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1.- 	1ntroducc1ón. 

A principios del siglo {,asado, fuee' aislado un alcaloide del 

opio que se denominó morfina. 	Para mediados del siglo XIX, el 	- 

uso de éste alcaloide era preferido sobre el l¥íudano y otros ex-- 

t ra c to s crudos del opio. 	Fu 	hasta ese momento cuando quedaron - 

esclarecidos sus efectos tóxicos y de adicción, además de sus ac-

ciones analflúsic<as, euforizantes y narcóticas. De la observación 

de que, aún a bajas dU sis, el ¡somero levógiro de la morfina era 

más potente desde el punto de vista fartna col 6gico, se con teraplú - 

la posibilidad de la e>:istenci a dentro del Sistena Nervioso de un 

receptor de alta afinidad esteroespccífico para los opioides. 	E=n 

1973 Pcrt y 5nyder, comprobaron la existencia de tal entidad en - 

el tejido nervioso. 

Las propiedades de los receptores a opiaceos sugirieron que 

ésta entidad cumple una función fisiológica dentro del Sistema -- 

Nervioso Central (St,C). 	Para mediados de los años 70, existía 	- 

evidencia a favor de ésta posibilidad, derivada dr. estudios neuro 

fisiológicos en que la estimulación eléctrica del área gris con-- 

tral del cerebro medio producía un efecto ana1ci é sico que podía 	- 

ser 	atenuado 	por 	la 	naloxona, siendo ésta 	61tirna un antagonista 	- 

de 	los 	opiaceos. De 	ósta 	forma, era posible 	que los receptores 	a 

opiaceos, fueran 	el 	blanco 	de o cc: 1ón de 	opioldes endógenos hasta 

entonces no 	identificados, 	y cuyo 	efecto fisiológico podía 	ser 	si 

m11ar 	al de 	la 	morfina . 	Por es t.a 	r a;.ón se 	investigó la 	capacidad 

de que extractos crudos cie cerebto mi '(i:aran la acción de la - 
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morfina un 	la co n ir uc c ióx dpl vas !|of , ,.`!L  del ro LÜn ^ 	y cl 	i l ey!» 

de cobayo. Sc cmoprnhÜ dc éct.a Ido(/n que los extractos poseen 

un   aCLividad opinide. El sigoiooLe pa so f:é rl nislami,nLo e 	- 

identificación do los susLaxcias rospoosahloc de ésta actividad, 

¥¥ 

siendo las 	primeras co doscoh,i/'se. \as douoo¥i/¥odas cncofolinas, 

/Lcucica [occ[alina y HcLionina [ncofalioa\ que sólo di ieren on- 

U 
trc s¥, en 	el aminocícido del extremo carhoxilo, teniendo las si-- 

9oiontc3 secuencias: la Lcvcino [ncpfolioo Tir-Cli-Cli-Fnn-Leu ` 

_ 
mientras quo 	la Mc(ionin3 [occfolino ` lir-Cli-Cli-Fcn'M oL. 

Lo 	identificación y aislamiento de estos péptidos co 1975, 

U aunado al 	Posterior descubrimiento de una gran familia Je pÜptidos 

upioides, hun abierto un amplio campo de estudio. Las 	investiga - 

1 ciOnel relaciona d as con los pé|¥Lidos ood ó gon0s en e l S/|C. han co n 

frontado a 	los cionLificos con problemas meiVdolÜgicos en cuanto 

' 	̂ 
a 	su identificación y cuantificación, yo que las técnicas cnmoo-- 

monte utilizadas para el ao¥lisis de los neurotransmisVres de -- 

origen o0 	péptidico, resul tan inadecuadas en este campo de 	traha- 

¥¥ jo. La 	¥omple ~¥idoJ química de los pÜp(idos y sus bajos nivel es 

I
de COxcnntraciÜn oo nucstrna hiolÜgicas ^ impnsibilitan el uSo de 

éstas técnicas. 

¥¥ 
¥¥ 

Para 	el 	estudio de la función do éstos ppntopÜptidos en el 	- 

U 5NC` es 	necesario una técnica de medición las poseer que tenga si 

goieotes características¥ 

Ul\ Especificidad hacia la sustancia que su desea medir. 

U 
2\ Al La 	sunsib1lid ad y prcisiÜn. c 

3) Capacidad pura ro cesar si tau] tonooyeoic un yron oÜmero do mous 

U 
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Al 	efecto, 	cl 	raciioirwnittoeenlsayo 	ha 	s ido 	amp1 1a! 	ente 	utiliza - 

 

 

do 	en 	u euro 1)io]ociía, 	por 	ser 	una 	t.ccuica 	que 	reut►r 	Esta s 	tres 	con 

' dic1onos 	det'i' vafldo 	la 	es 1)t:rc11 ieida(1 	y alga 	a fiuidadd 	inherentes 	a 

las 	reaccion o s 	at1t.ígeoo•.at]i.icuerpo. 

u 
El 	objetivo 	de 	í,st.c 	trabajo 	es 	el 	de 	desarrollar 	ésta 	técni- 

' ca 	para 	la 	medición 	5c1cctiva 	de 	las 	e11cefali11as, 	preparando 	eonju 

fiados 	pa ra 	iinitini1,, aei6ti, 	para 	gtie 	cou 	c11os, 	se 	o1) tenga ti 	sueros 

específicos 	coritra 	las 	etic- efa1itias 	Esttldlan(lo 	e,1 	título 	y 	afini 

' dad 	de 	los 	sueros, 	se 	escaqer¥in 	los 	que 	permitan 	desarrollar 	un 	- 

radioinmunoensaya 	altamente 	selectivo 	y 	sensible 	y 	optimizando 	- 

las 	cotidicioues 	de 	los 	I'adíioitli'ietloe usa yos 	para 	la 	detección 	y 	t`Icdi 

ción 	de 	las 	Cllcefal itlais 	en 	(nue'str'as 	biológicas, 	(le 	ésta 	forma 	po- 

sibilitau 	el 	estudio 	del 	papel 	de 	c 	ías 	moléculas 	en 	el 	StIC. 
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' 	 ] J 	Antecedentes y e,Clll.l'i:l ld<t_ (!i, 

