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I N T R O D U C C I O N  

La investiracidn biomgdica y la preseacrión de ser-- 

vicios m6dicos en el Brea de reproducción humana, - 
particularmente on la regulación de la fertilidad - 
(planificacibn familiar e infertilidad), es una 0 - 0  

prioridad en materia de salud en nuestro país. Por- 

otra parte, la investigacián y mejoraniento de los- 

sistemas de produccidn animal para consumo humano - 
no se han desarrollado con la velocidad que el cre- 

cimiento socfodemogrlfico impone. 

La reproduccibn debe ser siempre considerada como - 
uno de Los mayores factores limitantes en produc--- 

ci6n animal y auchos de los mbtodos modernos para - 
mejorar la reproducción se basan sobre la habilidad 

para medir niveles hormonales an sangre y leche ( 1 3 7  

La evaluacidn del aspecto funcional de los diferen- 

tes órganos (glándulas de secreción interna) que - -  
participan en el fenomeno reproductor, se realiza - 
mediante la produccibn de hormonas ospacfficas y / o -  

la respuesta que manifiestan a estímulos hormonales 

o farmacoiógicos ospecÍficos. Lae concentraciones - 
en el plasma sanguine0 do las denominadas hormonas 



esteroidec,  en la mayoría de los marniferos inc luido  

el hombre, son del orden de nanogramos o picogramos 

por miiiiitro (1  x t o o 9  y 1 x I O  -12 g / l )  1u cual i t a i  I 

plica que para su cuantificacibn se requiera de un- 

método analftico qua sea ssnsibla, especffico,  re-- 

producible, preciso,  exacto y principalmente econb- 

mico. En la. actualidad, el uso de tpntisueros especl - 
f icos  y radiondclidos con a l t a  activldad especffica, 

hace posible qiis se cumplan los requisitos antes - -  
mencionados a excapcian del último punto. 

El aspecto econ6mico es Q G ~  mbs limitante que, el 0 -  

tecnolbgíco ; tam que el Radioinmunoanalisis sea una 

matodologfa accesible 3 la mayorla de los centros - 
ds investigación y asistencia que trabajan en el - -  
drea de la reproducción humana y animal. 

En bIdxico no se dispone de antfsueros específ icos  - 
contra hornonas esteroídes ni de soluciones valora- 

das de concentraciones conocidas de las mismas - - -  
(estandaras) de producción nacional. En efecto, l a -  

gran mayorfa de í o s  laboratorios que cuantifican es - 
te grupo de hormonas en instituciones del sector sa  - 
lud obtiane el nater ia l  niedionte representantes de- 

compañias transnacionaies o ?or importacien directa.  



Un c o s t o  estinada promejlio por deterzinacibn oscila 

antre $ 2.00 y 9; 5 . 0 0  U.§. Dolares, dependiendo d e l  

volbmsn de reactivos adquiridos y si la presenta--- 

cibn 6s en estuche o a granel. 

Un nbniero l initwlo de laboratorios obtisrsa el mate- 

rial inodiante douaciones üa agencias internacima-- 

los, p r o  siempre on apoyo a programas ostablacidos 

de i a v e s t i p c i b n .  A e s t o  respecto ofsi importante rnon 

cionsr que la dieniranda de reactivos BS tan grande - -  
clue algunas agencias, cono l a  Organizaciún Mundial- 

d0 la Salud iia docidido que para poder continuar su 

apoyo a los solicitantes deba de cargar una cuota - 
do raeupuracidn que ha estimado 0n S 0 . 3 5  U.S. DOILL  - 
res por muestra a analizar. AGn cuando los costos - 
son notabismato inferiores tt los cowrciaies ,  l a  - 
adquisfcidn de material de ConsUlfto en divisas fuer- 

tats representa una erogación de recursos y una eon- 

tinua dependencia tecuoibgies.  

ifu nuestro pafs ,  ex is te  la tecnología B infrsestruc - 
turu para iniciar l a  produccfbn d e  í o s  antisueras - 
especfficos y 1s yreparaci6n de estandares, quedan- 

do solansnte como inatorial do inporracfdn loo traza - 
dores radfectfvos. 



ii1 ¿!.esarrollo d e l  trabajo experimental de tesis aqul 

presentado significa m ~ V B R C O  en la sulstitucibn - 
de importaciones y en la autosuficiencia para el --- 
abasto da los íniaumos requeridos pars is invest iga- -  

c i d n  y l a  asistencia on e1 ársli de l a  f is iQlWsa de- 

l a  reproduccf6it. kil mismo, €ama :)arte da un progra- 

hita de produccidrr du reactivos primarios para radioin 

munaanálisis quu recio@ apoyo de %a Organiraci6n MUA - 
d i a l  LIS l a  9alua (Glriepbra, Suiza) y del Consejo Nag- 

cionnl de Ciet~icia y Tecnología i.li%xico, D . F . ) .  

La coordiusici6zr de todo el proceso BS rasponsabili-- 

dad de1 U e p a ~ t s a s n t o  de, tiiología de l a  Heproduccibn- 

d e l  Ins t i tu to  :qacionaP de l a  Nutricidn Salvador Zubi 

r & ~  ( r m w )  y t i m a  la perspectiva de proporcionar - 
estos cl m u y  bajo casto en í o s  centros de investiga-- 

cidn del pazs .  

Se plasiea producir antisuemas policlonales sspecLf i- 

cos contra Cortisol,  Progestarona, Testostsrona y Es- 

tradiol por su relevante impostoncia en el &sarro--  

110 de ixivestigaciones, nonitoreo do trat&aisntos, - 
diagnbstico, etc , ,  en e l  fffenbmeno de la raproduccfou. 

Lsta acciún es parte 3si programa de: “iortáiecimfen- 

to” a 10s centros der c~ labosac ibn  qua la OMS tiene - 
establecidos y cuya f i n a l i d a d  os ui d e  regionalizar- 



ler proctuccidn de reactivos primarios para e l  radioin - 
munoanálísis y crear un banco mundial de reactivos - 
do igual calidticl. i3tros prugramns nacionales da pro- 

duccibn de reactivos semejantes a l  aquf presentado--  

se han inicindo en l a  Hopbblicn Popular d e  China, In ..) 

ciia y Cuba, 

En e s t e  trabajo participan diverarríis inst i tucicmes - 0  

con instalaciones adecuadas y experioncia t~ l a s  d i  - 
Estrantess erapas que requiere l a  real izac ión dsi m i s -  

mo. 

La síntesis quhica de los innunbgenos se realize en 

el Liepartanento de QuiXrnica Orgaaiccs da l a  DivisilSn - 
de Estudios de Postgrado dé Is Percultad de QuPmica - 
Ubr l a  U.>S.A.X., por el Dr. Gustavo Garcfa de X r i  Mora, 

La inmunizaci8n de los sininr~log de laboratorio y la- 

obtenci6n de los antisueras se l l e v a  a cabo en e i  -- 
b i o t s r í o  diol Uspartanento de BiologIa do la íiepro--- 

dwccidn do la 3,A.M-IztttpXapa. 

La caracterizacidn y evaluaciQn de ios antisueras se 

realiza en 31 laboratorio íh Hormonas Zstsroiliiets d e l  

Dspartoomnto 6s Biologfa de l a  r e p r ~ d u c ~ i 6 n  del - - -  
f.rV,hi,S.Z, 
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A N T E C E D B N T E S  

Desde 01 desarrollo de AnSlisis Radioinnunolbgicos, ha - 
ce algunos 20 afios, todo el camyo de la endocrinología 

on animales y humanos ha sido revolucionado. La h a b f l i  - 
dad para medir las extramadamenta pequeñas cantidades- 

do hormonas que existan en sangro y tejido ha ineraman 

tado nuestro conocimiento de la función reproductiva - 
en animales dombsticos a una enorme extención (1). 

Los análisis radioimunol6gícos permiten monitorear 0 -  

conceutraciones 1mnnonale.s en f l u i d o s  corpornloa y ta- 

j i d o s ,  por  ejerr.plo, durante l a s  varias fases reproduc- 

tivas. Estas tecnicas consecuentemente se han vuelto - 
poderosarante Gtilss en estudiar el control endocrino- 

de procesos reproductivos an especies domÉsticas de - -  
mimales y elucidar factores quai! afectan su eficiencia 

reproductiva, Los métodos que presentan uso derivan de 

aquellos reportes de, Rerson y Yaltow y Ckins ,  por al - -  
cual Berson y Yñlaw reciban el -premio nobsl  de medici- 

na en 1977. 

Can andlisis radioinmunolbgicos, los niveles hormona-- 

les cuantificn-bles se hayan en el rango de nanogranos- 

gr) y eventualmente fanto- - 1 2  ( i o o 9  gr); picoparnos (IO 



Una extensa clase de compuestos pueden ahora ser me- 

didos por anslisis radioErununol8gico~: Proteínas, Es - 
tsrefdes y otras hormonas, 

Se incluyen tanbih drcqyu,  antibióticos, nuctsbti-- 

cos cfclicos, neurotransmisores, derivado de amino-- 

Qcidos y vitaminas, Específicamenta, el anlIl is is  ra- 

diainmunolbgico puasde ser d iv id ido  em las siguientes 

tipos: 

a) Anlllisisr par competencia de unidn 8 protefnss.  

Las hormonas esttrofdes son pobremente solubles on - 
apua y SOR transportadas an sangre f i j a d a s  a prote?- 

nas acarreadoras especificas. Dos protQEnns semejan- 

tes:  G'lobuline. Ligadora ds Carticosteraides (CBG) y- 

Clobulína Ligadara da, Hormonas Sexualas (SHBG), han- 

sido usadas p ~ m  el carisavo de hormonas esteroídes, 

Ratas yrotafnils no U ~ Q X L  esteroídes con un alto grado 

de eapec2ficidad, por ejemsla, C X  une l'regssterona, 

fSd-UfiP4 y Corzicosteroidea; S i i X  m e  Cstróglesnos y - 
Andr6genw. 

Princiylmante ?.or su f a l t a  dc  aspecXficidad i sensi 

h i l i d a d ,  los anlliiiiis por eompstsncia de unidn pi pro - 
te fnas  puedsn em muchas casos sor xosm~~nzmioa  por - 
radiainmunnsnál is is m i i s  aspacZEicos. 



b) Analisis Radio-Receptor. 

Varias Iiormonas, por ejemplo FSff, LZI y Prolactin8 - 
(PRL), son protehas que son transportadas en un e 5  

tado libre en l a  sangre, si bien cuando alcanzan su 

órgano blarico, sun fijadas a receptores de membrana 

celulares relativamente específicas. Muchas recepto - 
res han sido usados para la determinación der hormo- 

nas protefcas nor aplicar a l  principio genera], d s l -  

Análisis Radio-Ligando. Los radioinnunoanálisis son 

generalnente usados para la dsterminacidn de hormo- 

nas protafcas. 

c )  Radioinmunoanálisis ( R i A )  . 
Por su especificidad y sensfbilidad, el rsüioinrauna 

analisis es la tgcnica mas axtansments usada para- 

deterninacidn de las concentraciones hormonales (1). 

