests pericdo ny
ri§ ol conejo ZII nor desnucaniento al sstar colog
tando S2ACT2.

3¢ continfin ol wartes 17 de marzo con la inmuniza-
cifa de cuatro consjos contre Prosesteona-11-Hemi
succinate, vy cuyos pesos fueron los sigulentes:

Conejo # 1: 2,600 Xg



2 2.400 Re
1 2,300 Kg

T
e

SO }{Sf" CI. i

;)
13

i€i¢h como PI, PII, PITT y PIV. Bl re-~
fuerzo 7ud aplicado el 7 de Abril, observlndose un
promedic de 15 granulomas por animal,

La primera nuestra se tond ol 14 de abril y s¢ sa-
crificaror: el I3 de julio. lubo necesidad de rein-
mininar el 25 de junic. Ln el transcurso de la sox
ta semana murid el conejo PIIL.

E1 ¢ ¢e juntode 1327, se inmunizaron tres conejos-
contre Cortirzel-3-(MO, Los peses fueron los si----
guientes:

Coneio # 1% 3,Z50 Ky

2y 3,400 Kg

3

: 3,500 Kg
Lstes coneicy contaban ys con custro meses uve edad

y g¢e clasificaron coms €I, CIT y CITI. I1 &5 de ju

e

rin se as7iicl el rafuerzo con ALY y 4 rartir cel 1
de julie se comenzf g tomar lus muesiras sanculis---
neas, wostrande un promedio de 13 vranviomas vor -

snimal.



Fueron sacrificados el 15 de octubre finicamente -~
los conajos Cl1 y C{I, el CIII se sacrificd o1 30 -
de Noviembre. Se reinmunizaron el 17 de agosto y -
el 19 de octubre recibid una segunda reinmuniza---
cién el conojo CIII.
#2 17 de agosto de 1987, se inmunizaron tres cone-
jos contra Testosterona-3-CMO. Los pesos fuearon -«
ios sigcuiantes:
Conejo 4 1: 2.400 &g
2: 1,300 Kz
3: 0 2,190 Xg
4L 7 de sentienbre se anlicé of refuerio Usaiuo --
ALF, mostrando los animales 17 aranulomas en promg
ding. =21 14 Jde sentiembre sc inicifé la toma Jde ----
mucstras. Se veoimmumizaron los conejos W1, TID y -
111 o1 1o de octubre v so sacrificarcn el 3U de -
novioemhra.

HYALUACTON LE LOS ANTISUERDSL.

inmunizacidr ce los animales, se ovalud una alique

-t

1a del sucre para identilicar la prescacia d2 anti

e

uerros especificos contra ia wornmena estercidu -~

inoeulada. Lo evaluaeifn se hace s intervalos sumg



pales hastn que se logren los tftulos de antisug
ro Sptimos, en cuyo caso el aninal es sacrifica-
dn para colectar la mayor cantidad de suero san-
suineo posible.

La estrateria de evaluaciSn del suero comprende-
las siguientes ctapas:

a) Curvas de bBilucibn del Suero (Fnsayos de Unién).
Pare cada aliguota de suero ohtenida se praparan
curvas de diluci8n del suero, emnleando como tra
zedor a2 1a hormona esteroide marcada con tritie,
Se busca ung dilucién del suerc de por 1o menos-
1:4 5600 yue demuestre uns adecuadsa unifn al tra-
zador (5U%). Lna ver logrado esto, serfin se---<-
leccionadns rara el resto de las pruebas,

b) Tiemnos de lacubacifn.

A fin de nantener un mismo manual de nrocedi----
mientas nara todos los anfilisis que involucren -
ia cuantificacifn de hormonns esteroides, se dee
terminz el tienpo Sptimo nara el equilibrio de -
1n rsaccifin antfrenc-anticuerno a 4%°C (1).

¢) Lspecificidad de los Antisueros ¥y Paaccifn ==
Cruzada a 53% B/Bo.

Les diluciones escogidas de acuerdo 2 la seasibl



lidad y estabilidad de la reaccidn, son someti--
das a pruebas de especificidad, empleando este--
roides naturales como semejanza estructural a la
hormona que se emplead como inmundgeno.

Se determina el porcentaje de la reaccidn cruza-
da al 50% de unidn del trazador, seleccionando -
para las pruebas de equivalencia los sueros que-
resultan altamente especificos.

a) Curvas de Lilucibn dei Suero: Las muestras --
sanguineas towadas de cada animal a intervalos -
sewanales, fueron andlizadas en e1 laboratorio -

el departamento de iols

(4N

de Hormonas IPsteroices
gfa de la Reproduccién del I.W.N.S.Z,

Como primer paso, se procede a centrifugavr las -
muestras az 2500 rpm, por espacic de 20 mirnutos.
Posteriormente se retira el coagulo y se colecta
el suero en uvnos viales de cristal; sc¢ rotula ca

da vial anotando la fecha, ulmero de sangrado y-

w

hormona contra la gue fué inmunizade el conejo.