1 	A. -- 	Pel)tidos Opio ido 

El 	descubrimiento imierito de 	la en 	años 	asados 	 existencia (le 	moleco 

las 	con 	una 	alta 	accivielad o1)ioide 	(11 ti;hes 	y 	col. 	1975) dentro 	- 

del 	SN, C, 	1ra 	atraído 	la atención 	de 	muchos 	investigadores, por 	su 

posible 	utilidad 	en 	la medicina. 	El 	a11tiquo 	y 	continuo interés 	- 

en 	ésta 	clase 	de 	di-oras, es 	el 	resultado 	inevitable 	de su 	utilidad 

' en 	t11edieitia 	corito 	sedantes, i11doc-- 1qricos, a tia 	 antidiat'1'eicos, e 

tares 	del 	sueño, 	entre otros 	efectos. 	El 	mecanismo 	de acción 	de 

los 	alcaloide s 	del 	olio colmo 	la 	morfina 	y 	el 	ciento 	de sustancias 

' sintéticas 	relacionadas, ha 	sido 	objeto 	de 	estudio 	por m 	s 	de  

200 	años 	(Eddy 	y 	f1ay 	1973). Del•osno, 	co 	1803 	y 	Serttitiet- eta 	1805, 

1 del ais1at-oti 	o1)io 	el- tido titiat 	sustancia 	cristalino 	deriorninada pol- 	- 

' el 	último 	iovestiO_dol cono 	morfi no 	y mostrando 	que 	poseía el 	mis 

itio 	efecto 	que 	el 	opio 	en el 	perro. 

Un 	gran 	número 	cíe 	evidencias 	se 	he 	a corno 1oCio a 	10 	1arco 	de 

1 los últimos 	50 años, 	mostrando que 	la 	acción 	de los 	opioides 	den- 

1 ti'o del 	organismo, 	dependen 	de su 	interacción 	eoti un 	receptor 	es- 

pecífico. Esta 	eviidencia 	frió ¿irip1 iamente 	estudiada por 	Ceckett 	y 

' Casy (1954), 	¡lortoc¥hese 	(1965), Jaeobsorr 	(1971) entre 	otros, 	y 	pue 

de ser 	resurtida 	corlo 	s ique

1 	

: 

a) Existe 	tina 	estructura 	(química básico, 	capaz de 	producir 	todas 

las acciones 	del 	opio. 	Esta 	estructuro 1)íísica se 	fia 	establecido 

en referencia 	de 	les 	presentes características de 	la 	molécula 	de 



5 

1 	la mor fina: 	sie1)do 111d15i)e'n5Ob1C,S 1d (pr(l5Orcia (1( Uti a 111110 aro- 

1 	filá ti co y el con ten i(lo (le I1 -itrocleno, gene ra1 ¡te t"ite, c0rio u11 a:110ni0, 

que este local i fiado é1 una (ll s talnc la (ie das a 1o11105 de carbono so tu 

raclo riel anillo a roma tico, t¥lmbiú11 es de importatleia el grupa hi - 

droxilo y el fencílico (Eddy y May 197:7). 	Algunas sustancias sin 

téticas reldcionada 	con 1 	1:0ef i na 	coii3O la etol'firld, poseen (lila 

actividad d e 5,000 tl 10,000 veces sil¡;c l- ioe a 1 a Illor -f'iti -1 v di fiere 

en muy poco a la estructura ele í ,;ta. 	(figura 1 

b) La Inorfiiia es titi¿l Illo1ée.ti1o, a siwé1r'ica Siendo la forma 1evógii- a 

el isolller'o activo, mientrc s que el dextrógiro tiene muy poca acti 

yida(1. 

c ) Se ha observado Cele ¿l1UUnos (iet'iva(los de la morfina, pueden ac 

tuar como antagonistas de los opioides. Los cambios pequeños en 

la 	estructura, por ejemplo la s(lstituci6n d e un nrupo ¿l1i10 den - - 

tro de la morfina, convierte a tit)a droga de ser titl potente a tia1 ye 

slco, a otra que 1)tiede inhibir el efecto atla196sico de lo Illot'fi¡la. 

La 	farmacología llloleculor - de los opiaccos y sus receptores, 

Macla pensar que 1a es piar ifieidad de estos ú1t irnos , estaba des ti 

nada a reconocer y responder a una li101 i ct l il ennd ógena , que 1)t'Oduge 

ra los mismos efectos que 1tt morfina (Cullier 1973). La evicie11-- 

cia directa favorecía tal pos i1)i1jd d, dei' ivado de estudios tietiY,o 

fisiológicos. Los estudios anteriores al descubrimiento de un -• 

ligando endógeno, fueron reportados por 1969 (Reyno1ds 1969) en -

que la estimulación elóctrica del l;erimetro dorso-lateral de la 

Sti5ta11Cira gris ee11 Ira 1 	(.le1 core1)1'o 1111'010 	ro(ltice ¿l 11 a1(les1a, 	1)r0- 
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t1 
FIGURA 1.- Morfina y sus Derivados. 

■ La morfina es el analgésico de más amplia uso, siendo ('s te 	- 

un alcaloide natural que se extrae del o p io, (fue es Cl jugo deseca  'j 	¥ 	 .i 	C.S.¥CiI 

do que se obtiene por la incisión de las cápsulas verdes que con- 

t ienen las semillas de la adormidera, Pa p:> ver sommiferum. 	Eo el 

opio se encuentran dos grupos principales de alcaloides, los fenan 

trénicos, entre los que se incluye la morfina y la codeína, y los 

bencilisoquinolicos que incluye la papaverina y la nüsCapina. La 

codeína es el 3- metiiéter de la morfina, sin er►rbarejo a igualdad 

en peso, es menos potente que la morfina. 	Por otro lado la hercí 

na o diacetilmorfina que es sintetizada a partir de la morfina por 

' 	aceti l ación de los grupos OH íeuól i co y alcohólica, es ,rn¥ís potente 

que la morfina y de igual forma el lavorfanol. 