Este mdtodo (2IA) por 3us características de sensi- 

bilidad, precisfdn y especificidad 0n la nedicidn - 
de la concentracidn de substancias on sangre 8s em- 

pleado  principalmente en dots situaciones: para in-- 

vrsstigar l a  distribucih interna, metabolismo y far 

rnacocinetfca de hormonas y medicamentos y, cada vez 

más frecuentemente para vigilar tretámisntos (2 ) .  

En la actuslfdad, RUOV(DS zinálisfs para cuantifica-. 

ci6n dar hormonas esteroidas basados en esta  técnica 



aparecen en casi todas las ediciones de las prinei 

pales revistas de endocrinologla (3). 

Los antisueros generalmente reaccionan en grado va - 
riable con compuestos estructuralmente semejantes- 

y con metabolitos de la droga nativa, algunos de - 
los cuales pueden ser terapeuricamente activos (4). 

Para la mayoría de las drogas hasta aquí investiga - 
das, aparte de los asteroides sinteticos, Pnterfa- 

rsncia de compuestos enddgenos es mPnimo o no exis 

t e  (2). 

Cuando se requiere una especificidad mayor que es- 

conferida por el uso del agente unidor, sdlo puede 

usualmente ser obtenida por introducir un grado de 

separación utílizando Cromatografia de capa fina - 
(TLC) , Cromatografia Líquida de Gas (GLC), Columna 

de Cromatografia o Hxtraccidn Diferencial con Sol- 

ventes antes de medir por Radioinmunoanálisis (5). 

Teoricamente, la aplicaci8n d e l  anslisis de satura - 
c idn para nediciBn de drogas en fluidos biológicos 

es limitada. Sin embargo, el entusiasmo por la tbc - 
Rica no debe ser permitido para obscurecer el rela - 
tivo merito de otros metodos adecuados, Wdtodos Fo - 
tometricos, Colorimetricos y Gspectometricos son - 



frecuentemente sensibles para propositus clínlccs- 

y son u s u a l m m t ~  rapidss  y baratos para malizarse.  

La t6cnica de Cronatogxaffa Lfquida de Gas (GLC) - 
6s suficiantamente sens ib le  y especifica para uso- 

cífnica, si b i e n  tacnícamente exigentes. Lars hi-- 

cas propiedodos da1 RIA SOR, B wtbe~r, su exquisita 

sensibilidad y potencial para csrnplets o parcia l  - 
automatiaacibn, tiema l a  mejor hsrranianta disponl, 

ble pardi ia mesliePdn de dragas qua e s t h  presentes 

ünicsrnenta en cantidades pequeñas y para UR gran - 
número de trabajos (por ejen%pio, ndmaro de patticio - 
nc4s a d l i t i c a s )  existentes Q esperados. El nhero-  

de drogas por la cual a l  RIA ha s i d o  desarrollado- 

es kodglvia nimor, s i  bisn ,  crwa rgpidameate, 

f3í obstaculo p r i n c i p a l  que afronta a l  RIA para prz 

tefnas y hornonas poiipeptidicas es  dasarrollsr l a  

produecih de! airtPeueFpos especfficas por su bajo- 

peso molecular [gensxalmnfe en l a  region da 2001- 

3601, is mayoría de las drogas, hormonas esterof-- 

des malagas, no son naturalmente PiimunogQnicas. - 
fin la totalidad de e l l a s  SOR compuestos bastante - 
fnrwxtfvos  (2 ) .  

fin la, prsduccidn de antisuaros a sur utilizados en 



el radioinnunoantllisis es necesaria I n  considera-- 

c ion ds varios  factores que juegan un papel tras- 

cendente. Primera htíbrd que considerar los princi -  

pios bgsicos inmunolbgicos y posteriormente toda - 
l a  gama do factoxas que part ic ipan para el logro - 
do asre O b S Q t i V O .  

Los anticuarpos son molbculat fijadas en el suero- 

y secrrcfones de animales, usualnunte en respuesta 

a l a  prssancia de sustsneias extrafias ("amtipnos),  

a los  cuales se conbinan y frecusntements ayudan - 
para eliminarlos. S i n  embargo, su utilidad en pro- 

teger contra enfemedades por produccidn *@activa"- 

o transferencia Hpmiv(l", hia s i d o  conocido y a p l i -  

cado d e d e  hace 80 anos. Recientes evoluciones han 

rsvehdo nuevas y valiosas aplicaciones en otros - 
ca~isipos como l a  síntesis d e  proteínas, estudios 0 - 9  

pn6t fc09  y ,  actualamto, l a  a l t a  prrrcisibn, da--- 

tacci6n y cuantificscidn da substancias antigbni--  

cas aspecsf icas  ( 6 ) .  

La campatencis imunitaria,  o S O B ,  1s capacidad do 

dssorrollor l e i  inmunidad bajo una estimuíaci6n --- 
apropiada, BS wzt earacter$st ica dnico de los ani- 

rtrssles vertsbrados, PiingCn otro  t ipo  d e  organismos- 



posee ~ s t a  extraordinaria capacidad de reconocer -- 
biaquLmicwmsnte un8 variedad aparentemente i l iraita- 

da de substancias extrfnsscas (7,s) . 
Las respuestas ínwnitarfas  se han clasif icado an - 
dos tipos: aquellas datsrminadar por 10s factores - 
hwnotalss circulantes (los ciáiricots anticuerpos en- 

a l  suero) y los  que dapendan das ciertas cd lu l so  (iz 
niunidad cbiular]. Aunqus lastos tipos de respuesta 

fnmunitaríss son casi totriilraarnts separabies una de- 

l a  otra, etstsn fntiaaaante fnterrelacionadas y B m z  
nudo QCUTT4n GI3 fürira SfBUlltsTlsa. 

Tanto l a  respuesta €munitaria edlular CQWO la fxumo - 
ral so han dividido an tres rsma3 f i s io ibg icas :  

La rana afesrente: comprende t a b s  ios procesos par- 

t ic ipantes  en el transporte de2 ant5geno hacia el - 
siatsnra fnnunitario; La Ramsl Central abarca codos - 
ios procesas (de ambas dlvitrfonss d e l  sistema i n w -  

n i tar iu )  que culminan con l a  produccibn de los efPa2 

toreis de 2 a  inmunidad (sa decir, l a s  c d l u l s s  sensi- 

bilizadas o los anticuerpos humorales); La Rana Efb 

rente: ipiplics todas las procesos qua Ocurren desde 

i a  libtmacfbn da los  ariractorelr has ta  que time lu-- 

gar I n  acci6n f i n a l  de astoa contra el antígeano pro 



vocodor , 61 esquema fisiolbgico presentado en la - 
figura d 1, representa uñ concepto ú t i l  en el inten- 

to de comprender %os complajos acontecimientos que- 

sucedsta a la introducción d e l  EintTgano en e l  cuerpo 

d e l  verrtsbrado (7,b)  

La evofucibn telaporal de l a  respuesta 36 pueda esta- 

blecer como sigue: Dempubs de Za inyaccidn de antf- 

geno n UIZ anisleal que nunca estuvo en contacto con 

é l ,  psison varios d h a  sin que SB, rasinifiaste ninguna 

respuesta, Se b b l a  en aste caso de período de l a - -  

tencia (8,a). Por lo general, ZOS tlnticucripos son - 
rtlpldamente demoetxables a i  cuarto o quTnts dSa, -- 
después da Is axposicidn aatig6nica. Inicialmente - 
consistan s b í o  de Igtil. 

A l  sexto o a6ptima dla ,  casi siempre son danostra-- 

bles los anticuerpos IgG, que llegan a alcanzar t í -  

tu los  wwcho mayores que l o s  anticuerpos IgM. Gene-- 

ralmente, l a  concentrecibn da antfcuerpas IgM co--- 

nienos a disminuir antas qua los IgG lleguen a su - 
abxfmo (habitualmente a2 decimocuarto o decinaqafn- 

t o  d í a ) ,  betpuQs que el t f t u l o  de IgG alcanza una - 
cbspider, el t S t u í o  total ds snticuerpús comienza a- 

declinar y puede volvsras virtualnonte impercopti-- 
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Fig. - 1 .  Fisioiogia de la inmunidad .  
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ble en el término de 30-40 dfas, después de una sola 

exposici6n al antfgeno. A este período se le llama - 
respuesta primaria (fig. # 2 ) .  

La segunda exposición ( o  refuerzo) al mismo antígeno 

pro;oca la aparición de una respuesta secundaria. - -  
Inicialmente, ocurre una activacidn de l a  producción 

de anticuerpos IgM, p e r o  sin retardo notable. La fa- 

se de producción de anticuerpos l'gM en la respuesta- 

secundaria est3 acelerada en su curso, cuando se  l a -  

compara con la misma fase pero observada durante una 
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ig&iula, baza, argenos l i n f o i d s s  intestinal y sangre 

da ~ U C ~ A O S  animales ( 6 ) .  Estas cblulas linfeoidss prs 

áiferan y producen anticuarpos después de l a  astimu - 
iacibn antigenica. Bl sistema cis inmunidad c8lular-  

desarrolla d e l  timo ambribnico, Comprende cblulas - 
circwnvecinns de los centros geminales  de nodos - -  
liafoides y 10s cordones paracortical de línfocitos 

en aqtrelloí; nadas. Zsta  cbiulais san conocidas como- 

**competentes inrnunol8gf~os~~.  Rscbza 30 in jer tos  y -  

retrazo ttor macciones da hipsrssnsibiiidad dspmien 

ds inmuraftlad íilsdiada ?or c ~ l u l a s ,  nisntrss cuca ---o 

trsnsfsrencía pásdvsl da s s n s i b i i i d . a d  requiere camp2 

tancia innunolügica ce lular  o sus productos. Loa - 0  

nnisrnas antfcuerpas p ~ a d e t ~  b i e n  ser implicados cn l a  

Jestniccith final de c 8 l u h s .  En una respuestc tnmz 

IBgPca et antfgíprna es tomada por  el sislicnn macrofa- - 
go. 32 antllgena es nitsrmia y su contacto con l i n f o  - 
cites pequesfws fnductb una respuesta proliferativa - 
resultando @R 3rs famercllbn de antfcuetpos y cGlulas 

(121 

Propisdades Ffaieaa Genert~les. 