Pare cada suerc colectado irdctica una curva-

0
[
]

e dilucidn empleando los siguientes Materiales-
y Equipos:
1.=- Suerc Celectado

2.~ Buffer de Fosfatos



5.~ Truzador (harmonasﬁ)

$.~ 50l. de CarbBn Dextran

5. Licuidn de Centelleo

€.« Piveras uxford graduada de 200-1C0D ul

7.- Plunets yraduada de 200 ul

B,= Puatas pare pipetas

J. Vortex (Syoron Thermwoline}

13.~Tralilla para tubos de ¢asaye

11.~Tunos Je Lasayo

12.~Coatador de Centelloo LIquldo da detas
13.~Viaias de Lristal (Cajas de 139D

14, ~3ensrifurza refrigerada 2 4%C nare 100 wubes.
153.~Rafricerador {4%0)

15, ~Recinientas osara sl hisio ascarchadoe

17.~iilelo L3CATCRAGO

Praparacidn de faterialoes,

suffer dv Fosfatos: Como lo Jdescrito mmteriorrmente,
Trazador {sormona 3&): Bitulr con Huffer mara obdte
ner 17 069 ¢pm. S0l, Carbd8u Dextran: In 100 wl de-
puffer se agreszan 0,0613 cor Jde Dextran y 0,615 are
de CarbBn Activado Lavado.

Lfquido de Centellsc: 5@ mazclan 21 mililitres ds-

Alcokol Dtfiico Absoluto vy 42 ni de Ligulfluer y -



despuds se agrega Tolueno hasta obtener un litro.
Protocolo:

Marcar los tubos de ensaye anotando la dilucidn de
que se trate.

En el presente trabajo, se prepararon las siguien-

tes diluciones:

Dilucidn Vol.Inicial . Vol.Diluyente Vol.
(suero) (Buffer) Final
1:10 0.2 ml 1.8 ml 2 ml
1:100 0.2 ml(1:10) 1.8 ml 2 ml
1:1000 0.2 mi(1:100) 1.8 ml 2 ml
1:2000 1 mi(1:1000) 1 ml 2 ml
1:4000 1 mi(1:2000) 1 ml 2 ml
1:6000 1.333 ml(1:4000) 0.667 ml 2 ml
1:3000 1.500 mi(1:6000) 0.500 ml 2 ml
1:10000 1.60C ml(1:8000) 0.400 ml 2 ml
1:12500 1,600 ml(1:10000)0.400 ml 2 ml
LE!SOOO 1.666 ml1(1:12500)0.334 ml 2 ml
1:20000 1.500 ml(1:15000)0.50Q ml 2 ml
1:25000 1.600 mi(31:20000)0.400 ml 2 ml
1:30000 ©1.666 ml(1:25000)Q.334 ml 2 ml
TABLA # 1.

Para la obtencidén de la dilucidén 1:10, se toman --
200 pl del suero sanguineo y se agregan 1.8 ml de-

Buffer, se agita en el vortex y se sacan 200 pl de



esta dilucibn, se agregan 1,8 ml de buffer y ob-
tenemos la dilucién 1:100, Las sipuientes dilu--
ciones son obtenidas de forma similar consideran
do las centidades correspondientes a cada una,
Para la preparacién de cada una de las dilucio--
nes es necesario considerar antes las siguientes
formulas:

Volfimen Inicial X Dilucién Final= Vol,Final X -
Dil.Pinal.

De lo que se desprende:

Vi= V£ X Df
Di

VE= Vi X Di
Df

Di= V£ X Df

Df= Vi X Di
\£4

Una vez obtenidas las diluciones elegidas, se pro
cede a reallizar los Ensayos de UniSn para estable
cer el porcentaje de unién del antisuerc con el -
antfgeno marcado. TeSricamente se establece la si

guiente reaccifn:



995102

Diluciones
Ag* (10,000 cpm), 441 suero —cAgVAceAg®

(Ac) Fraccibn Fraccibn
unida (%) libre

Primeramente se procede a8 marcar por duplicado -
una serie de tubos de ensaye anotando la dilu---
cidn y la clasificaci8n del conejo a8l que perte-
nece el suero y los tubos de Unidn no Especifica,
Los Ensayos de Unifn comprenden:

1.- Antisuero diluido en presencia del trazador,.
2.- Cuentas Totales

3.~ Unién No Especifica

1.~ Por duplicado, a cada tubo se introduce 0,3 -
ml de Buffer Tosfatos; 0.1 ml de marca (hormona-
3H) y 0.1 ml del antisuerc a cada dilucifn. Se -
agitan en el vortsx y se incuban por 18 horas a-
4°C,

2.~ Por duplicado, en cada vial se introducen --
0.1 ml de marca 0.4 ml de Buffer; 5 ml de lfqui-
do de centelleo. Se agitan y se limpian cada «--
vial con alcohol. Se guarda en la caja de viales
protegiéndolo de la luz,.(Esto representa las ---
cuentas totales adicionadas).

3.- Por duplicado, en cada tubo de ensaye se in-

troduce 0.1 ml de marca y 0.4 ml de Buffer Fosfa
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tos. Se agitan y se incuban 186 hrs a 4°C.Se ta-
pa la gradilla con papel aluminio y se rotula -
anotando el nombre del usuario y el trabajo rea
lizado, se llevan al refrigerador junto con los
tubos que corresponden a la unifn no especifica.
En la tabla # 2 se muestra el esquema de traba-
jo.