u 

u 

1 

u 
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banciose 	en 	c .ir•ug la 	cie 	e 	i)1e)vació11 	en 	(1 	cerebro 	de 	las 	ratas. 	Es 

te 	dato 	es 	corroborado 	por 	Mayer 	y 	l_ i et,c;l:'i n 	1 97 1) , 	al 	demos trar 

que 	la 	estimu1aeión 	eléctrica 	en 	el 	ár( , a 	gris 	central 	del 	cerebro 

U medio, La 	 de 	és produce 	un 	efecto 	anafe#(?sico, 	ana1(gC!sla 	at?teniela 

ta 	forera, 	puede 	ser 	atenuada 	por- 	la 	n¥:r1o:xona 	(Al,i1 	el 	al 	1972 	- 

1976) . 	Mientras 	que 	Jacob 	y 	col. 	( 197 ,1) , 	encontraron 	que 	el 	ra-- 

' tón 	puede 	ser 	m 	s 	setisi1)1e 	al 	del or, 	por 	inyecciones 	en 	pequeñas 

cantidades 	de 	halo}:olla. 	Es 	r'eeietiteinetlte 	que 	Se 	ha 	demostrado 	la 

existencia 	de 	receptores, 	 las 	moléculas al 	.dituntu 	específicos 	¡para 

' opioides, 	tanto 	el) 	el 	cel'ebr'o 	como 	en 	otras 	1'e 	 ti Cjiones. 	Go1dste,i 

y 	col. 	(1971) 	fueron 	los 	primeros 	en 	descubrir 	tales 	receptores 	- 

' en 	el 	cerebro 	del 	ratón. 	r'in,a1menLe, 	la 	evidencia 	experimental 	- 

hizo 	desvanecer' 	las 	dudas 	y 	objeciones, 	cuando 	en 	1973 	los 	docto- 

' Snyder 	Per't 	 la res 	 y 	comprobaron 	existencia 	cie 	receptores 	especí- 

ficos 	para 	los 	opiaceos 	en 	el 	sistema 	nervioso. 	(Pert: 	 y 	Snyder 	- 

1973a, 	b). 

U 
Se 	realizaron 	exn'1'ii?:' nt.os 	marcando 	los 	sitios 	de 	unión 	en 	- 

forma reversible coti ot)ioides 31t (se requiere para esto de ligan-

dos 3H cíe alta aetiviciad y especificidad). Un cuidadoso lavado -' 

para remover las uniones no específicas, demuestra que éstas exee 

den en gran medida al r,t;r.ero ele sitios específicos, los que se en 

cuenran a una concentración de 30 pinoles/q de cerebro (Per't y - 

Snyder 1973a, h, Simon et al 1973). 	En elegantes estudios reali - 

zados por Kuhar y colaboradores con 1,a técnica de auLorr- adiodra-- 

fla, demuestran la existencia de receptores a Op iaceos, enc011tran 

dose el ti t? estati concentrados en ¿ir'e'15 el11e re9ti1a11 funciones inv0ltl 

cradas con los opioi des , especialmente 1a integración de 1a1 per- 
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cepci6u riel dolor y  1 a 	('cafior - ia 	(Pee t r_'t.al 	1 J1 	, ht;:e'rr y Y,uhar 	- 

■ 1 9 7 7 	l) , c) . 

■ Estas 	ol)scrvaciones 	fueron 	' 	cor,¥.,cid:1as 	ccUcÜ 	indicios 	adiciona 

I i eS 	de 	1 a 	exi stenc i¿t 	de 	url 	o;) i 	idc 	crí±6geno, 	,• 	cuya 	a cc:iáo 	era 	1)1u 

queada 	por 	la 	nalo; ona. 	Ifu(11h 	S 	ittvc,stinó 	lar 	p osibil id)d 	de 	niinieti 

' zar 	el 	efecto 	de 	1¿t 	Inorfill:r, 	po r 	n;id 	o 	cíe 	extractos 	crudos 	de 	cor( 

1)r0, 	en 	ensayos 	de 	i11hi1)icl(ítl 	Cíe 	la 	contracción 	del 	vas 	doforv11S 	- 

1 del 	ratón 	y 	el 	ilou►il 	di' 	cobayo 	ante 	estlfal(l 	ción 	eléctrico. 	Se 	- 

mostró 	de 	ésta 	forma, 	que 	los 	extractos 	cerebrales 	poseed 	una 	molé 

culo 	que 	mimetiza 	e 	e a 	morfina 	 „r .1 	efecto 	de 	l¥. 	Lto, 	lrt¥ .. q y 	que 	es 	bloqueada 	por 

■ la 	naloxona. 	Demostró 	de 	ésta 	manera 	que 	tales 	extractos 	cante-- 

nían 	péptidos 	con 	un 	peso 	molecular 	entre 	300 	y 	700 	doltones. 	Si- 

■ mu1tanea,llent,e, 	varios 	grupos 	pos e 	a 	preparaciones 	parcialrlente 	pu 

rificaclls 	de 	extractos 	con 	moléculas 	opi0ides 	encióyenas 	de 	cerebro ■ 

de 	mamífero 	(Pasternak 	ot 	c!1 	1975), 	cié 	hipófisis 	(Teschcrnacher 	et- 

■ al 	1975), 	y 	de 	líquido 	cerebroespinal 	(Tc, re11ius 	y 	Wahlstrom 	1975) .  

Hughes 	(1975a, 	t)) 	fué 	quien 	aisló 	del 	cerebro 	de 	porcino 	los 	prime 

U ros opioides 	e►1dógenc)s 	en 	estado 	{furo, 	a 	los 	que 	denominó 	encefa- 

■ 

linos 	(Enc). 