Los antfcusrpas son glabul inas  conteniendo 502% de- 

carbohidratas, tienen cuatro cadenas do palfydpti-- 

dos por unidad. La ultracsntrifugacián separa en 0 -  



dos extensos grupos, can coeficiente de sediments-- 

cibn da 19 S (macroglobuiínss: yeso molecular de - -  
900 000) y 7-8  S (peso molecular: 150 000-200 0 0 0 ) -  

(13) .  En cuslquisr maldcula de l a s  inmwreglobulinas, 

las csdenas de poLipQpttdas son de d9,s tipos, cono- 

cidos CORO cadenas -i! (cadanss pesadas con peso xno- 

leeulnr airdecior de 50 0 0 0 )  y cadenas -L (cadenas- 

livianas coil pesa molecular allrsddor de 20 0 0 0 ) .  - 
Las rogianss hipervaríablss de una cadena l igara  y-  

una pesada act6an coccsrtadamente para formar un s i  

tio de trxiión de nntíE!abno ( f i g .  # 4 ) .  Las cinco prin-  

c i p a l e s  ci3ses de innunoglobulinas reconocidas han- 

Sido llama6fls IqM (19 C j ;  l g C t ,  IpC19 IgG3, IgG,, - 
igD e Ij;5 ( 7  S ) ;  XgA (7-11 S) y cadet clase pos@@ de - 
terminantes antizbnicos r3snsciaies llamados / C C I % ~  Y 

respectivamnta, y localizados e3n i a  cadena - l i p  por 

otra par te ,  l a s  cacleniír, -i aparectm en dos t i p o s  8% 

tif idnicos p r i n c i p a l e s ,  des ignandoseies como cadenas 

- A  y cadenas - A  en todas las clases de innunonlo - 
bulinas ( 6 )  (7 ,d)  & c ) .  

Cono iii IqC es, euantitativamnte, le class más in- 

portante de lras inmunoglobulinas en el suero (repre 

seata b a s t a n t e  aás def  80% de l a s  inmunoglobulinas- 

an a l  suero), cbs termbibn IR que nds se ha estudiado 



C7,dI 

La estructura TgG, tratadas con 18s onziaas proteo- 

1Xticas P a p a i m ,  ronpot la  nrolBcuiia en tres fragmten- 

t o s  da ta;t;at?o aproximadamente igual, que correspon- 

den I los das brazos y a 18 cala de l a  motdcula en- 

forma de Y,  Cos da los fragmentas corraspondientcs- 

Q los '%razos~ '  da l a  malácula son idantfcos y can-- 

servan l a  capacidad de f i jar  los antfgenas, por l a -  

cual SB les l lana frogrnetntas Fab. ftl tercer fragmq 

to ,  besdc l a  *'colat* no puede f i j a r  antfgillnos, pero- 

es crfsralizable y s ~ "  lo llama fragmsnto Fc (necesa Ii. 

rio para la octivncibr, d e l  cornpiemento) ( 8 , c ) .  

A I  conparar Irs. conposicidn en uñinoacidos de una - 0  

gran variedad de proteínas de onieloma, que son con- 

vonfenteiwnte I p  h o m ~ g ~ m a s ,  han reviirlada gran va-- 

r i a b f l f d s d  en la temirial -3  (el extremo donde se - 
encuentra un grUicJo a m h o  Ilhrc) do Is piaza  Fab, - -  
fcaJenns: - I t  y - L ,  varitthI.9 O ruSfonas V) y la tervi, I 

m 1  -C f c l  extremo de la cadena poptfdica guts ?o-- 

see UTL gruiao cerrrboxfla lihret) mostrabn cnmposici81c- 

y orden relativmento constantes [fig. 1 4 )  ( t i ] .  

Cada nallcu.la cia lnnunnglobulina prtsscenta rccLzfanaci- 

varfabícs on los braem 38 Ita Y a t ravbs d e  10s ciia 



a 

les la inmunoglobulina s e  une al antfgeno y determi 

nan la especificidad de los anticuerpos. Estas re-- 

giones determinan l a  formación del s i t i o  de combina 

ción antig6nica de cada cadena. E l  s i t i o  completo - 
tiene una medida de 3.5 X 1 .5  X 1 .a  nm (1 5 ) .  

Las regiones constantes de las inmunoglobultnas corn 

- 

- 

- 



prenden l a s  n i tedas  correspondiantes a l  extremo -C 

der cada cadena ligera, y las tres cuartas pastes  

correspondan tanhibn al extremo *C dca cada cadena- 

pesada (-11). Ls rsgidn constante da l a s  cadenas li 
geras IC,) comprende aproximadamente 110 aminoki-  

door mientras que l a  regidn constante ds cada ceade- 

nbs pesada fc,,) t i e n s  330 aninokfdos ( 8 , ~ ) .  

Generalmsntc hablando, uns respuesta inmune tam--- 

h i h  incluye antfcuerpos de todas las clases y sub - 
clases I auncpe las pwporcionss pueden varier mor I 

de a Ins condícfanos; IgM os caracterfstica Ye 0 - 0  

respuestas primrim ( y  de animales primitivas) e- 

IgG de resipusstas secundarias ( 6 ) .  

La especif ic idad de un aneicuerpa pzra su detsrnf- 

nointe nntin.6nica conplenentario dependa tinicanente 

dc? l a  estructura de las regiones variables ue las- 

cadenas lieera y nesadn. 

Lea codificación de las rao2éculas c h  innnaaglahuli- 

1~8s se l o g r a  por To n6nob mediants dot grupos de 

ganes: para la r~sgi8n variable, que rigen dichas  - 
regiones, Y pItrrt l a  rssibn constante, quo gobier-- 

4 

XLBR e t  resto da 1s rUol4eulrat CH,c). 

En l a  producrcidn ds anticuarpos ñabrd que consida- 



rar qua animaras individuales o de una misma raza- 

algunas veces fallen para producir un anticwrpo - 
mi particular y esta  puede ser debida a falta gen6 

t f s a  del apropiado pene V o nSs frscuentonants B - 
una inbabilidod gsndttica de1 l infoc i to  T pars rscg 

nocer l a  porcidn acarreadora de l a  riolOeula sntfg6- 

nicn (15) .  

!in 3niwlzitis ganaticamente capaces de una respuesta, 

la dbsis antigdnica y la forma pueden ser crXef 0 -  

cas. Una d6sis damssiada grandat o danasiada solu-- 

ble en su fsma pueden guiar una i n s a n s i b i l f d a d  ea3 -.I 

pacif ica .  tfsuetlne3ntts apaganda o uniendo a particg 

13s ColOidulbS, ta l e s  ~ Q t l i O  A 1  (Oii) Sa0 faVOrf3Ce - 3' 
la forraacibn de anticusrpos . Algunas substancias - 
;íuscieu w t h u l a r  l infocttos  B no ssyecfffcanenta,- 

si bien otros nüyuvantes pueden actuar produciendo 

un estimulo ex t r a  para los i infoc i tov  T (17). 110 - 
ospeci f ic idad a h i p o s e n s i b i l i d a d  8 s  frorcumte que- 

ocurran en aainaelcss que raspondon a varios an t fge -  

ZiOS de LllLil  VdZ (COEipe t iC ibn  %ntigdnd.ca] 3' pU8dWl - 
tambi9n $03: inducidas por muchos factores daflando- 

l e i  síntesis de protelna o la d i v i s i b t i  ce lu lar ,  - 0 -  

siando a s t u  especialmente vulnerable a muchas dro- 

gas y 8 radiaciones X (12) .  



Resulta obvio que para asegurar la producci8n de - 
anticuerpo$, un animal do una aspech y raza cono- 

cida que responda b ien ,  en buena salud y no sufe-- 

t o  tl otro astiatula mtfgénico ,  excepto t a l  vez 0 -  

por adyuvmtes saleccfonadoa, 8s deseable. Es posi - 
ble que, donde se8 accssibla, animales libras de - 
gemenss, qua inicialmente tengan baja o ausente - 
f g  sbriea, pueden ser el productor ideal dr ranti-- 

cuerpos espacPPicoa (6) 

Awado a todo e l lo ,  hay qua considerar atros facto 

res que influsncian la produecidn do anticuerpo8 - 
y que se ref ieren a: 

El I~nun6gano: 

Un antfgana (o iarnunbgaao) se define como toda mo- 

lecula que produce una respuesta inmunitaria cQlu- 

lar o humoral. A ~ x q u 8  puede predominar la eatiwul& 

cien de cdluias D o cdlulas T an cualesquiera cir- 

cunstancias, hebiturlrnmte ambos t i p o s  de cblulas- 

l in fo fües  san estimuladas hasta cicrrto grado X)OY - 
&a mayorío de las urtfgenos. Aunque la myor parta 

de las antfgsnos son proteínas, c i e r t o s  carbohidrk 

tos altamente polimeritados pusdsn provocar res--- 

puestas inmiuritorfss d8 WRQ o ambos t i?os .  Otras - 



macromoléculas bialbgica5  carno los  aicidoa nuclei-- 

cos y los ácidos arasos golfmerizados no han demos .I 

trado couciuycntamente ser imunopÉnicas (ant igbnk 

canente activos) cuando SOIL administrados en forma 

iultamente purificada, S in  enbargo, astas lao1Beulas 

aunque inactivas cuando so administren L I Q ~ S ,  pua- 

ifern provocar forrascibn de anticusrpatr espaefffcoa- 

cuando sw aúiairikaexan como conjugados proteícos 0 -  

V , C l  
Para terisr poder antigbníca, las nioigculas deben - 
361 grandes, rfgidas y qufmícsaenta complejas. Por 

tanto, aunque algunas moi6culas pequesilas tmbi6n - 
pusdan actuar cono antfgmos,  l a  regia es que las- 

motéculas grandes sean msforra antígenas (8  ,b) . 
Generalmente hablando, las protefnas tienen un pe- 

so molecular superior e~ 9 BüO gue €acilmnte earti- 

multin l a  procluccibn de anticuerpos; algunas prote€ - 
n8s (tales como insulínaf pueden formar dimeros o- 

ragrvgadas extensos en salucibn y esto resulta en - 
un incrdmento en SU tmunoganfeiüad, Pdptfdos da - 
molbculiaii ára menor pesa qua 5 000 son correspon--- 

d isntments  menos imuroginicos. Co~rpusstos RQ p e ~  

t$dh3la (taliass Como esteroídes, %odQtironfnaf5, 

cosidas) son podarosanente i ~ ~ ~ n o g b n f ~ ~ ~  darspuC6s - 



dro acoplar qufnicawsnte a un portador t a l  como A l -  

bumina Bovlnrn; f s i  antisuclro resultante reacciono - 
con las tres Eornas antas wencianadas de no p e p t i -  

dos que son conocidas como kiaptanos ( 6 ) .  