Pasadas las 13 hrs a 4°C de incubacibn, se pone
la gradilla con todos los tubos sobre hielo es-
carchado y se¢ les agrega a cada tubo 200 ul de-
una solucidn de carb8n dextrfn al 1 % y se sagi-
tan en ¢l vortex. Se les deja reposar por espa-
cio de 30 minutos. Se llevan a la centrifuga re
frigerada a 4°C y se centrifugan a 3000 rpm por
15 minutos. Se sacan de la centrifuga e inmedia
tanente despufs se decantan en viales, se agre-
gan 5 ml de lfcuido de centelleo por vial, Se -
rotula la tapa indicando la dilucibn y el anti-
suero usado asi como los que corresponden a las
uniones no especificas. Se agitan en el vortex,
se limpia cada vial con alcohol y se dejan repo
sar por un minimo de 4 hrs, posteriormente, sa-

llevan al contador de centelleo junto con los -

viales de las cuentas totales.



Bl orden que deben seguir en el contador es co
mo sigue: primero los viales de las cuentas tg
tales, despu&s los que corresponden a las unig
nes no especificas y luego los viales con cada
dilucidn, (los menos diluidos primero). E1 con
tador estf prograemado para contar cada vial --

por espacio de un minuto.

TUBOS NUMERO ul de Buffer pl del pl de cada
0O NOMBRE Trazador Dilucifn
C. Totales 400 100 -
UJNLE, 400 100 - e
1,17 360 100 100 (1:1 K)
2,2° 300 100 100 (1:2 X)
3,3” 300 100 100 (1:4 X)
4,4" 300 100 100 (1:6 K)
5,5" 300 106 100 (1:8 K)
6,6° 300 100 100 (1:10 K)
7,7 300 100 100 (1:12.5 K)
8,87 300 100 100 (1:15 X)
9,97 300 100 100 (1.20 X)
10,10 309 100 100 (1:25 X)
11,117 300 100 100 (1:30 K)
Tabla # 2

Esquems de Trabajo realizado para los ensaycs de

Unién.



El antisuero puro y la dilucifn 1:100 deben ser

conservados a menos 70°C.

Pruebas de Especificidad y Reaccifn Cruzada a -

50% B/Bo.

Continuando con la caracterizacidn de los anti-

cuerpos producidos, se procedi8 a determinar --

que tan especificos eran en base al porcentaje-

de reaccifn cruzada que presentahan con otros -

esteroides semejantes estructuralmente,

Adenfs de los materiales y equipo utilizados en

los ensayos de unién es necesario contar con lo

siguiente:

1.- Estandar del Antigeno

2.~ Bstandares de las hormonas esteroides con -
semejanza estructural,

Preparaciba:

1.~ Para el estandar 1, se toman 500 ul del ---

stock A {(estandar mis concentrado) y se agregan

4,5 m1 de Buffer. De este se toman 0.5 ml y se-

agregan 4.5 ml de Buffer para formar el estan--

dar 2 y asi sucesivamente hasta tener el estan-

dar 6,

2.~ Para el stock A, se prepara una solucién 10

™™ como sigue:



17 B Estradiol: PM 272.4

Solucifn 10 mM 2724 mg/litro
2.724 mg/ml
68,1 mg/25 ml

66,1 mg es lo que se pessa para diluirlo en 25 ml

de alcohol absoluto. Se toman 1J¢ ul de la solu-

cidn alcoholica y se avapora a sequedad en un --

vial. Se¢ reconstituye en 10 nml de buffer de fos-

fatos.

A continuacidn se realizan una serie de dilucio-

nas como sigue:

0.5 ml del Stock A mfis 4.5 ml de buffer
0,5 ml del estandar 1 mfs 4.5 ml de buffer
0.5 ml del estandar 2 mds 4.5 ml de buffer
0.5 il del estandar 3 mfAs 4,5 ml de buffer
0.5 ml del estandar 4 mfls 4.5 ml de buffer
0.5.m1 del estendar 5 nés 4,5 ml de buffer

Lstandar 1
Estandar 2
Estandar 3
Zstandar 4
dstandar 5
Bstandur 6

Cada antisuero fué probado con un grupo de hormo

nas que le son semejantes al antfgeno contra el-

cual fué producido,

A continuacldn se sefiula cada antisuero y su gru

po de hormonas contra los cuales fu$ probado:

17 B Estradiol

1.~ iistronsa



2.~ Estriol

3.~ Cortisol

4.~ 17¢Estradiol

5.~ Btinil Hstradiol

Cortisol

1.~ Desoxicorticosterona

2.~ Corticosterona

3.~ 11-Desoxicortisol

4.~ 17 alfa hidroxiprogesterons

5.~ Progesterona

Tostosterona

1.~ Androstendiol

o AN Androstendiona

3.~ 5 Alfa Dihidrotestosterona

4.~ Cortisol

Procedimiento:

Se marcan por duplicado los tubos do ensaye ano=-
tando los que corresponden a los Do, a los de UNE
y al nfimero de estandar,

Para cada reactaate a cruzar se desarrolls una =-

curva estzadar come sigue:



1-2  Bo—»100 pl As + 100 ul “H + 500 pl de buffer
3-4  UNE-»100 pl “H + 600 pl de buffer

T~
S-6  Std 1
7-8  std 2

9-10 Std 3
L100 ul As + 100 pl “H + 500 pl de cada Std.