■ Su 	estructura 	fué 	descrita 	por 	liuc¡ales 	y 	col . 	(1 975 	c) 	y 	la 	quia 

U de 

originalmente 	¡)arrecía 	ser 	una 	sola 	clolécti1a, 	resultó 	ser 	la 	mezcla 

dos moléculas 	distintas, 	que 	difieren 	tan 	sólo 	en 	el 	ainino¥cido 

' del 	extremo 	carhcixi1o, 	las 	inccfal inri 	(Fnc) 	pos ceo 	la 	siguiente 	-- 

secuencia: 	Tir•-G1i--Gli-Fen.Lcu 	(leuc ina 	encefalina, 	Leu-f_nc) 	y 	- 

■ Tir-Gli-Cli-Fcn-•fict. 	(metionin¿l 	encefa1in,1, 	Met.-Cnc), 	la 	proporción 

iletc,rniinada 	1)or 	iluy les 	fué 	íle 	1 :S 	res puctiv'mote, 	[le bido 	d 	su 	- 
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siti)111e estructura, t' ¡pj(taInCtnte fueron 11it( tetiaodos y estudiadas eti 

muchos 1 aboroLorl os 	La CC)nf i r mac 1 6 u cl l.' 1 a e,s 1 t, tic toro propuesta - 

Por 	t( tic; he S , fu 	01) t un i da por Si monto." y S11yder (1976), quienes ais 

1aron el viislno ¡par cte pupf.i(1os d e c c. 1--, 1) 1 - 0 de cl<!r):ado va con u, pero - 

en una proporción diferente a 1 o ellcclnt.i'0cla por !lug1)es. 

Como punto de iut.erés e 	su es t. !- uctura, t{ug1;e s observó que la 

secuencia de la 14et-Cric estallo contenida en el poi ipéptido C3-Lipo- 

1r'ofitla (E3-LPI!). 	Es decir que la secuen(cia de 1a) Met-E11c corres - - 

pondía a la secuencia de aminoJ:eiidos dc)1 61 al 65 de la trlo1écu1a -

de B-LPE{. Paradójicamente, la secuencia de ainiuojcidos de ésta -

hormona 1)ipofisiar'ia, había sidc) re por t: ada diez anos atrás ( L i et 

al 1965) y se sabía ya que contotiía la secuencia completo de la - 

11o1"Igo11a E; in,Clatlotl'oi íi,,) (u, - M s,ti). 	11 r'op0uiendose entonces a la 	- 

E3-L1Ei cono 1)r•ectirsora de la :3 Mi1 y de la Me t.-L11c. 	Foco después - 

Bradbury y col . 	(1976) que estudiaron el fragineuto carboxilo ter- 

minal constituido por los almino¥icido.s 61 a 90 de la B-L11 11,, informa 

ron que éste fragineuto ten ld í:ctividad anal gésica, así como alta - 

afinidad por los receptores cerebrales. Era claro, que éste frag- 

I))etlto tal17b1éii Cotli:enía la Secuencia de la me tioliilla eticefa1itla 	- 

(61-65 de la 13-LPH). 	Al ini silo tiempo Gu111ellliu y col . 	(1 976) ais- 

1anon va r•ios péptidos col? Olctii."idad inorfoln1né tic a tanto del 11ipotá 

lamo, 	corno de 	la 	h1 p6f1s1s. 	Ademcls c1e1 ya 	mencionado íra9mento 	- 

carboxi l o terminal 	de 	lo 	1.3-L:f 11 	llamado  tambicn B-elldorf l tia (Cox 	- 

et 	al 	1976, 1.1 	cut 	gil 	1976, 	Bra(1E)ury cut: al 	1976), identificaron las 

sus tarici as denollli midas 	c 	endc)r'í i no que es 	el 	fragmento 61 -76 de 	1 a 

E3-LPI! 	y 	1í9 ' 	c'IlcIC11'fi17a 	con 	la 	secue(1(:1;: 61-77 	de la 	E3-Lfll. Al 	- 

igual 	que 1 i( 	rS 	endC)I'f i ti¿i 	, 	1 a 	- c 	y 	Z' e17dor 1 	i no 	coiit i 1'non 	e11 	S extr'e 
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mo arni no l a secuencia de l a Ma1. --I:nc: , ¡ ropo ni endo que l a B-1. PU se- 

ría el precursor de todas estas moléculas. Para 1977 t'tains, 	-- 

E i p por y L 111 encorrtr•aron que la seuuancia de la Ci- LE'H, así como 

de la hormona adrenoc:or•ticotrofica (,1CTH) aparecían a su vez en - 

otra molécula ele un 	eso molr_cul a 	mayor, de non inandol a pro -opio - 

cortina (figura 2). 	Existen algunos argumentos contra la hipóte - 

sis expuesta anteriormente; por una parte no se expl ica el origen 

de la Leu-Enc,y por otro lado Bloom y col. (1977) por métodos his 

toquímicos, demostraron que las endorfinas y las encefalinas 	-- 

(Enc) se encuentran distribuidas en diferentes grupos neuronales. 

Para 1979 se había encontrado una serie de argumentos, que apoyan 

la idea de que las Enc poseen un precursor diferente al de las en 

dorfinas. 	Estudios de ontogenia en el sistema de las Enc y de  

las endorfinas (Bayon et al 1979) demostraron diferencias impor-- 

tantes en la aparición de estos dos sistemas. Para fines del mis 

mo año, se develó la existencia de otras moléculas que poseían una 

mayor semejanza a las [nc, como es el caso de péptido triptico -

adrenal que tiene una secuencia formada por Tir•-Gli -Gli -Fen -Met-

Lis, o el heptapéptido adrenal Tir-G1 i-Gl i-Met-7krd-Fen (Stern et 

al-  1979) , los que serian buenos candidatos como precursores para 

la Met-Enc. Relacionados a la Leu-Enc se encuentra la Qe-Neo-en-

dorfina que tiene la secuencia, Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Lis-Arg -

(Kanga►;a et_al 1979) o el tr•idecapéptido hipofisiario, conocido - 

como dinorfina con la secuencia: Leu-Enc-Arg--Arct-lle-Arg-Erro-Lis-

Leu-Lis (Goldstein et al 1979). 

En 	los últimos 	años se han descubierto diversas moléculas 	- 
que 	poseen la 	secuencia de las E..nc, 	pero 	el de mayor posib11idad 
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FIGURA 2,- Piíptido; Opioides. 