En l e  superficie ds X B L S  aacromolbculas exis tan zo- 

nas contra las cualtbs van d i r i g i d a s  h a s  respuestas 

inmunes, y con l a s  cuale!s tienden B unirse i o s  an- 

ticuerpos. HJstas zonas sa Ilainien Daterminantes An- 

t f g h i c o s  o Epftopos (Pig .  I S ) .  Los datarminaates- 

antig6nlc~s ds protehas contienan alrededor de - -  
cuatro a seis aniniQQcfdos y se sittían em regiones- 

expuestas o praaiaeatas de X i  superf ic ie  molecular. 

En general, a i  nhara de determinantes antigéaicos 

sabre una rnzol6cula e s t a  en rslacidn directa con el 

tmaf io  de l a  nisuea; exists sproxfnadawaate un das-- 

terninante antigenico por cada S O00 de pero mole 

cular. Pueden producirte miticuerpos sumamente es- 

pecSficos do un hapteno dado, y qua, pueden cambi-* 

JSblPSB3 con est+ borpteno s i n  qua irnports 18 molecura 

portadora da1 misso (8 ,b)  

Síntesis de Conjugados. 

Las tíknicaa bldsicas no han cambiada desde el tra- 

bajo or ig inal  do Hrlangecr, BOT&, 3raisssr y Lieber 



ntm ( 1 9 5 7 )  (18). Sin entargo, modificaciones del * 

d t o d o  tiene lugar. en un esfuerzo para producir an - 
t i susras  de a l t a  especificidad (2 ) .  

Parar producir sntfsueros, los  estemoides tienen -- 
que estar en WIQ fama yufaicamsnta rsactiva antes 

de su conjugacfbn, Estas incluyen Oxiraras de grupos 

Cr~tonfc~s ,  Hsmiruecinatoe y Acidos Cloridos deriva 

dos de 18 reetcsibn dai Carbonil Cíorida con yrupos- 

tiidroxilo ijateroide (18) 

A c ~ p l a d ~ i 8 0  Js los d.csrfvedos est@roihi  a l  grupo- 

máno-e da residuos l t s ina  de Altdmina S6rico Ba- 

viiss o fiumma, her s i d o  cal sbtodo ads extensamsnte- 

~ S & O  (Resceibn Anhiidrida), La Albamina tiene 59 - 
qrupos nBEs un grupo o~-atltiri~,  s f  bien, ~ U C ~ Q B  de - 
m z o s  residuos i f s f n a  son sstsrfcementa opuestos - 
6 i n u t i i f m b l é s  para conjugscibm, Aquellas que son 

utilizables son preparadas d n  una varietdo,! da vias  

reíatfvas IZ. l a  superficie Os la molÉculsi da, Alb6mi- 

nu y ~ t a s  guiun a antisueroar hetarogsneos con una 

meecfa der anticurrpos ds diferente avidez (19).  

A c ~ r d e  8 6110, el uso de poZ2meros sfntcsticos con- 

una seguitsir eseructuxor coma acarrsaüor~s inmunsgíb- 

uicos para esteroider pueden guiar a d a  antisue-- 



ros honogenwm (19). Aunqus pofilisiua ha s ida WOE 

trsdo para ser un ?obre acrírreador inmunogenfco p~ 

rii iitsteroidcs (2%). 

Consocuentei:ionts, en orden para promover antisueras 

es necesario priaarainraats acoplia la droga cavalag 

tenente a una protetfnri acetreadova {C;]. 

Los estsroidos en ganerrnl contienen grupos bun- 

cianaiies qua unan directamente a aquellas anol8cu-- 

las acarreadoras. Por asta  razbxi, l a  síntesis de - 
un derivado ssitsraidcs conteniendo, por ejemplo, un 

grupo Qcido csrboxt~fiea (-CoOI>imt) os  ntxasario para- 

real izar  covafentsmente I n  unión der1 s$t~erafde a - 
18 cadena polip6ptfds (21)  

Dos clases de evtctrofdeas naturales, l o s  Elcidos bi- 

l i a r a s  y los glucuronfdos esteroidss ya contlerian- 

un grupa deldo carboxfiico y no requieren barma--- 

cf&r ds derivadas y pusdeti ser dnfdas directamant@ 

a protelfnas acwrrsadoras ( 2 2 ) .  

Rertccibn de Conjugaciún. 

La aze~zcfa raaccfbn anhlds ida  (Erlbzngor Et a i ,  1957) 

(18) es zda C Q W X W ~ ~ ~ ~  usada que la renccídn Carbo 

di-iwida que pueda resultar en unidn cruzaüa den--; 

tro y entra nollsculas de Aibtimina, E1 niiwsro du "0 
las Ue eratetroide por nola de A l b h i a a  raramente tez 



d e  te 
a n t i  

t i c u e r p o s  

I 

cede 3 p ,  s i  b i e n ,  e s t o  no es  e v i d e n c i a  de  que e l  - 
t ? t u l o ,  - a f i n i d a d  o e s p e c i f i c i d a d  d e l  a n t i s u e r o  e s -  

d e p e n d i e n t e  d e l  nUmero de molécu la s  de e s t e r o i d e  - 
en e l  conjugado CZ] .  

Las hormonas e s t e r o i d e s  o p r o s t a g l a n d i n a s  c o n t i e - -  

nen grilpos OH ( h i d r o x i l o s )  o C=O ( c e t o n i c o s ) ,  que- 

son usados  p a r a  p r e p a r a r  d e r i v a d o s  con ten iendo  g r u  - 



pos activos tales como grupos aninos o csrboxili-- 

cos, Estos grupos son entonces activados para que- 

sallos reaccionen con grupos amino Q carbaxlfico der 

l a  molQcuiis protetcia (1). 

Todas í o s  procsdiaientos dtr! conjugacibn gsnecralmez 

ts utilizables producen conjugados de variable ear- 

pecidad haptaníca, Existe evidencia que tanto RIBS- 

peqursfoo el número de haptenos tanto mas inmunocbni - 
co a l  conjugado (23)  , 

S i t i o s  do Conjupncibn, 

Muchos eiattbroides biol8gicaaents activos tísnan -- 
grupos raactlvos 19nicamnte en posicibn 3 an e1 -- 
m i l i ~  R y en posicddn t 7  en el m i l l o  D, Inicial- 

mente, los conjugados Fueron preparados con este-- 

roides acoplados mediante una u otra da astas poso 

cioues (3)  

La especificidad d e l  antfruero obtenido por ininuni Ii 

zacidn con un conjugado protalna-estaroide os da--  

pendiente del  s i t i o  usada pars conjugar el e s t a m i  

do a la p r ~ t e h i  y da 1s natarrrleza dol  puente co- 

valent@. Antísueros ads aspecsficos son obtsnfdor- 

si s i l  ha?tano (ssteroida) es f i jado II i a  protafua- 

en un s i t i a  rslgoto d e l  grupo funcional carnctarfs- 

tic0 cib l a  Eiormona (1). 
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A s í ,  un antisursro especffico para pasieídn 17 en - 
Tosrostsroua tiene reuceión cruzada COD una varia- 

dad de A4~3-oxoestaroiriea y fu6 fncprpaz de dfstir 
fluir entre Testosterana, Epitastsaterona, Andros-- 
tenediona y Progesterana, que difieren Cinicaisente- 

en íla posicibri 17 (24 ) .  

En un ostudio de Taatostarona unida a travds del - 
carbbn 3 v€a una OxSna para los residuos de lfsína 

de AlbGi'iins S6rica Humana (T3-HSA] y preparandose- 

tanbiln 10s derivados 3-0xiraa (T,-C?X) y 3- - i f -  

rina (TJ-Lys),  se muastra que las  anticuerpot rece 
noean no Cnicswenta l a  Testosterana, s ino tambíln- 

la Oxima puente y o 1  residuo l h i n a  de fa  rrlbbina 

(291 

Similarlsrsnte a l  antfsuaroa Estradiol-17, reacciona 

exurodaslente eon otros anitlos A de Csrrogsnos Fe- 

ndlicos (26).  

Estos f~s l l ssgos  p i a n  al dasarrollo da, conjupodos- 

de asteraidas a proteínas acarrsaüorer msdiarattb p z  

sicioness fuera ds ios millos A y El. La mlr produc 

tivtl de astas QC arl Hslrodfol-6 conjugado, anti--- 

cuerpos para sí cual muestran baja rsaccf8,n cruxn- 

da [del  orclan da 1% o riienor) con Estrono o Estriol 

(27) (28).  Los clntisuaros an6lagas Estriol-6 tiene 



una gran reacciún cruzada /tnfls del 20%) con Estra- 

diof. Parece ser  que el antisuer0 esteroide es iitlls 

confundido por Xa ausencia de UII grupo qufnico [ e 2  
antisuero de Estriol par Ih: srissncia de un grupa - 
Iú-hidraxilo en Estradiol) que por l a  presencia de 

un p;rupo extra C29).  

%t antisirem para Progesterone-il conjugado, mues- 

tra !ma a l ta  s spec i f f c ídad  para krogestcrona Q d i -  

Elsranci~ d e l  Fragasterona-S conjugado (30) (31). - 
Zn astudio prolfniiaolr que describe l a  s l i i t ~ s i ~  y .. 
conpleta caracterizacf8n sspectroscopica d e l  hapte - 
no 11 o<-I-ianissuccirzil-l)roffsste~onis, st: destaca - I i  

qU%, l a  dfStanCiU atntl'0 0 2  S i b i c i  cis Ur&.ithl E4n et% ly6- 

cl.c?Cj eStt3X'Qide de e s t a  derivado y SU grupo fUACiü- 

nril 8s mayor que err derivados esteroidQis 011 l a s  po 

aiciones CS, C6, C7 Q C20 y que un anticuerpo mas- 

especifica CIS obtenido (21 ) .  

Para Tsstosterons, s i n  embargo, a l  antisusxo pars- 

anillo B o C: conjugadas (yosicián 6, 7 u I t  por -- 
i J t S t W C i 8 )  Son d ü C e p C i O n a l ' i t Q l a G R t ~  I'üWiOS 0 S ? W C f f i 0 -  

COS qua anquellas de Testostsrsna-3 conjugados que- 

muestran de 30 a 100% de rvracci6n cruzada con DHT- 

(2) * 



095102 
E l  Aúyuvante. 

En c iertaa circunstancias, sc considera faportan- 



ye*r íinicarrierrte sobre l a  respuesta inmune pr imr ia ,  

y tienen poca afecto sobre t a  secundaría clQaica.  