11-12 Std 4

13-14 Std 5
15-16 Std 6
~
17-18 Bo —»(igual que los anteriares)
19-20 UNE —s(igual que los anteriores)

El antisuero es usado a la dilucidn elegida y el -
trazador con 10 000 cpm aproximadamente,

La curva estandar para el antigeno se realiza de la
misma forma. En el desarrollo de esta eta?a se si=-
gue él mismo esquema de trabajo que en los ensayos-
de Unién, es decir, el tiempo de incubacidn es de -
18 hrs a 4°C; se agrega Carbdén Dextran, se centrifu
ga a 3000 rpm durante 15 minutos, se decanta, se --

agrega liquido de centelleo y se ponen a contar los

viales.
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La concentracifn de cada estandar de los antfigenos
usados es 1la siguliente:

Cortisol:

Estandar 1 2175.0 pg/0.5 ml

" 1087.5 ©pg/0.5 nl

™y

" 3 543.75 pg/0.5 m}
" 4 271.87 pg/0.5 ml
" 5 135,93 pg/0.5 nl
" 6 67.96 pg/0.5 ml
" 7 33.98 pg/0.5 ml
y7PEstradiol:s

Istanldar 1: 204,83  pg/0.5 ml
" 2: 102.,4  pg/0.5 ml
" 3 51.2  pg/0.5 nl
" 4: 25,86 px/0.5 ml
" 5: 12,8 ﬁg/ﬁ.s al
" 6 6.4 pg/0.5 al

Testosterona:

Estandar 1: 316.8  pg/0.5 ml

"

3
.

158.4  pg/0.5 ml
79,2  pg/8.5 mi

"

" 30,6  pg/0.5 ml

"

*e

13.8  »g/0.5 ml

Lo ] (7] & L
s

re

”

9.9 pg/0.5 ml



ANALISIS DE RESULTADOS.

Con los valores de las cuentas totales, uniones

no especificas y cuentas de cada diluci8n se --

procede a obtener los datos referentes al por--

centaje de unién en cada dilucibn trabajada, pa

ra ello se aplica la siguiente formula:

X de cada dilucin - X de las U.N.E., ¥ 100 = § de Unién
X de 1as C.T.

Todo este protocolo de trabajo se realiz8 de ma -
nera individual para cada suero obtenido por ca-
da conejo y de manera semanal hasta lograr la -~
dilucién elegida con el porcentaje de unién de -
seado. Una vez logrado esto se procede al sacri-
ficio de los conejos a través del sangrado total
por puncién cardiaca.

El curso de la produccifn de antisueros contra -
17 beta Bz-éoCMO-ASB (tabla #3), de los conejos-
inoculados que sobrevivieron siempre fué en for-
ma ascendente. En la tercera semana de muestreos
los sueros de los conejos EI, EIII y EIV, mostra
ban un 31%, 21% y 50% de unifn al trazador res--
pectivamente, en una dilucién de 1:4 000,

En la quinta semana de muestreo, los sueros de -
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095102
estos conejos alcanzaban a unir 32%, 35% y 60% -
respectivamente con el trazador en una dilucibn-
1:8 009, En base a lo anterior se determiné sa--
crificarlos el 19 de febrero de 1987 (sexta sema
na), tratando de obtener el m&ximo de sangre po-
sible.

Los datos del sengrado final indicaron que el --
suero do los conejos EI, EIITI y EIV, unian 33%,-
38% y 52% respectivamente en una dilucibn 1:16 -
000,

Cono se podrf apreciar, los resultados obtenidos
fueron superiores a lco exigido en un principio.-
De los tres sueros, fuf elegido el del conejo --
BIV para continuar la etapa siguiente de caracte
rizacidn por haber sido el que mejor respondif -
de todos., De este conejo se colecto un total da-
30 m1 de suero, so tomaron aliquotas de 500 ul -
cada una y el resto fud almacenado con los demas
a -70°C.

Las grfficas 1, 2 y 3, muestran el comportamien-
to que sigul8 la produccidn de anticuerpos en una
dilucifn 1:16 000 de cada conejo y las graficas-

4, 5y 6 la curva de dilucibn de los sangrados -
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finales de cada conejo.

Los otros sueros obtenidos fueron guardados en -
refrigeraci8n en calidad de segunda o tercera ~-
opcibn de uso para RIA,

£n el caso de P4-11~hemisnccinato-ASB (tabla #4),
la respuesta inmunol8gica fué muy pobre hasta la
octava semana de muestreos e«n que se consider§ -
necesario reinmunizar a los tres conejos que So-
brevivieron.

Ha ia cuarta semana, ¢l suero del conejo PII ««-
unia 28% y parecia poder alcanzar el minimo reque
rido de uni8n (30%) en una dilucibn 1:4 000, des
graciadamente en la quinta semana baj8 su porcen
taje de unidn drSsticamente hasta un 9%, para fa
llecer en el transcurso de la sexta semana, cabe
seflalar que no se practicd necropsia alguna dado
que ol conejo ya habia sido retirado del biote--
rio cuando se paso a ilaspecclonarles,