La figura nuestra la relación que guardan según su estructura 

primaria las encefal ines con los demás pf>ptido s con actividad opioi 

de. La secuencia de eventos muestra la primera hipótesis en el ori 

gen ontogenético de las ence'falmas. 	Estudios más recientes demues 

aran una diferencia en cuanto a la localización de  las Encefalinas 

con los posibles precursores. Esto, y la falta de una adecuada ex-

plicación al origen de la Leu-Enc, provocó la busqueda de los pre-

cursores de las Encefalinas que estuvieran de acuerdo a los conoci-

mientos hasta entonces adquiridos. En la actualidad la molécula - 

con mayor posibilidad de ser el precursor de las Encefalinas, es la 

pre-proencefalina. 	Para mis detalles referirse al texto. 
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¡)dra ser 	considerado 	cono IireLur 	or, e; 	tal 	Pee•-  pro -eocefa1 in 	que ' contiene cuatro 	copias 	de la 	Het-Cnc por 	una 	copia 	de la 	Leu-Enc, 

una 	Met-Enc:--Ai, g-I:en y 	una de 	P'ct-Enc-lrc¡-Gli-E_c:u, mostrando estos ' (los 	ú1 timos 	pépt¡dos 	una 	al ta 	eapac ida,,i opio¡de 	(ocia e 	al 	198?_) 

En 	un 	gran 	uúmero 	de 	die;euheiinier Los 	que 	se 	ha r► 	cuido 	desde 	- 

t 1975, aumentan 	el 	número 	de 	preguntas, 	no 	sólo 	las 	que 	se 	refie- 

ren 	a 	la 	re1oeión 	que 	guardan 	Estas 	sustancias 	entre 	sí, 	o 	las 	ya 

muy 	estudiarlas 	acciones 	de 	los 	o1)iac.eo7, 	50 Pro 	el 	SNC 	(a no1gesia, 

narcosis, 	euforia, 	adicción, 	dependencia, 	etc.), 	sino 	que 	se 	ex-- 

U tienden 	a 	int:errocjar 	acerca 	de 	la 	integración 	de 	estas 	nuevas 	sus 

tandas 	en 	los 	sistemas 	neuronales 	conocidos, 	su 	regulación 	y 	sil 

interrelación 	con 	otros 	sistemas. 	Así 	su 	identificación 	y 	cuanti_ ' ficación 	en 	muestras 	biológicas, 	resulta 	ser 	una 	premisa 	indispon 

sable 	para 	obtener 	las 	respuestas 	correspondientes. 
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13.- 	Enccfal finas on 1.1uest.ras Riolcígicas; 	f:sta1)i1id,tci, Extrac:- 

' 	 ción y Procesami(Lnto. 

Los 	estudio s 	de 	los 	ca nbjos 	¡)ost-IUO1'tein 	de 	1.ts 	E_IIC, 	prevean 

1 la 	base 	de 	los 	procedimientos 	útiles 	para 	le 	extracción 	de 	éstas. 

hasta 	artos 	recientes 	se 	obtuvo 	evidencia 	dilecta 	de 	la 	estabilidad 

1 post-l,7o►'tam 	de 	1 e s 	Enc 	en 	el 	tejido 	(Chi1del' 	y 	Snyd 	r 	1979). 	L a 

gran 	cantidad 	de 	reportes, 	apovati 	le 	es tabi 1 idad 	de 	las 	Enc 	deti.-- ' tro 	del 	tejido, 	cuando 	menos 	en 	las 	6 	horas 	subsiguientes 	al 	se-- 

1 crificio 	del 	an itnal , 	no 	existiendo 	cambios 	en 	las 	concentraciones 

de 	Enc., 	pero 	la 	manipulación 	del 	órgano, 	produce 	la 	exposición 	a 

las 	enzimas 	degredativas, 	que 	se 	cncuentra11 	Separadas 	de 	las 	[nc 

(Rayos 	sin 	publ icor). 

Existen 	reportes 	contradictorios 	con 	respecto 	al.. método 	de 	- 

sacrificio 	que 	cause 	la 	menor 	perturbación 	en 	los 	niveles 	invivo ' de 	Enc. 	Los 	animales 	sacrificados 	por 	medio 	de 	irradiación 	con 	- 

microondas, 	l)o Sea u 	va1 ore s 	;s 	s 	al tos 	de 	Enc, 	que 	aquellos 	que 	fue 

ron 	decapitados 	(Yang 	et 	al 	1977b, 	(!t, lloef 	(..t 	al 	1980), 	' 	por 	- 

otra 	parte 	se 	ha 	reportado 	que 	lit 	diferencia 	en 	el 	método 	de 	sa- 

crificio 	no 	es 	significativo 	(Gros 	et 	el 	1978). 

1 
Existe 	también 	evidencia 	que 	indica, 	que 	las 	disecciones 	rea 

1izadas 	en 	el 	tejido, 	o 	cualquier 	otra 	técnica 	que 	produzca 	le- 

1 SiÓ11, 	trae 	lln 	cieC rente tito 	eti 	c'1 	eonteu1cio 	de 	1Ilc. 	( Bayo e 	et 	al 	- 

1978, 	1versen 	ct 	ü1 	1978, 	i;lLey 	et 	al 	1 981 , 	Bay011 	sin 	publicar) 

1 
Se 	han 	1'eelizado 	Vatios 	intentos 	pera 	1o(.11'ítl 	tina 	manipulación 
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del 	tejido sin un elec:l'el.leote en los ni.(11es de [nc. 	L a irradia - 

C1011 por f111C.ro onda s, ha s i do I'CIIUrt:a(la 0000 1111 I!lt_todo s a 1 1 s facto- 

ri0 para la fiJac1óI1 del Cer't,1)ro (Vaticj e 	al 1 9 77 , ÍCoSSier e 	al 

1 97 71) y Gros e t al 19711). 	Rea1i a o d o una u e e usi611 in vivo con 

para f0rina1dehid0 neutra 1 izado, es 	i a de igqll111 forma la f:nc - 

cerebral (Bayon el al 1980a, b, f¡tightes et al 1977). 