Otro m#toda para fortnar un d q 6 s f t o  cons i s t e  en - 
mezclar el antlgsno ton unn emulsidn de agua en - 
aceita.  Esta  filtimo estiltiuiri, UR reaeciBn inflama L1 

torfa local COA f"orInac16si de te$ ido granulomatoso 

en torno a l  s i t i o  de l a  inycbccibn, en tanto que - 
se1 antígcano sale bstlarsentar (por l ixkviociónf  de- 

Tia €asap actiosa. Cuando a una emulsión ds astas s ~ )  

le aigadsn micobacterias muartas, se conoce con el 

noubre da Adyuvantr, Completo dar Freund's (PCA) 3% 

maiilQntc, poderoso. 81 PCA acth nejor por vPa sub- 

cutBncla o intradaraiea, y ia facfiitacibn dptima- 

se obtiene con d6sis dab antsarino relativamunte bE 
J- (w4. 
Los adyuvantas pueden lío 3410 incramentat l a  res- 

puesta inmune, ellas pueden tmbilSn inducir caw-  

bias da un tipo de respuesta lnrriuns a otras.  Par- 

ajsrmplo, X h i s  de ASB, que en lo awencier üa adyu ..c 

waritas iriducsn tolárancia, ]La presancia da ad- 

yuvcsntcts iuducsn fomaeibn 38 onticuerpos (32) * - 
Actúan da mmaro específica estimulando la fun--- 

c ibn de linfocitos T, risL que 8610 fac i l i ta  l a  -- 



respuesta a antfgtaos dependientes d s l  t i n o .  Favo 

rece l a  groduccidn de I g G  sobre la IgM, inhibe la 

íriduccidn tolerancia, favorece las reacciones- 

de hipersensibilidad retardada y acelera e2 recha 

zo de injertos (B,b). 

Las cdlulas inicialmente envuoitas en l a  accidn - 
de adyuvantes con Wcrofagos que interaceionan - 0  

con l i n f o c i t o s  T, requeridos para p t e n c i a c f b n  de 

antfcuerms contra albúmina serica bovina. La res -- 
puesta inmune para muchos antfgenos requiere coo- 

peracien de tinfocitas T y l i n f a c i t a s  B (32). 

ihrdetella P B r t i i s s i s  actda C Q ~ O  endotoxtna para - 
fomentar la ?rcrduccibn de ant i cuwpos  estimulando 

la act iv idad de l i n f o c i t a s  B y causan l i n f o c i t o - -  

sis en algu~iacespecies (8  ,b) * 

Especics Aaimnlt3S. 

La mayor parte de los antisueros para radiofmnunae - 
i i b l i s i s  (RIA) han s ido preparados en cardos gui-- 

nea Q conejos. Hay muy pocos casos donde las nspe - 
c h i  son ds importancia; l a  virtual itecesidad de- 

usar cerdas guinea para producci8n de anxisuerob- 

de insuiina es una rara excopcf6n. t o s  relativa-- 

mente pequeños vblrtneinss de suero obtenidos de 0% 



t o s  animales son por lo general enteramente Sufi-- 

cientos por las a l t a s  diluciones con que s0 tra-- 

baja  eii el radioinmunoanalisis 16).  

M~iclios aninales en su respuesta individual a dife- 

rentes innundgenos muestran variaciones debidas , -  

por io menos on parte, a funcidn do l a  constftu-- 

cidn ymét i ca  ( 3 3 ) .  

La raza innata de animales tiene un restringido - 
pool  genético y en tedria puede, por lo tanto ser 

esperado el exhibir uzla relativamente restringida 

clase de rsspuestas inmunolbgfcas. A menos que 0 -  

una raza innata sea conocido que responda bien a- 

una part ícula  inmunogéníca aspaclfica ( 6 ) .  

Ruta de Inmunizacfh. 

Es práctica combn inyectar adyuvantes oleosos en- 

emulsión de manera subcutgnsa o intramuscular, La 

ruta p r i w r a  tiene la desventaja de que usualmen- 

te forma pequeiIos abscesos y uiceras, si b i e n  nin - 
gGn conejo o cerdo guinea parece estar incomodo - 
por ello ( 6 3 .  

Más productivo y simpis, es  el procedimiento de - 
inyección intracisrmica mGPtigie, que consists an- 

rasurar varios conejos en el dorso y bordas proxi- 





sicmes dc adyuvalite completo do freund*s más fra- -  

cuentementa qrre a interval95 nensuaícs y t ione  ven 

t a j a s  permitir un descanso de algunos meses entre- 

innunizac iox?s .  

- 

Una vez qua wi conjugado ha c i d 0  proprado,  gem-- 

rahenzc  no es  probicinn Ira. obtelicibn de antisuuros 

COI1 altus tftulos f 2 ) .  

L)espuGs de 'La íuLiuniezción, l o s  títulos de l o s  sn- 

t icuerpos desarrailadov son monitorendos y al san- 

grado f h r n i  es realizado cuando un tftulo adccuedo 

ha s ido  logrado. E2 antisuoro parece ser completa- 

m n t o  ostablcct cuando se almacena a nienos ?ü4C, 2% 

que, 58 prefiere rzsualnente una temperatura da me-- 

nos 70'C. Unos pocos n i l i i i t r o s  de un aztisuere -- 
con un t í t u l o  a l t o  es frectientclrente suficiente pa 

ra n i l l o m s  de detsrminacicnes por RIA [ I ) .  

- 
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Dapartamnts de Biol6gfe de l a  Rt~produ~eíbn A d -  

nal des la Universidad Autónoma Metrapolktano*Xatapa <..c 

lapa, proporcion6 la totelidad de conejos que se -- 
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lidad y estabilidad de la reaccibn, son someti-- 

das a pruebas de especificidad, empleando este*-  

roídes n a t u r a l e s  conla semejanza estructural a la 

hormona que se emplsd como inmunbgeno, 

Se determina e l  p o r c e n t a j e  de la reaccidn cruza- 

da al S O 0  ae unidn d e l  trazador, seleccionando - 
para las pruebas de equivalencia los sueros quo- 

resultan altamente específicos. 

a) Curvas ut. biiuci6n d e l  Suero: Las m e s t r a s  - -  
s a i p t i i n e a s  tcirndas (fe caca an ina l  n ir : temalos - 
s.;::r!a:iel9c:, ~ U Z ~ T :  :i:iáPizadas c:i 2.i ? a h c r z ~ o x i o  - 
d~ Iiomoiias. F s t e r o j  c c s  Cel Zicpartacecto ifc Li01.s 

g í a  de 13 ReFroducci6z del 1 .  i.i.J.S.2. 

Lorn p r i x c r  p a s o ,  se procede  a c c n t r i f u g a r  l ~ s  - 
miiestras 9 2Cüü ryi t ,  For e s p 2 c i o  de 20 rr.ir.utos. 

P o s t e r i o r m x i t e  se retira e l  coagu l s  y sa colecea 

e l  suero eil vncrc v i a l e s  cic c r ; s t a l ;  st I G ~ C : ~  ca - 
4.a v i c 1  a n o t a i d o  l a  f e c k , ,  l if imro i'e spnp-zdG y -  

frornona c e n t r a  la que fué  ii,ml;nizai\; c í  C G X C ~ G .  

Pzrc c8La suerc  col.ectado se p r S c t i c a  i:rx curva- 

;"re oilución eszplcando los s j  g u i e z t e s  ? :a t s r ic les -  

} Equipas :  

4 .  

1. - Srwrci. Cclectrrc!o 

2 . -  Euf fe r  6 é  I :osJ'atos 





despues  s e  ag rega  Tolueno 

P ro toco lo :  

Marcar l o s  tubos  de ensaye  anotando l a  dilución de 

que se t r a t e .  

En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o ,  se p r e p a r a r o n  las s i g u i e n -  

t e s  d i l u c i o n e s :  

D i luc ión  Vol I n i c i a l  . Vol.Diluvente  Vol.  

h a s t a  o b t e n e r  un l i t r o .  

1 : l O  

7 : l O O  

1:lOOO 

1 : 2000 

1 :4000 

1 : 6 0 0 0  

1 : 8 0 0 0  

1 : 1 0 0 0 0  

1 : 1 2 5 0 0  

5: 15000  

7 : 2 0 0 0 0  

1:25000 

( sue ro )  ( B u f f e r )  

0.2 ml 1.8 ml 

0.2 ml(1:lO) 1.8 r n l  

0.2 ml(1:lOO) 1.8 ml 

1 m l ( 1 : l O O O )  1 ml 

1 m1(1:2000) 1 mi 

1.333 m1(1:4000) 0.667 ml 

1 . 5 0 0  ml(1:6000) 0 .500 ml 

1.6OC ml(l:8000) 0.400 ml 

1.600 m1(1:10000) 0.400 ml 

1 .666  ml(l:í2500) O .  3 3 4  ml 

1 . s o 0  nii(1:15ü00) O .  50Q ml 

1 .600 m1(1:20000) O .400 ml 

F i n a l  

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

7 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 1 : 30000 1.666 ml(1:2500Q) 0.334 ml 

TABLA # 1 .  

Pa ra  l a  ob tenc ión  de l a  d i l u c i b n  1 : 3 Q ,  se toman - -  
2 0 0  pi d e l  s u e r o  sangu ine0  y se agregan  1 . 8  ml de- 

B u f f e r ,  se a g i t a  e n  el v o r t e x  y se  sacan 200 p1 de 
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esta dilucibn,  se agregan 3.8 ml de buffer y 00- 
tenemos la d.fiución 1:lOO. Las siguientes dilu-- 

cionss son obtenidas de foma similar consideran - 
do las cantidades correspondientes 8 cada una, 

Para la yrcparacibn de cada una de las diiuci0-m 

nes es necesario considerar antes las siguientes 

fonnulas: 

Volhen Inic ia l  X Dilución Final- Vo1,Final X - 
Di1,Pínal. 

Da l a  qua se desprende: 

v i=  Vf x DE 
DE 

VER vi x Di 
Df 

a i m  Vf It Df -- 
Vi 

Df= vi  x Di 
Vf 

Una vez obtenidas las diluciones e l e g i d a s ,  se pro 

cede a real izar los En3ayor de ünidn para establo 

cer el porcentaje da unf6n d e l  ñntisutiro con el - 
antígeno marcado, Tedricamente se establece la si 
gufente reacción: 



Prineramente SBE) procede B ararcm por duplicado - 
una serie de tubosi diir ensaya canotanda l a  d i l u - - -  

cidn y l a  c lasff icocfbn del conajo a l  que pe)rt(é- 

nece a l  suero y 10s da lfnfdn no Eapscifics. 

LOS CnSsyQl da hi68 COb'fip?XHld6nt 

1.- Antisusro di lu ido  en presencia d e l  trrzatdor. 

2.- Cuentas Tatstles 

3 . -  Unidn No Espci f ica  

1.- Por duplicado, a cacktubo sib introduce 0 . 3  - 
ml da Buffer Fosfataiar; 0.1 n r l  de marea ( h o m n a -  

141 y 0.1 ml dsll antirusro a cada diZuct8n. se * 
3 

agitan en el vortex y se incuban por 13 horss a- 

4% 

2.- Por duplicado, en cadis via l  se introducen - -  
0.1 mll de marca 0.4 ml ds Buffer$ S ml dat lzqui- 

do de centelleo. 5s agitan y so limpian cada - 0 -  

v i a l  con alcohol. Se guarda en la caja  da viales 

protagi6ndolo de l a  lua.(Bsto representa las - 0 -  

cuantPssr rr0tialQS sdfdonadss). 