El resto de los conejos mantuv8 oscilante su pro
duccifn de inmunoglobulinas, pero siempre por de
bajo del 15% de unidn en dilucidn 1:4000,
Después de haber reinmunizado a los tres conejos
restantes, se dejo pasar una semana para posto--

rior a ella comenzar nuevamente a tomar nuestras
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sanguineas semana a semana., En la primera mues
tra de este perfodo se observd que los conejos
PI y PII1, respondieron satisfactoriamente, en
tanto que el conejo PIV se mantuvl casi en el-
mismo nivel; en la segunda semana postreinmuni
zacibn, se logr8 una franca respuesta de los -
tres conejos alcanzando porcentajes de unidn -
al trazador en dilucisn 1:4000 de 28%, 38% y -
23% respectivamente. Se decidi8 en base a es--
tos resultados, sacrificarlos a la siguiente -
semana (tercera postreinmunizacifn), pues ya -
se tenia la experiencia de los conejos trata--
dos contra Estradiol, en el sentido de que es-
te porcentaje de unibn se veria aumentado., De-
safortunadamente, sucedif todo lo contrario,--
los niveles de unifn al trazador cayeron a ni-
veles tan bajos como 13%, 10.62% y 11% para --
los conejos PI, PIII y PIV respectivamente.
Como ninguno de los tres sueros obtuvo el mini
mo de unifn deseado a la dilucifn 1:4000 no se
continud con la caracterizacién de ellos.

Las grificas 7, 8, 9 y 10 muestran la curva de
produccifn de anticuerpos de cada conejo inocu

lado, en una dilucifén 1:4000. Se puede apre---



SYMNMUYWIS

000 %L Id

BOY-0LYNIDINSIWIH-L L -YNOYILEIT0U

- 0%

- 0%

-09

L # e3148370

NQIND 30 %



¢l

auu 1t IT d

oY -0LYNIJONSIWIH-L L -UNOH LS I00YA

-0L

~0¢

~U¢

-0%

N

NOING 30 %

SRR RN}



ek

al

L

oL

6 § L 9 s 4% £ 2

6 # 29148490

poo 4L IID d

gSY-0LYNIIONSIW3H-L L -¥NOHAL53908d

- Ol

- 0¢

- 0%

- 0%

- 06

- 09

NQINN 30 %

- 0L

- 06

- 06

- 001



SYNYMWIES Ob # ®01433Y
2L b oL 6 8 L 9§ v € 2z

- 0L

- 08

- 0

- 0%

- 06

NOINN 30 %

- 09

- 0L

- 08 °

- 06

- 00b

000 %L - N d

BSY~-0LYNTIINSIWIH-L L ~YNOH3153908d



ciar 1ls oscilacién que mostr8 la producciéan -
de anticuernos a lo largo de todo el perfodo-
vy en todos los animales, pero siempre en nlve
les muy bajos. Muestraz, ademls, el efecto que
tiene una reimunizacifn cuando las condicio--
nes lo requieran,

Las grificas 11, 12 y 13, nuestran la curva -
de dilucibn del sangrado final de cada conejo
inmunizado y nuevanmente resalta la pohre pro-
duccibn de‘anticuerpos que se alcanz8 en cads
dilucién probada y, desafortunadamente, por -
todos 1los conejos tratados.

Continuando el orden c¢on que fueron inmuniza-
dos los conejos contra cada hormona, la tabla
# 5 nuestra el curso que sigui8 la produccibn
de anticuerpos contra Cortisol-3-CMO-ASB, Una
ver mis es notoria la susencia de una respues
ta totalmente positiva despuls de seis sema--
nas de muestreo sanguineo,

Aln cuando la respuesta en los tres animales-
tratados es relativamente uniforme, esta se -
mostr8 por Jdebajo de los niveles deseados de-

unién al trazador en dilucisn 1:4000, por ~--
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ello, el 17 de agosto de 1987 se procedi§ a -~
reinmunizar a la totalidad de los animales si--
guiendo el esquema de inmunizaci8n original, ex
cepto que no se aplicd refuerzo alguno posterior
mente, se dej8 pasar una semana Yy & la siguien-
te se volvi8 a continuar con la toma de mues---
tras. Se puede apreciar que los conejos, en go-
neral, respondieron bien a esta reinmunizacifng
pese a aue ¢l conejo CIII siguio mostrando los-
niveles nfs bajos de unifn en relacifn a ios de
nas,

Después de an&lizar 1los resultados del sangrado
de la s38ptina semana postreinmunizacibn, se to-
mo la desici8dn de sacrificar los conojos Cl y -
CII que mostraban ya el minimo deseado de por--
centaje de unidn, siendo sacrificados a la sema
na siguiente { 15 X-87 ). Al conejo CIII se le-
aplic8 una segunda reinmunisacifn con la espe--
ranza de aumentar la respuesta al inmunlgeno, -
sin embargo, cuatro semanas despus, esto no --
fué suficiente para slcanzar el porcentaje de -~
unifn en la dilucidn deseada, por lo que se sa-
crifiéd o1 30-XI-87.

Los resultados del sangrado final de los cone--



jos CI y CII en dilucidn 1:4000 unieron 28J47% y
37.05% respectivamente. El conejo CIIY uni§ ---
24.54% al an8lizarse su sangrado final. Be toma
ron aliquotas del suero del conejo CIl, que al-
canz8 el mayor porcentaje de unifn, para conti-
nuar con su caracterizaci8n, E1 resto de los --
sueros fueron desechados para uso en pruebas de
Radioinmunoan8lisis.