101' otra Darte 	se ha tratado de iohi1)ie a las pro teasaS res 

pons¥1Ules de la degradaciún de las Enc en el proceso ele extrac-- 

ción. 	Existen tres posibles ellzi: as que participad en la degrada 

ción 	de 	las 	Cnc 	dentro 	del 	SF;C, una de 	ellas 	es 	tlria arnino 	p6ptida 

so 	(11ambrook 	et 	al 	1976, 	i)upont. ct al 	1977, 	Mark 	et al 	1977, 	- 

Vogel 	y 	Al tsteen 	1977,  	Craves 	el al 1978,  	Crav i so 	y Musacchio 	- 

1978, 	1 night 	y 	1 lee 	197ta, 	Sirloo e t al 	1970) , 	otra 	de las 	enzimas 

es una dipéptielo hi(lrolcasa (Frdos et al 1978a, h, benuk y 1-1ark - 

1979, Stine ei; al 1980) y la mñs reciente en set, caracterizada es 

una encefa1 ina elipepticti1 cart)oxi1asa (Ma1fr0y et_ al 1978, Gore-

tlstein et al 1979), las tres en iotas degradan a las Enc en pépti -

dos i nac ti vos , dando como resol Lado de la primera enz1ma la 1 ibe - 

ración del residuo del extremo an;lino del peo tap6ptido, y las 	-- 

otras dos enzimas hidrolizan la unión entre la Glicina3 y la Feni_ 

1a1atlilla 4 de la Lllc. Se ha observado (fue la bacitr11C111a es Ca1)c,Z 

de 	illlli1)ir las pro tea sas eerebra1es a Ulla colicetitración nii1itimo1ar 

(Millo et_ a_l 1977), siendo de igual potencia la puronlici11a 	-- 

([3arclay y ('hillips 1973), y con una mayor especificidad el tior- 

fano (Roques et al 1980, 11 atey e.t al 1981). Asf mismo se ha ob- 

set- vado que el liso de una mezcla de liC,,)tidos sintéticos, evita - 

la degradae¡oti de las 11.nc (Hencicrson cut al 1978, 1)atey et al 19111). 
II 
II 
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Se 	ha 	observado 	catre e::ist.c 	una sui:tanciia1 de 	adurciC)n de 	las 

Enc, 	ctaudo 	se 	real -i 	a 	la horno genil.aci(iti ell 	amo r'tignudor e5 Oara 	- 

Su 	preparación 	y 	des,prot.eitii:¥uc'il)rl por calar (Possier 	et 	al 19771), 

1 cros 	et 	al 	1971). 	A1terrlat:iv(anierrte, la ho::-,o,,ellizaciór) del tejido 

fresco 	en 	un 	écido 	fuerte, cono 	el i1Cl 0.1 	ti, parece 	proteger a 	- 

las 	Fnc 	(Gros 	ct 	al 	197x, Milll_r 	el al ¡9 	2a). Si ti 	embargo 

reas 	pr0teaSas 	1)errla11ú, (c11 

alqu - 

 

 

activa 	a un ¡)f! 	de 	3.S (t•;c, ck, 	el 	(1l 1977) 

' 	 Una modificación al plrochdir;ierlto anterior, que ha probado - 

ser un método m s efectivo ¡)ara la protección de las E.Itc, es la - 

' 	 itiaetivaci6n de las pro tea sas ifl sito, antes de extraer los pépti 

' 	dos del tejido (Rossior et al 1977b). 	El tejido Hervido en ácido 

acético 2 ff durante 15 a 30 minutos antes de su horno9erli ación, - 

' 	 prel'ie.11e cualquier pérdida signi if icativa . 

Otra consideración que está relacionada a la estabilidad de 

1 	los péptidos opioides en el proceso, es la tendencia de oxidarse 

de ciertos aminojc idos, como es la metionirla. 	El uso de agentes 

' 	antioxidantes parece no ser necesario en el manejo cotidiano o 	- 

' 	por períodos cortos. En algunas ocasiones es necesario agregar - 

0.1% de mercaptoetanol cuando las muestras son almacenadas a -20° C 

1 	por largos períodos (Gayos c t al sin publicar). 	Le eficiencia de 

extracción y recuperación de los pé¡:,t.idos de la muestra biológica, 

' 	puede ser estimado por comparación de métodos alternos. 

Las soluciones acuosas cidas solas o en combinación con sol 

Yentes orgánicos polares, hall sidc) alfil¡)l lamente usadas para la ex- 

tracción de las Erlc. 	E:1 acido tricloroac¥¥tico, no es de amplio - 
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Uso, puesto (¡UC no solubi1 i za LoLa1ir ti Le a las moléculí,s opioidos 

1 	de alto ¡,eso molecular (layon sin {iu1)11cor). 

. El 	proceso de,, 	pon 	ficaC.icín 	1)arcia1 	o desprcotei11ixació11 pro- - 
via 	a 	la 	cuantificación de 	líes 	Enc 	y 	enclorfinas, con 	el 	uso de 	- 
ácidos 	fuertes, normalizan 	1 	perrniracióti cromo toc.lríífica, 	inejoran- 

do 	su 	recuperación. (Austera 	et 	al 	1977, Rossier 	et 	al 	1977a, -- 

Rubinstein 	otal 1977, 	liudhcs 	et: 	al 	1977, Liota 	et 	al 	1978, Yan9 

1 et 	a1, 	1 97 8) 
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1 
C.- Principios, Desarrollo y O tirnizac:ión del Pdioinrnuno-

ensayo para la Ved iciou ele 01)ioi(l s 

La primera técnica utlli ..ada pa ea la detección (de las, El1c en 

el cerebro de viahlíferos, fté el t)ioctisavo en el vas dr'ferens del 

ratón o en el ileum de cobayo, ut.il izado por Huqhes (1975a, b) du 

rante la purifictrcicín de los opioides endógellos. 	5i l:¡u1tanealnente 

Pasternak et al (1975) y Tercnius y Wahlstrom (1975), establecie- 

ron una técnica de cornpetición por la unión al receptor, o sea - 

una técnica o ensayo al radioreceptor. 	En este ensayo se mide la 

habilidad de los extractos d(-.1 tejido para competir con opiodes -

3 H por la unión al receptor, proveyendo una forma de medir la ac-

tividad de los opioides enclógeno; (Paso rnat. et al 1975, Terenius 

y 1-1ahl strom 1975,   S imantov y Sny(;er 1976). 