3.- Por duplicado, en cada taba da ensayas se in- 

troducer 0.1 mi de aarca y 0.4 ml de Buffer PosQ 



tos .  Se agitan y so incuban 1 6  hrs a 4'C.Se ta- 

pa l a  gradilla con papel  aluminio y se rotula - 
anotando el nombre, d e l  usuario y el trabajo rea 
lfzado, so l levan al rofrigerador junto con l o s  

tubos que corresponden a la unión no especifica. 

En l a  tabla  If 2 se muestra el esquema de traba- 

jo. 

Pasadas las 18 hrs a 4.C de incubacibn, se pone 

la gradilla con todos Los tubos sabre h i e l o  es- 

carchado y so les agrega a cada tubo 200 p1 de-  

un8 soliicibn da carbdn dextrán al 1 % y se ag i -  

tan en oi vortex. Se les deja reposar por espa- 

cio da 30 minutos. Se llevan a la centrífuga re - 
frijierada a 4.C y se centrifugan a 3000 rpm por 

1 5  mfnutas. Se sacan de la centrifuga e inmedia - 
tanente después se decantan en v i a l e s ,  se agre- 

gan 5 ml de lfqufdo de centelleo por vial. Se - 
rotula In tapa inüfcando la difucidn y el anti- 

S U ~ T O  usado a s i  cono los qua corresponden a l a s  

uniones no especificas. Se agitan en el vortex, 

se l impia  cada v i a l  con alcohoi y se dejan repo - 
sar por un mínimo de 4 hrs, posterionnmte, se- 

l levan a l  contador de cente l leo  junto con los  - 
viales de las cuentas totales .  
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El antisuero puro y la dilución 1:lOO daben ser 

conservados a menos 70'C. 

Pruebas de Especificidad y Reacción Cruzada a - 
50% R/Bo .  

Continuando con l a  carscterfzacfán de los ant i -  

cuerpos Froducidos, sa, procedió a determinar = -  

que tan sspeci£icas aran en base a l  porcentaje- 

de reacción cruzada que presentaban con otros - 
eateroiders semejantes @structuralmanto, 

Además de l o s  materiaias y equipo u t i l i zados  en 

los ensayas de unión es necesario contar con l o  

s iguiente:  

1 . -  Estandar d e l  Antseeno 

2 . -  Estandaras da las hormonas esteroidas eon - 
seaejanza estructural. 

Preparación: 

1.- Para a i  estandar 1, so toman 500 pL del - 0 -  

stock A (estandar mfls  concentrado) y se agregan 

4 . 5  rmil de Buffer. D e  a s t e  se toman 0 . 5  m3 y so- 

agregan 4.S m l  de Buffer para fornar el estan--  

dar 2 y as3: sucesivamente hasta tener el sstan-  

dar 6 .  

2 . -  Para et1 stock A,  se prepara una soiucl6n 10 

nlM como sigucs: 







TUBOS 

1 - 2  

3 - 4  

5 - 6  

7 - 8  

9 - 10 

11-12 

13-14 

15-16 

17-18 

19-20 

- 5 7  

3 B o 4 1 0 0  J¡I. As + 100 pl H + 500 pl de buffer 

U N E 4 0 0  pi 'H + 600 pl de buffer 

" i O O f i  Std 4 As + l O O p l  'H + S O O p l  de cada Std. 

Std 5 

Std 6 

Bo -(igual que lo s  anteriores) 

UNE +(igual que las anteriores) 

- 

E l  a n t i s u e r o  e s  usado a l a  d i l u c i ó n  e l e g i d a  y e l  - 
t r a z a d o r  con 1 0  O00 cpm aproximadamente.  

La curva  e s t a n d a r  p a r a  e l  a n t l g e n o  se  r e a l i z a  de l a  

misma forma. En e l  desarrollo de e s t a  e t a p a  se  s in-  

gue 61 mismo esquema de t r a b a j o  que en l o s  ensayos-  

de Uni:Ón, e s  d e c i r ,  e l  t iempo de incubac ión  e s  de - 

18 h r s  a 4 O C ;  se ag rega  Carbón Dex t ran ,  s e  c e n t r i f u  - 

ga a 3000 rpm d u r a n t e  1 5  minu tos ,  s e  d e c a n t a ,  s e  - -  

agrega  l í q u i d o  de c e n t e l l e o  y s e  ponen a c o n t a r  l o s  

v i a l e s .  

3 



Ls concantraei6a da ceda estandar de los tintígenos 

usadas CFS la siguiente: 
Cor t i so l  : 
EsranLítlr 1 2175.0 pg/o,s El 



ANALISIS DE RESULTADOS. 

Con l o s  v a l o r e s  de l a s  cuentas  t o t a l e s ,  uniones 

no especificas y cuentas  de cada d i l u c i d a  se - -  
procede a obtener  l o s  da tos  r e f e r e n t e s  a l  por--  

c s n t a j e  de unión en cada d i l u c i ó n  trabajada, p a  

yo e l l o  se aplica l a  s i g u i e n t e  formula: 

da & dilucidn - x b las U,N.B, x 100 - O de U 6 n  

da les C.T. 

Todo este pro tocolo  de t r a b a j o  se r a a l i z d  de ma - 
nara  i n d i v i d u a l  pa ra  cada suero  obtenido por  ca- 

da conejo y de manera semanal h a s t a  l o g r a r  l a  0 -  

d i l u c i b n  e l e g i d a  con e l  po rcen ta j e  de unión de - 
seado. Una vez logrado esto  se procede a l  s a c r i -  

f i c io  de l o s  conejos a travQs del sangrado t o t a l  

por  puncidn cardiaca. 

El cur so  de is producción de a n t i s u e r o s  con t r a  - 
17 beta B2-6-Cb10-ASB (tabla 1 3 ) ,  de l o s  conajos- 

inoculados que sobreviv ie ron  siempre fué  en for- 

ma ascendente .  En l a  tercera semana das musatreo; 

los  sueros  de l o s  conejos  EI ,  BIII y EIV, aiostra - 
ban un S10,  2 1 1  y 50% de unidn a l  t r azador  r e s - -  

pect ivamente,  en una d:llucibn de 1:4 000. 

En l a  q u i n t a  semana de nues t r eo ,  l o s  sueros de - 



. .  
I I 1  
I I I  
I I I  
1 I I  
1 I I  
I l l  
I I 1  
I I I  
I o31 I 
I col I 
I l l  I 
I HI I 
I I I  I 
I c o l c - l  
I 1 0 3 1  
I . - I  I I  m o (u CU o m 
I O I H I  o3 \u O L n m O  
I N I H I  

I I I  
I I 1  
I I I  
i i r - i  
I I c o l - c - m a m o  
1 I I I L n C U - d - O c O L n  

I l l  
I I c-l 
I IC01 
I F91 I I  
I W I H I  
I 41 I 1  
I I1*<5\1 
I o1 CUI 

I 't i3I I 

t- 
cn 
Ln 
\D 

. 03 
a3 

o3 
rf 

. 

00 o 
m 
T- 

\D 
r- 
r 
m 

w 
4- 

cu 
T- 

O 
m 
O 
c\I 

In 
m 
r- 

(u 
m 

CU 
7 

(u 
o3 
L n  

m 
cv 
c- 
. 

4- 
(\1 

c? 
. 

I I I  
I - - I  I 
I $21 rnI 
I -31 o1 
I -dl *ml 
I o1 01 
I L-51 C I  
I N I  O1 
I .dIU4 
I C I  I 
I 51 I 
I si  1 
I C l  I 
I HI I 
I I 1  
I I 1  
I I 1  
I I 1  

w w 
3 
F.1 
H 



estos  conejos atlcanzaban a unir 3 t S ,  351 y 6 0 %  - 
respectivamente COR el  trazadar eft una diiucibn- 

1:8 000, Zn base a io anterior sc determint!! 38-0 

erificarfos el 19 de febrero de I987 (sexta  sama 

ncr), tratzzrido da obtener el máxima de sangre po- 

stblt?.  

Los datos de1 sangrado final, indicaron que el -- 
suero de l o s  canajos h1, 2111 y EIV, unían 3159,- 

- 

38% y 5 2 1  reapsctívamsnta en una diXucidn Ir16 - 
OUQ. 

Como sb podra apreciar, los resultados obtenidos 

fueron superiores a l a  ex ig ida  en un principio.. 

De í o s  t r e s  sueros, fue elegido a l  d e l  conejo -- 
BIV para continuar l a  etapa s iguiente  de caracta 

rizacldn nor haber sido 01 que mejor xesDondi6 - 
da t o d o s .  ne a s t e  cOn6jo se co lec ta  un total db- 

-.L 

30 ml de suero, so tomaron aliquatas de 500 pi - 
cud3 una y el resto f w 6  almacenado con 103 demas 

8 -70.C. 

Las gráficas I ,  3 y 3 ,  muestran sl comportmian- 

t o  quo sigui6 la produccibn de anticuerpas en una 

dilucitin f : l 6  O00 de cada conejo y las graficas- 

4 ,  5 y G Iw curva de dflwcidn de los sangrados - 
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f ina los  de cada conejo. 

Los otros sueros obtenidos fueron guardados en - 
rafrigeracibn en cal idad de segunda o tercera 9 -  

apclbn de uso para RIA. 

lh SI caso de F4-l I*hmisuecinato-ASB (tabia # 4 ) ,  

la respuesta inmunoldgica fue muy pobre hasta l a  

octava sc4miriel de musstreas an que se consider6 - 
necesario rsinmnizar a loo tres conejos que SO- 

hrsvivleron. 

i a  cuarta semana, a i  sumo del conejo PI1 0 - 0  

wiia 28% y paracia poder alcanzar í e t  nSnimo reque- 

rido de \ m i h  ( 3 0 % )  ai)i  US^ di1uci .h  t t 4  000, des  -.. 

gracisdamante en Ir q u h t a  semana baj6 su porcren 

r a j e  de wiBn drsStiCragPt?nt@ hasta un 9 i 9  para gg 

flscer en SI transcurso de isr sexta semana, cabe 

sefiaiar qua' no sa praczicb necropsia algur~a dada 

qua o 1  conejo ya hiabia sido retirado de1 b i o t w -  

rfo cuando se poso P inoyéccionarlas, 

El resto do l o s  conejos mstatuvó oscilanta su pro 

duccf8u ds fmunoglobuliuas, pero sfenpro por d o  

bajo del 15% de w i 6 n  011 dílucibn 1:4i100. 