Las grificas 14, 15 y 16 nuestran la curva de -
producciSn de anticuerpos de cada conejo en di-
1uci8an 1:4900 y las grificas 17, 18y 12 que co
rrespoaden @ la curve de dilucifn del sangrado-
final.

11 filtino inmunbgenc aplicado ful Testostarona-
1-CMN-ASE, y como se puede apreciar en la tabla
#6, que nuestre el comportamiento que sigujeron
los tres conejos en la produccidn de anticuer--
pos despufs de cinco semanas de nuegtreo, los -
porcentajes de unifn continuaban afin bajos por-
lec que se reinmunizd en la sexta semana (19~X=-
87) a todos los animales. la primera nmuestra -«
sanguincs tomada postreinmunizacibn, indica una
respuesta positiva en los tres aninales, elevan
dose considerablemente el porcentaje de unibn -

al trazader en cada una de las diluciones tra--
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bajadas, resalta, sin embargo la inferioridad -
del conejo TIII en relacidn a los demas, pese a
que mostraba niveles superiores de produccibén -
en las diluciones 1:1000 y 1:2000, en la etapa-~
anterior a la reinmunizacién.

En las tres semanas anteriores al sacrificio,el
conejo TII observ8 una elevacifn constante sema
na a semana y por arriba de los niveles de pro-
duccién del resto de los animales. El conejo -~
TIII, también continuo superando constantemente
su porcentaje de unifn, pero siempre en niveles
inferiores. En el caso del conejo TI, se obser-
v6 una caida considerable en la segunda :8emana-
postreinmunizacidn, afortunadamente se recupero
en la tercera y cuarta semana, pero ya no alcan
zo los niveles de la primera.

En la cuarta semana después de haber reinmuniza
do, el conejo TII nos indicaba ya el porcentaje
de unifn deseado en la dilucifn 1:4000, se deci
di8 entoncen sacrificarlos a todos los conejos-
en la semana siguiente (30-XI-87). Se consider6
innecesario aplicar una gegunda reinmunizacién-
a los conejos TI y TIII, pues se observl en el-

caso de anticortisol que una segunda reinmuniza



"¢i8n no provocaba efectos favorables que justi-
caran su uso, El anfllisis del sueroc de sangrado
final del conejo TII, arrojd resultados favora-
bles, pues en la dilucifn 1:4000 uni$§ 39.72%, -
es decir, aicanz8 a aumentar un poco més en re-
lacifn 2 la penfiltima semana, lo que no sucedi8
con el resto de los animales,

Las grfificas 20, 21 y 22 ilustran la produccién
que sipuieron los conejos TI, TIl y TIII. La -~
grifica # 21 corresponde al esquema de pro- - -
duccibn que sigui8 el conejo TII y nos muestra-
los niveles de produccidn tan bajos que obtuvo-
en las primeras cinco semanas y el efecto positi
vo que ejercid la reinmunizacifn para elevar sl
porcentaje de unidn al trazador.

Una vez mds se logrS alcanzar el porcentaje de-
unidén para la dilucibn fijada en un principio.-
Lste antisuero (TII), fué seleccionado pars con
tinuar com su caracterizacifén, tomandose tam---
bién las aliquotas correspondientes y guardando
el resto del suero colectado, Los otros sueros-
fueron desechados para ser utilizados posterior
mente e incluso no se continul con su caracteri

zaci8n.
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Las grificas 23,24 y 25, muestran las curvas de
diluci8n del sangrado final de cada conejo.

Con la obtencifn de los resultados del sangrado
final de los conejos inmunizados contra Testos-
terona-3-CM0-ASB y teniendo ya los correspon«--
dientes a los demas inmun6genos concluye la pri
mera etapa (<nsayos de Uni8n) de caracteriza---
ci8n de los antisueros,

La prffica # 26, muestra la curva estandar de -
cada unna de¢ las hormonas con que fué probado el
antisuero contra 17 p Estradiol y de la curva es
tandar del prropio antfigeno.

Se aprecia que el antisuerc tiene un alto grado
de especificidad pues s8lo cruza 1.28% con Es«-
trona; con Estriol prfcticamente no cruza, pues
su nivel de reaccidn cruzada es de 0,.03%; con -
BEtinil Estradiol s8lo 0.005V y con Cortisol y -
17« Estradiol definitivamente no cruza,

Cabe resaltar que este antisuero se trabajd on-
dilucién de 1:16000 y la implicacifén directa -
que estc tiene con el nfimero de pruebas en que-
puede ser utilizado.

La gr&fica de reaccifn crurzada (fig.#27), en el

caso de] antisuero contra Cortisol nos musstra-
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un porcantaje de reaccifn cruzada muy elevado con
11-Desoxicortisol del ordem de 52,22%; con 17«
OHP, cruza 1.6%; con Corticosterona tan s8lo - -~
0.52%; con Desoxicorticosterona 0.16% y con Pro--
gesterona 0,03%,

De magnera general, podemos considerar que este an
tisuero cuenta con una buena especificidad, afin -
cuando tienc el inconveniente de cruzar mfs de la
mitad de 81 con 1i1-Desoxicortisol . Sin embargo -
1os demBs reactantes con log cuales fu$ probado -
no confunden al antisuero m&s halla del 2%,

Cabe hacer notar que el antisuero fué trabajado -
en una dilucifbn 1:3000 para tener un mayor porcen
taje de unifn al antisuero,

En el caso del antisuero contra Testosterona (grf
fica # 28), su prueba de reaccifn cruzada nos in-
dica los siguientes resultados: 5« ~DHT cruza un-
54; Androstendiona 2.5% y androstandiol 0.05% y-
con Cortisol no cruza.