Las investigaciones sobre los péptidos opioides, en relación 

a su función dentro del SNC , han confrontado a los investigadores 

con problemas metodológicos, en cuanto a la identificación y cuan 

tificación de los péptidos, que van Inés allá de los límites de -

las técnicas ueuroquimicas tradicionales. Esto debido principal- 

meo te 	a la mayor coinp1ejidad química de los péptidos sobre los - 

neurotransmisores no pept:idicos. Aunado a ésto, la cantidad exls 

tente de neuropéptidos en el tejido nervioso es sul¥lalllente baja. 

Las demandas de especificidad y de sensiU1iciad, pueden ser re - - 

sueltas con métodos basados en el reconocimiento esteroquínlico -- 

de los pépt idos, ésto es, una lllteroccl(111 molécula a molécula co 

inc la que ocurre en el eoconoeiu)icnto atití geno ant.icuerpo. 	La in- 
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munodetecc1ón ha s ido tina de las mejore 	herranlie11tas en la coral- - 

1)rensión do la acción bio10niea de los ¡)é4;tido s, pus posee la ca 

' 	paridad de discr'iniill<.rr• moléculas en bel e a su extr•uctura qufillica 

y no a su acción biulüqica, corno es el Caso de los bioensayos y - 

' 	 las técnicas de med1cicírl por unión al receptor. 

Las técnicas de lilas importancia en la actual 1dad, son las 	- 

' 	 técnicas de innlunodeteceidn, que p,r•ovee^r, la posibilidad del uso -

de un instrumento al t ame ute es pecí fi co para el estudio de los pép 

ti dos. 

	

	Ambas técnicas conocidas corso 1 aciioinmunoensayo e irlmurlo- 

s 'dc cmpl ianlente uti1 izadas en el estudio de de- ' 	 c¥toqulmic¥¥, han ¥1 ¥ ¥ 	¥ 

sal'1'ollo, distribución, transporte,, liberación, entre otras, de 

- 

' 	los péptidos opiaceos. Las técnicas de ininunodeteccio11, r'equie- 

ren de la disponibilidad del suero inmune corl anticuerpos de alta 

afinidad y especificidad por el atitfyeno en estudio. 	Por ello se 

resume a continuación los conceptos mínimos sobre la respuesta in 

mulle, relevantes para la obtención de los anticuerpos (Ac), así - 

' 

	

	como los proc.edirlieutos generales ptºra la producción de inmunoc,e - 

Ilos, la i riman nizac1ón y, la recolecciéu y ti ti,1ac1ón de los sueros. 

' 

	

	Posteriormente descri bingos en que se besa el radioinmunoensayo, - 

sus variantes y métodos de des a crol 1o, así como los parácletros que 

• los defiriera corno sensibilidad, rcccisi6u y especificidad. 

1 .- 	1rimunoglobu1 iras y Curso de la Respuesta 111111 ti 11 e 

1 

En 	los animales supe r'iores se ha desarrollado un I11ec¿111isino - 

de defensa co11tra a9ú11ten 1)at6ge¡los ex ternos, coino las 1)actel•ias 

y los virus entre otros. La respuesta il la invasión ({c! cualquier 
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mil ter ia1 extr•ü►1o, es ti mediada 1)o I" ('11 	s1 st'!t': 	iI1In1111e. 	Gran parte 

de la respuesta inmune involucra a los anticuerpos (/\c), que p0- 

Seell la capacidad de lllllr- sc al material Cxi:l'itrlO (111h t'5 (le110111i11ad0 

antígeno (A9), y de esta ferina neutral ia el efecto rlt: l Ag dentro 

del 	organ1 smo. 	La unión cl el Ac con el itcl es al t amen Le específica, 

propiedad que ha per"Ini1i(lo el uso (le los Ac ccl+ao tina herr•alnienta 

analítica para el reconocimiento y sedición selectiva de ciertas 

sustancias 

La obtención de los Ac específicos para ser usados con éste 

propósito, requiere un r•e cono c1tuietito mínimo del Mecanismo de la 

respuesta inmune. A ésto se refiere de forma resumida y esquema-

tizada, para proponer" alquilas consideraciones elementales respec- 

to 	a los procedi¡uientes y pro b1eliiilS re1acio1idos a la obte tic i6,1 - 

de los sueros. 

Los anticuerpos son un grupo de proteínas relacionadas entre 

sí, que circulan en el torrente sanguíneo y que en general se de- 

nominan inrrlunoglobulinas (Iu). Eri los mamíforos existen cinco ti 

pos de 1  que son 1cg1.1, 1oG, 1gft, I91), 1gE. Siendo su estructura 

básica un par de cadenas pol ipeptidicas, denominadas cadena pesa-

da, unidas entre sí por medio de puentes disulfuro y asociadas ca 

da una de ellas, de forma similar por puentes d1stilftlro a un poli 

pé1)tido denominado cadena 1i9era (figura 3). 	Por cada par de ca- 

denas pesada-1 ic¥era se une una molécula de A(z). 	El extremo terini- 

tial amillo de cada dila de Estas Cadenas, constituye la región va•• 

riable del anticuerpo, por medio de la cual se une el Acá, ésta va 

riabi1 idad estii en función a difer•unclas en la sectieticia de ami no 

1 
1 
1 
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FIGURA 3,- 	1nniuno9]obul ina

1 	

. 

Se encuentra reprusent:ado en forma e.;cluern¥ítica una Inmunoglo 

bulina en relación a su función y fragmentos en;imáticos. 	Se - 

muestran las diferentes regiones que cía lugar la digestión enzima 

tica con diversas enzimas: La pepsina da lugar a la región deno- 

minada prc; mientras que la tripsina ciará origen a los residuos - 

que se denominan Tpf=c! 	Para m s detalle consultar la revisión - 

realizada por llinkelhaLo (1978). 
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es acidas en ésta región de la molécula, y 	1a que da la c.spr.cifi- 

' 	 cidad al {1c. 