Despues da haber reinaunirado a los; tress conejos 

restantes, SB dejo pasar una 19mu3381 para p o s t o l -  

rfor B e l l a  coaenzar nuevamente B tomar nuestras 
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sanguíneas sem8na a scbmaaa. En la primera W U ~ S  - 
tra de e s t e  parfodo se observó que los conejos 

P i  y PIIL, respondieron satisfactoriasante, en 

tanto que el conejo PIV se mantuvó casi en a l -  

mismo nivel; en la segunda semana postreinmunb 

zación, 01% logr6 una franca respuesta de los - 
tres conejas alcanzando porcentajes de unidn - 
al trazador em dilucidn 1:4000 de 28%,  38% y - 
23% respectivamente. Se d e c i d i d  en base a es-- 

tos resultados, sacrificarlos a l a  siguiente - 
semana (tercera postrainmunizacibn), pues ya - 

* se tenia la +xpmiencia de l a s  conejos trata-.. 

dos contra Estradiol, on el sentido de que 8s- 

te porcentaje de uni6n se vsr is  aumentado. Ds- 

safortunadamsnta, sucedió todo l o  contrario,-- 

loro n i v e l e s  de unfdn a i  traaador cayeron a ni- 

veles tan bajas C Q ~ O  158, 10.62$ y 11% para - -  
los conejos P I ,  PI11 y PIV aespectivamante. 

Como ninguno de los tres sueros obtuvo el mini 
mo de unidn deseado a l a  dilucidn lr4000 no sa 

cantinu6 c m  la carscteriaacf6n de e l l o s .  

Las gráf icas  7,  8 ,  9 y 10 muestran l a  curva de 

produccidn da anticusrpos da cada conejo inocx 

lado, en una dilucidn 1:4000. Se puede aprer-0- 
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ciar 18 oscilacfbn que 1nos:rt8 2a producción - 
do ancicatcsrya a 10 largo ds tails el perfodo- 

y en t ~ c f o s  los miraalas, PQTO siempre en niv2  

les muy bajas. Mue$tret EadsrmaSs, el afecto que 

tiens Un@, X'simuniz€kcida Cuando las CQndiCiO-- 

nes 10 requieran. 

Las griSificcLs 1 1 ,  12 y 13,  muestran i a  curva - 
da dibluci6n da1 sangrado f i n n i  de cada conejo 

inmunimda y nuevmante resalta la pobre pro- 

ducci6xi Jt? arlticuierpos quo se alcanzó en cado 

dilucibn probada y ,  dasalortunadanienta, por - 
todos los conejos tratados. 

Continuando el orden con que fueron inmuaicti- 

dos las canafos contra cada hormona, la tabla  

I S muestra el curso que sigui8 la produccibit 

cia antlcirarpos contra Cortisol-3-CMO-ASB, Una 

vate más cbs no&orZa l a  aus~ncia do una respues- 

t a  totalmente p ~ s i t l t v a  delppu8s de seis sama-- 

nas de mueorrrao sanguíneo. 

Abn cuando l a  respuesta en los tres animales- 

tratados es mlatiwmento uniforme, estea sa - 
nrortrd por debajo de las niveles deseados be- 

unidn a l  trazadsr en dilucidn l t 4 0 0 0 ,  por --- 
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e l l o ,  el 17 de agosto d e  1987 86 procadid a - 0  

reinmunizar a la totalidad da, l o s  animales s i - -  

guiendo el esquema do irriawríxacfbn or ig ina l ,  eirz 
capto que no sib apl icb  refuerzo alguno posterior - 
mente, si& dejó pasar una somsn~l y a l a  siguíen- 

te se volvid a continuer con l a  toma de mums--- 

tras. Se puttde apraciar que las conejos, en &a- 

nerai, rasyondieron bfan s esta reinmunizacidnt 

pest? tl  US a l  c o ~ ~ j o  CHI s i p u l o  n!ostrando los-  

n5veles ntav bajos de tmiQn on reracidn ~l ios da - 
mas. 

Despuds de análfaar las resultados del sangrada 

J0 La f6pt i iw senana páatreinmunizacibn, sa to-  

mo l a  desicidn de sacrificar los canojos CI y - 
CIZ que mostraban yo el mXnino deseado de p r - -  

centsjs da undbn, siendo sacrificadas ÉL la $en$ 

na s igu iente  [ 15 X-Ed? }. A l  conejo CIiI se le- 

aplfc6 una segunda reiamunisecibn con la espo-- 

ranzet de aumentar l a  raspussta a i  innrunógesro, - 
s i n  embarga, cuatro s~manas üespubs, e s t o  no -- 
fu6 suficiente pars alcanzar a l  pareantaje die - 
unida on ia dilución deseada, por io que se sa- 

crifiO6 arP 30-XI-87.  

Los resultados del mngrado f i n a l  da, los cono-- 
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!>ajadas, resalta, sin embargo la inferioridad - 
d e l  conejo Ti11 en relacidn a los dsnaas, pese 8 

que mostraba niveles superiores de producción - 
en las diluciones 1:lQOO y 1:2000, en la etapa- 

anterior a la reinmunizacibn. 

an las tres semanas anterioras al sacrfficfo,el 

conejo TI1 observd una elevacidn constante sema 

na a semana y por arriba de los niveles de pra- 

duccidn del resto de los animales. E1 conejo - -  
3'111, tambiÉn continuo superando constantemsnte 

su porcentaje de unih, pero siempre en niveles 

inferiores. En el caso del conejo TI, se obser- 

vb una caida considerable en la segundo-amuana- 

postreinmunioacibn, afortunadamente se recupero 

en la tercera y cuarta semana, pero ya no alcan - 
zo los niveles de la primara. 

En la cuarta semana despuds de haber reinmuniza - 
do, el conejo TI1 nos indicaba ya 01 porcentaje 

de unidn deseado en la dilución 1:4000, se deci - 
di6 entoncen sacrificarlos a toüos los conajos- 

en la seman~l siguiante (30-XI-87). Se consider6 

innecesario aplicar un8 segunda reinmunizacibn- 

a los conejos TI y TIII, pues se observd en el- 

caso de anticortisol quo una segunda refnmuniza 



cien no provocaba efectos favorablcs que j u s t i -  

caran su USO. 81 adl i s i i  del suero de sangrado 

f i n a l  de l  conejo TiI, arrojd resultados favora- 

b l e s ,  pues en l a  di lucidn lo4000 unid S 9 . 7 2 $ ,  - 
es decir, alcanzó a aumentar un poco raás en re- 

lac ión n ía penúltima semana, i~ que no sucedió 

con el rests de los animales. 

Las gráficas 20, t i  y 2 2  i lustran l a  produccidn 

que sicuieron loa conojos TI, TI1 y TIIX. La -- 
RrdSfica ili 2 1  corresporids al esquema de pro- - - 
ducci6n que sigui6 el conejo TIT y nos muestra- 

l o s  nivelas de producción tan bajos qua obtuvo- 

en l a s  primeras cinco senanas y sl efecto posit& 

YO que ejsrcid la roinrsunizaci6n para elevar el 

porcentaje da unídn sl trizadar, 

Una vez mbs se logrb alcanzar el porcentaje de- 

uaadn para l a  dilucidn f i jada en un principio.- 

Este antisuer0 (TIX), fub seleccionado para coz 

tinuar con su caracterizacibn, toaandose t a n - - -  

b f l n  las aliquotare; correspandientes y guardando 

e1  resto d e l  suero colectado, Lar otros sueros- 

fueron desechados para 881: utilizadas posterior 

mente 8 inclusa no se continud con su caractark 

zaci8n. 
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Las gritficas 25 ,24  y 25, muestran las curvas da 

di luc l ih  d e l  sangrado f i n a l  dter cada conejo, 

Con la obtenefan da los resultados del sangrado 

final de los conejo8 inmunizadas contra Testos- 

tsrona-3-CYO-ASB y tanriendo ya las correspon--- 

dientes 8 los dstnas intmundgenos conciuyar i a  gri- 

mera etapa [ h s a y o s  üa Unibn) ds caracteriza--- 

cibn de la s  antisueros. 

La Erdfica R 26, muestra la curva astandar de - 
ceda YIR #e l a s  hormonas con que fu6 probado el 

mtisuera contra 1 7 8  Estradiol y de8 l a  curva es 

tandar d e l  propio antkgisna. 

Sa aprecia 41.143 el, E ~ R ~ ~ S W ~ Q  tiene un a l t o  grado 

da especificidad PUSS s610 CTUZI 1,28% con ES-- 

trona; con Estriol gr8cticamenta no cruza, pues 

su nfarel da rrsaccih cruzada es de 0 . 0 3 % ;  con - 
Btinfl Hsttaidiol sdlo 0,0051 y con Cortfsal y - 
17acEstradial definitiramante no C F U E B ,  

Cabs rosaltar que eat*  antisuero se trabsjd on- 

diZuci8n de 1:16000 y la implfcacidn directa - 
que e s t o  tiene con el ndmara do pruebas en que- 

puede ser utilizado, 

La grgffca da reaecidn cruzada ( f i g , 1 2 7 ) ,  asn el 
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trabajos de Radiainmunoan~fisfs. 

Una vez obtenidos los  resultados de l a s  pruebas de 

ratnccibn cruzada de cada arrtisuero producido con-- 

c iuye  l a  fase de stvarluacibn de los antisurros y -- 
marca ef cumplimiento parckai d e l  primer objetivo- 

i q u e s t o  til i n i c i o  de o s t e  trabajo. Desafortunada- 

mente E d  posfbla producir anticuerpos contra - 
Progesteroaa corno ostaba platrtrrado a l  i n i c i a  cis e 2  

t e  trabajo. 



u I scus I ON Y CONCLUSLUNES 

Se logrd ia produccidn de aneisueros contra Bstra - 
d i o l ,  Cortisol y Testosterona. 

En e l  casa de Estradiol ,  los  resultados obtenidos 

fueron muy superiores a las exigencias mfnimas de 

producción que se tenfan establecidas. Se alcanzó 

una díluciGln i : i 6 0 0 0  un porcentaje de ilnfón - 0  

d o l  5 2 % ,  que nos indica la respuesta inmunol6gica 

t a n  positiva y POT ende l a  praduccidn de anricuer 

pos tan elevada que se obtuvo. A s i  mismo, el p e - -  

rriodo de produccidn para obtener e s t o s  resultados 

fuB el mas corto CIS todos, no hubo necesidad de-- 

reinmunizar y se obtuvo una excelente respuesta - 
general en los  aninales  inoculados que sclbrrsvivie - 
ron, 

Cabe destacar, que todos los animales superaron - 
grandemente los requerimientos de producción mini - 
mes deseados. 