Podemos observar que este antisuero es también --
muy especifico de su antfgeno ya que su porcenta-
je de reaccién cruzada mis alto es de 5% con ~ <~
5 «=DHT y fué trebajado en una dilucibn 1:4000 --

que nos indica que puede ser utilizado en varios-
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trabajos de Radioinmunoan8lisis.

Una vez obtenidos los resultados de las pruebas de
reaccifn cruzada de cada antisuero producido cone-
cluye la fase de evaluacidn de los antisueros y --
marca el cumplimiento parcial del primer objetivo-
irpuesto al inicio de este trabajo. Desafoftunada-
mente no fu€ posible producir anticuerpos contra -
Progesterona como estsba planteado al inicio de es

te trabajo.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se logr8 la produccifn de antisueros contra Estra
diol, Cortisocl y Testosterona.

En el caso de Estradiol, los resultados obtenidos
fueron muy superiores a las exigencias minimas de
produccidn que se tenian establecidas. Se alcanzd
en una dilucibn 1:16000 un porcentaje de unibn --
del 529, que nos indica la respuesta inmunol8gica
tan positiva y por ende la produccibn de anticuer
pos tan elevada que se obtuvo. Asi mismo, el pe--
riodo de produccifn para obtener estos resultados
fué el mis corto de todos, no hubo necesidad de--
reinmunizar y se obtuvo una excelente respuesta -
general en los animales inoculados que sobrevivie
ron,

Cabe destacar, que todos los animales superaron -
grandemente 10s requerimientos de produccién mini
mos deseados,

Durante la fase de exposici8n al inmunbgeno, los-
conejos consumieron alimento de manera normal y -
no se presentaron sintomas que nos indicaran al--

glin trastorno patologico. En el caso del conejo -
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E II, que fallecid por desnucamiento, conviene
apuntar que no se contaba aln con experiencia -
en el manejo de los animales y coleccidén de ---
muestras sanguineas.,

La evaluacidn del antisuero elegido, indica un-

grado adecuado de especificidad para su antige-

no ya que su porcentaje de reaccifn cruzada mis

elevado es menor al 2% y no representa de ningu

na manera una limitante para uso. La sensibili-

dad de ensayos es adecuada por la curva estan--

dar del antigeno. Asi mismo, se obtuvo una bue-

na cantidad de suero sanguineo que al ser traba

jado en la dilucifn sefialada anteriormente permi
tird realizar una gran cantidad de Radioinmunoa-
nflisis,

Los resultados presentados indican que el inmunb
geno utilizado fué lo suficientemente agresivo -
en su estimulo y que la conjugacifn llevada a ca
bo es la adecdada para obtener antigueros especi
ficos.

En el caso del antisuero contra Cortisol, no se-

observaron resultados tan satisfactorios en cuem

to a la produccién de anticuerpos, sin embargo,-
las curvas de dilucifn ncs indican un porcentaje
de unidn superior al minimo deseado en la dilu--

cisén 1:4000,
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Despufs de varias semanas de exposicifn al in-
munSgeno, en las que no se lograba el porcenta
je de unidn minimo deseado en la dilucidn refe
rida, se precis$ reinumunizar a los conejos a -
fin de estimular mfis al sistema inmunolfgico.-
Afortunadamente, esta acci8n nos permxiti§ sa--
tisfacer integramente lo3 requerimientos de --
produccifn de anticuerpos que se tenfan marca-
dos con anterioridad. Podemos considerar que -
este inmunSgeno no fué tan agresivo como el de
8stradiol ya que el tiempo de exposicién de --
los animales fu€ mayor e incluso hubo necesi--
dad de reinmunizar. Asl mismo, s8lo un conejo-
respondi8 satisfactoriamente, al respecto es -
necesario sefialar que el nfimero de animales --
utilizados fuf muy pequefio, pues se recomienda
utilizar un minimo de diez animales por inmund
geno a aplicar y nosotros s8lo trabajamos 4 --
animales como méximo, en el caso de Cortisoly-
Testosterona se utilizaron tan s8lo 3 conejos.
La causa fundamental de esta accifn fu8 debida
a 1a falta dJde espaclo y de jaulas en el blote-
rio. La segunda reinmunizacidn aplicada al co~
nejo CIII, no tuvo el mismo efecto que la pri-
mera reinmunizacidn ya que posterior a ello --

existieron fluctuaciones mfnimas que no permitie
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ron alcanzar las necesidades mfInimas de pro---
duccibn, lo que nos indica la inutilidad de -
una tercera inmunizacifn.

Los resultados obtenidos del anflisis de este-
antisuerc nos indican una buena especificidad-
para con su antfgeno. Ll elevado porcentaje de
reaccidn cruzada que muestra para con 1i1-Deso-
xicortisol, es un dato de gran importancia que
permite ajustar resultados en pruebas de Radio
inmunoirBlisis que utilizen este antisuero.

La deficlencia de especificidad en este senti-
do no implica una limitante en su uso. sino --
mis bien un factor de consideracifn en el and-
lisis de las muestras desconocidas.

El resto de las hormonas usadas pars confundir
al antisuero muestran porcentajes demasiado ba
jos, que no llegan siquiere al 2% de reacciln-
cruzada.

La curva estandar del antfgeno empleado nos in
dica que 1z sensibilidad del ensayo es adecua-
da pues el antisuero utilizado reconoce la con
centracifn m&s pequefia contenida en el estan--

dar nimero siete.
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E1l antisuero contra Testosterona también llevé
implicita la necesidad de reinmunizar los cong
jos tras un perfodo en el que se tenian porcen
tajes de unifn demasiado bajos. Se mostrS§, una
ver mfis, que la reinmunizaci8n tiene efectos -
positivos sobre el aumento en la produccibn de
anticuerpos; ello esta acorde con 1o sefinlado-
en la literatura respecto a la respuesta dada-
a una primera reinmunizacién por la capacidad-
de memoria inmunolSgica con que cuenta el orga
aismo, B1 porcentaje de unidén del sangrado fi-
nal fué superior al sefialado como mfnimo en la
dilucidn 1:4000.

Adn cuando s6lo un conejo respondid satisfacto
riamente, es necesario resaltar el hecho de --
que s8lo se trabajaron un total de tres, lo --
que nos limita los resultados finales que se -
pudieron haber obtenido si el nfimero de anima-
les hubiera sido mayor.

Desafortunadamente, los logros obtenidos con =~
el inmun8geno contra Estradiol no pudieron ser
igualados en cuanto a la respuesta manifestada

por los animales,lo que nos hace reflexionar -
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sobre una posible deficiencia en la calidad del
inmunbgeno o tal ver en un desacoplamiento del-
esteroide a la protefna, pues el proceso de in-
munizacifn fu€ el mismo, ningln conejo manifes-
to sintomas patologicos y recibieron el mismo -
nanejo y alimentacibn que los otros.

BEn cuanto a la especificidad y reaccifn cruzada,
podemos concluir una vezr més, que la conjuga---
cifn llevada a cabo fuf la adecuada para obte--
ner antisueros especificos a su antfgeno, pues-
el mayor porcentaje de reaccifin cruzada alcanza
do fufé del 5%, lo que no representa un factor -
de rechazo para su uso en pruebas de Radioinmu-
noanfilisis, Incluso se pudo constatar de manera
prictica 1o sefialado en los antecedentes, en el-
sentido de que la posicifn 3 y el puente Carbo-
ximetiloxima, son condiciones necesarias que de
terminan especificidad en los anticuerpos produ
cidos. Asi mismo, observa tambibn uns sensibili
dad de ensayos adecuada que se desprende por la
curva estandar que se realiz8 para el antigeno.
Lamentablemente, en el caso del antisuero con--

tra Progesterona no se logr8 su obtencisn y pos
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terior caracterizacifn, dado que el sangrado -
final arrojo resultados negativos. La curva de
dilucidn de cada conejo no alcanzd los porcenb’
tajes de unidn en la dilucién fijada como mini
ma, pese a que en la semana anterior al sacri-
ficio mostraban niveles de produccién muy posi
tivos. Sin embargo, se presentd un descenso en-
la produccidn de anticuerpos. Se manifests tapg
bi&n una buena respuesta a la reinmuzacidn que
nos permitifé una buena respuesta perm no pro--
longada como se esperaba.

El descenso tan pronunciado que se observd de-
una semana a otra obedece fundamentalmente a -
que los animales sufrieron una alteracibn en -
su estado de salud, pues en el transcurso de -
la filtima semana se observaron sintomas de dis
nea, anorexia y pérdida de peso, ello nos mo--
tivo a sacrificarlos para aprovechar los nive-
les de produccidén con que se contaba, lo que -
lamentablemente no sucedio. En el caso del co-
nejo PII que murio en el transcurso del perfo-
do de produccifn, no se priactico necropsia ~--
puesto que el animal habia sido ya retirado del

bioterio. Sin embargo, se cuenta con informa--
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cibn extraoficial proveniente del bioterio del
Instituto Nacional de la Nutricibn Salvador Zu
biran, en el sentido de gque los animales pade-
cen una dJeumonia que los conduce a la muerte.-
AGn cuando este animal dfas antes de su falle-
cimiento tambidn present8 sintomas de trastor-
nos fisiolfgicos, donde se destacaban los de -
carfcter respiratorio dfas antes de su falleci
miento, los niveles de produccibn no alcanza--
ban alin los seflalados como minimos, por lo que
se decidid esperar una recuperacibn del mismo,
lo que no sucedio. Hs en estos casos, en donde
se hace mfs patente el contar con un mayor nfi-
mero de animales a fin de ampliar las posibilji
dades de exito.

Las curvas de desplazamiento que se obtuvieron
con los antisueros obtenidos son identicos a -
las producidas con el antisuero de referencia-
(Organizacibn Mundial de la Salud), por lo tan
to, se concluye que en forma liquida al menos,
los anticuerpos son equivalentes., La segunda -
etapa de evaluacibn final de los anticuerpos -
seri cuando éstos se produscan en forma liofi-

lizada, para este proceso se requiere el con -



curso de 1a industria farmaceutica, por lo que
el proceso final de estandarizacifn rsbasa el-

nlanteamiento inicial de este trabajo de tésis,
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