Durante la Ease, cis exposición al inaunógeno, fos- 

conejos consumieron alimento Jot inanera normal y - 
no se presentaron síntomas que nos indicaran a l - -  

gbn trastorno patologico. En e l  caso d e l  conejo - 



E XI, que fal’lsciiá por Jesnucamiento, conviene 

apuntar que no se contaba atin con experiencia - 
en el manejo de los animales y coPeccidn de - - -  
muestras sanguineas, 

La evaluacidn d e l  antisuero e leg ido ,  indica am- 

grado adtxuado de especificidad para su antígce- 

no ya que su porcentaje de rraaccidn cruzada más 

elevado 8s menor al 2 9  y no representa de ningu 

na manera uca lfmitante para uso. La s s n s i b f í i -  

dad d e  ensayos es adecuada por l a t  curva estan-- 

d a r  d e l  antgzeno. Asf mismo, se obtuvo una bue- 

na cantidad de suero sanguineo qua a l  ser traba 

jade en la dllucidn sefialada anteriormente parmi - 
t i rá  realizar una gran cantidad de Radioinmuma- 

RCil i s  is. 

Los rerultador, presentadas indican que el inmune - 
germ utilizado fué lo suficisntemante agresivo - 
sn su e s t f ~ i u l o  y quu la conjugacibn llevada 8 C B  - 

- 

- 

bo es l a  sldacuttda para obtener antisueros aspece 

£icas . 
En el caso dhti antisuero contra Cortisol, no sei- 

observaron rssultados tan s a t i s f a c t o r i o s  tan cue: 

t o  a l a  producción de antieuorpos, s i n  embargo,- 

las curvas de dilucida nos indican un porcentaje 

de unidn superior al mXnirno deseado en la dflu-- 

cidn 1:4000. 



Daspuih de variar semanus de sxposlcidn 101 In- 

wunbgena, en las que no se lograba el porcenta 

js de u M a  taXs5mo daseado @A l a  dilueidn ref% 

rida, se precisó rariamuniterr a los icotlsjos s - 
f i n  ds sstilaular más ai. sistema inmunol8gico.- 

Afortunadamente, asta aceidn nos parasiti8 sa-- 

tirfresr iatrgrmsnte los aeyuerimiontor dm -- 
producctbn de anticuerpo~ que se tenían marca- 

das cota anterioridad. Podamos csnsid8rrar que - 
este imunbgtsaa ao fu6 tam agresivo coso o 1  de 

klatraclioi ya. qug el tiaapo ds axporicidn de - 0  

tos  ani~mlea  fub mayor e incluso hubo necasl-- 

dad d. rsinmunitar. As1 m í s m o ,  18,610 un conafa- 

rasponüf8 satisfsctorfamente, a1 respecto es - 
necesario señalar que e1 nihere de anhales -- 
utilizados flr6 muy pequeno, pues 166 rbcosienda 

utilizar un mfninnr, de dfea  aufmales por inaiung 
geno 8 apiicar y nosotros $610 trabajamos 4 - 0  

raimaies como náxftgo, an ei caso du Cortisol+ 

Tsatoote~ona sss utilizaron tan o610 3 conejos. 

La causa funefarsrentsaf de esta acción Iub debida 

a la falta de csrpacio y de jaulas en el biots- 

r i ~ .  La segunda r~inwtiaieacibn rplfcaidsi a l  C O I  

nejo CXXX, no tuvo al m i s s i l  arrkscto que l a  pri-  

ama reinxaunizacibn ya que posterfor a e l lo  0 -  

existieran biuctuacionsr níniaras qua nO ~ e r n i * i z  



san alcaazat las necesidades EaXniniar dar pro--- 

duccih, 10 J U ~ S  DOS indica la inutilidad de - 
una tercera inmunización, 

Los resultados obtenidos del anslisir de este- 

antisluero nos indican un8 b ~ n 8  especificidad- 

para con su aatfgeno. B1. elevado porcentaje de 

reacción cruzada que mststrsr para con 11-Dsso- 

xicortisoi, (BS un doto de gran importancia qua 

parmita ajustar resultados en pruebas de Radio 

inaunoSaá1isis que utilizan este antisursro, 

La d s f i c i s n c i a  64 especificidad en este senti- 

do GO implica una limitante en su usa. sino - -  
rags bien  un factor de cansidsracidn Iba e l  ana- 

i is fs  de las muestras desconocidas. 

El resta da las hormonas usarlas para confundir 

a l  antisuaro mucastran porcentajes demasiado b a  

Jodi, que RO flagan siquiera al 28 de raaecih-  

cruzada. 

La curvo estandar dial antígeno swplsado nos i n  - 
Sics qua fe sensibilidad del  ensayo es adacua- 

da pues el antisuero utiliaedo reconoce In  con 

centracitin was pcsqucri.fiia cantaraíüa en el astan-- 

dar ahoro siete. 



81 ant iswro contra Tsstostarona tawbih lieavd 

implicft í i  Xa nacesidad de reinmunizar los cone - 
j o a  tras un perfado en el qua se tenían porcen - 
ta jes  cis unidn demssfwdo bajos. So ProstrB, una 

v4tz atis, qua la reínmmizacibn t iene efecros - 
positivos sobre 01 amento ea l a  produccidn de 

anticusrpos; a l l o  esta acorde con lo sefinleido- 

en l a  literatura respacto a f a  respuesta dada- 

8 tins priwera reinmunización por l a  capacidad- 

de memorfs fnmunaldgica COR que cuenta e l  ergs 

nismo, 131 portantaje da uaf6n de1 sangrado f i -  

nal  fub  superior a l  srsfiafiado como mfniws en l a  

ciitucibn 1:40(10. 

Abn cuandu sbto WFL conejo resyonüib s a t i ~ f a c t o  -.c 

riamento, 8s natcesario raserltar el 4rscho da - -  
que slliio se trabajaron UII total de  tres, lo -- 
qua nos límite lor  resultados finales que se - 
pudieran kabsr obtenido si el nhsro  da, anima- 

les hubiera sido mayor. 

Dasaforeunadmsnte, l o s  logros obtanidos con - 
a i l  liimundgeno contra Estradioi no pudieran ser 

igualadas en cuanto a l a  respuesta nanifastada 

por l a s  animales.lo qua nor hace reflexionar - 



sobre una posfble  deficiencia en la calidad del 

ánmuni5g~n~ a t a l  vet en u desacoplaaianto d e l -  

asteroida 8 l a  proteína, pues arl proceso da in-  

munizaci6n fuie ai mismo, ningGn conejo lnenifes- 

to sfxitomas patolosicoa y recibieron el mismo - 
nanofo y aíimentacf6n que las otras, 

13n cuanto a l a  especificidad y reacción cruzada, 

podamos concluir m a  vet m h ,  que 1s conjuga-- 

ei6n llsvada a cabo tub l a  adscuacia para abte-- 

mr ruitisueros especfficos 8 su antfgena, p u ~ s -  

ai mayor porcentaje de reaccibxr cruzada alcanza 

da fub d e l  lo que no rarpraoronts un factor - 
de rechaza, perra su uso an pruebas d e  RrPdiofnmu- 

nasnálfsls. Incluso $8 pudo constatar das mmzera 

práctica l a  safhlacfs en los antecedentes, e& c s i -  

sentido da que ler poaicidn 3 y el puente Carbo- 

xiwetiloxima, SOR condiciones nacasariatr que da 

tamiaern especificidad en los anticuarpos produ - 
cidos, A s í  misma, observa también una sensfbilf 

dad d0 ensayos adecuada que se desprende por i i a  

CUWB estandar qua sp1 r b a i i z d  pars sl antfgano. 

Eamsntablamnte, an el caso d e l  antisuero con-- 

tra Progesterona no se logre su obtanroibn y p o t  

- 

- 

- 



t e r i o r  c a r a c t e r i z a c i b n ,  dado que e l  sangrado - 
f i n a l  a r r o j ó  r e s u l t a d o s  nega t ivos .  La curva de 

d i l u c i ó n  de cada conejo no alcanz6 l o s  porten* 

t a j e s  de unión e n  l a  d i l u c i d n  f i j a d a  como mini - 
ma, pese a que en l a  semana a n t e r i o r  a l  sacr i -  

f i c i o  mostraban niveles de produccibn muy posi - 
t ivos.  Sin embargo, se presen t6  un descenso en- 

l a  produccidn de antfcuerpos.  Se manifestó t a g  

bier, una buena r e spues t a  a l a  reinmuzacidn que 

nos permi t id  una buena r e spues t a  pern no pro--  

longada como se esperaba.  

E l  descenso t a n  pronunciado que se observó de- 

una semana a otra obedece fundamentalmente a - 
que l o s  animales s u f r i e r o n  una a l t e r a c i ó n  en - 
su es t ado  de sa lud ,  pues en el t r anscu r so  de  - 
19 ú l t ima semana se observaron síntomas de dis - 
nea,  anorexia  y pdrdida de peso, e l l o  nos mo-- 

t i v o  a s a c r i f i c a r l o s  pa ra  aprovechar l o s  nive-  

l e s  do producción con que se contaba, l o  que - 
lamentablemente no sucedio.  En e l  caso d e l  co- 

nejo PI1 que murio en e l  t r anscu r so  de l  per fo-  

do de producción, no se p r á c t i c o  necrops ia  - - -  
puesto que e l  animal habfa s i d o  ya r e t i r a d o  de4 

b i o t s r i o .  S i n  embargo, s e  cuenta  con informa-- 



c i d n  extraof ic ia l  proveniente d e l  b ioter io  d e l  

insíitut,) Nacional de la Nutric idn Salvador Zu - 
bíran, en e l  sentido de que los animales pile- 

cen una Nournonfa que 1.0s conduce a l a  muerte.- 

A h  cualido est0 animal. dgas antes de su fa l l e -  

cimiento tanbign present6 síntomas de trastor-  

nos fisiológicos, donde se destacaban los da - 
carfictar respiratorio d í a s  antes de su falleci - 
miento, l o s  niveles de produccibn RO alcanza-- 

ban aGn los sefíalacios como n€nimooi, por lo quo 

se d e c i d i d  esperar una recuperacidn del mismo, 

lo qirs AIO sucedio. Hs en e s t o s  casos, en donde 

se hace i&S p a t e n t e  e l  contar con un mayor AC- 

mero de animales a fin de ampliar l a s  p o s i b i l i  - 
dades d e  &xito .  

Las curvas de desplazamiento que se obtuvieron 

con l o s  anttsueros obten idos  son identicos a - 
las producidas con si antisuero de referencia-  

(Organización Mundial de l a  Sa lud) ,  por l a  tan - 
to ,  se concluye qua en forma i l q u f d a  a l  nenos, 

l o s  anticuerpas son equivalentes. La segunda - 
etapa de evaluación f i n a l  de los anticusrpos - 
s e r á  cuando Bstos SQ produscan en forma I i o f i -  

lizada, para e s t o  proceso se requiere e1 con - 



curso de l a  industria farmaceuticr, par lo que 

al proceso final de estandarizacfbn rabasa el- 

plantaamianta i n i c i a l  da este  trabaja ds t b s i s .  
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