• La 	producción 	de 	las 	1q1; 	en 	respuesta 	a 	la 	inoculación 	de 	un ' Ag 	ó 	illlllUtlOi9ellO, 	consiste 	itlicialíneilte 	eti 	lal 	producCl611 	(te 	1091.1, 	- 
seguida 	por 	ull 	aumento 	eti 	la 	producción 	de 	I(gGi 	y 	Co11 	la 	stt)Seetien 

te 	disminución 	de 	la 	cantidad 	do 	J jai. 	Una 	vez 	ocurrido 	éste 	íenó 

meno, 	si 	se 	inocular 	una 	vez 	mas 	con 	el 	mismo 	immnurlogeno, 	lo 	cual ' detion►ina 	inoeu]aci(0ti 	de se 	 refuerzo, 	se 	1) reducirá 	tlll 	r,ípido 	aumetl 

U 
to 	en 	los 	niveles 	de 	1 g O 	en 	el 	E;la sea , 	si ti 	una 	aparición 	previa 	- 
de 	Igl•1. 	Aún 	después 	de 	que 	los 	niveles 	de 	Ici0 	hayan 	disminuido, 

U es 	posi1)1e 	con 	frecuencia 	obtener 	nuevamente 	y 	en 	poco 	tiempo, 	- 
una 	respuesta 	en 	el 	aumento 	de 	IgG, 	ya 	que, 	el 	organismo 	posee 	cé 

U 1 1 	denominadas u 	as 	 de 	memoria, 	las 	cuales 	preservan 	la 	capacidad 	- 
' para 	responder 	a 	la 	presencia 	(le 	un 	Ag 	al 	que 	se 	ha 	expuesto 	el 	- 

animal 	anteriormente, 	y 	producir 	al 	ser 	estimuladas 	tina 	clona 	de 

células 	productoras 	de 	lcj(i 	contra 	ese 	Ag. 

2.- 	Inn,unogeno, 1nnlunir.ac ión, 	Obtención 	y 	P',1mac once ion to 	de 	los 

Sueros . 

U No 	cualquier 	sustancia 	extraña 	OS 	capaz 	de 	inducir 	la 	forma- 

ción 	de 	lys. 	Las 	moléculas 	pequeñas 	usualmente 	no 	10 	hacen 	y 	el ' 1ímite 	inferior en 	el 	peso 	aolecular 	para 	poseer 	irlulur►ogenici dad , 
' es 	aproximadamente 	de 	1,000 	a 	10,000 	daltones. 	Ciertos 	inmulloge- 

nos 	so ti 	rmSs 	potentes 	que 	otros . 	Ge nora lrll, rete 	entre 	más, 	gratide 	- ' sea 	una 	proteína 	o 	carbollidrat.o, 	mayor 	será 	su 	inmullogcrlic1dad. 

Los 	Ac 	sólalnente 	reconocen 	una 	parte 	de 	la 	molécula 	y 	a 	dicha 	rre- 
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1 	gi6n se 1e clenolnina d e. t cr!;1 i 11 Í..1 11 t, e,  aotigénico. 	En la; proteínas, 

r] 

	

	
el determinante anticjénico consiste de pocos residuos de anlinojíci 

do. 

Alclunas moléculas que flor ser pequeños no poseen la ca pac i- 

dad de estimular el sistema i11riwi no por si 	mi5lilaS, 5011 unidas a - 

moléculas de alto peso Irtol ecul ar, que son capaces do. despertar 	- 

una 	respuesta inmune, d enon i n a nd o so entonces a la molécula 1)egtue- 

1 	ña 11aptcno. 	Este fe n6rseno hal sido arlp1 iarslc ilte ut i1 izado para la 

obtención de Ac contra pequeñas ¡soléculaS, que se desea idelltifl-- 

car y cuantificar por métodos in►nuno16gisos. 	Se han utilizado co 

filo moléculas de alto peso molecular o moléculas acarreadoras, la 

al bumi tia (ovoa 1 buuri na , al bumi na de suero humano o de bovino) , 1 a 

pol11 isi¡la, la tiroy1obu1'iira y la llernociaoina entre otras, pues•-  -

to que ellas SO  buenos i►lnlurtoycnos por s mismas. 

Para real izar la unión entre 1¿ls I'to1éculas de bajo peso 010-

1 ecul ar que no poseen inlllunogenicidad, a moléculas de alto peso - 

molecular, lo Ii¡as deseable es la formación de lino unión estable - 

covalente. Cuando es un polil,épticio, la unión ron la proteína - 

acarreadora, se suele real izar  1)c)r isodio de sus grupos ami no o 	- 

carboxilo. 	Las cart)odiimidas y el gl'utara1dehido, son los reacti 

vos iu s utilizados para llevar a cabo ésta unión. 	Las carbodi irli 

Chas pueden reaccionar con una variedad de ácidos débiles, activan 

dolos para la formación de esteres o amidas. 	La reacción de las 

carbodiimidas con el c,arboxilo de los aamilloSciclos, es la predomi- 

no si te a telill)el,a1(!ra amo 1)ieote, 	(figura 4 ). 	11 c)l- otra par te el q1u- 

taralciehido es un reactivo 1)ifuneiona1 que forma bases de Sc11iff 
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FIGURA 4.- Reacción de Conjugación por medio del Glutaraldehido 

o por la Carbudiinrida. 

Se presenta en la parte superior la reacción de la carbodii- 

mida. 	Este reactivo necesita un qrupo carlroxilo y un grupo amino 

para que se lleve a calo la reacción deseada. 	Existen dos tipos 

de carbodiimida una que posee un anillo cíclico, mientras que la 

otra es lineal. La primera reacción se lleva a cabo entre el -

grupo carboxilo de la Proteína y la carbodiiuida, resultando un -

producto intermedio, la reacción continua al agregar el hapteno -

-U11 2  que se observa a la izquierda de la figura. La carbodiimida 

además de la reacción principal, da otra reacción colateral produ 

ciendo como producto el N - pro teiu - substituido urea (Ehorana -

1953). 

En la parte inferior se muestra la reacción del glutar•aide-

hido, la reacción se lleva a cabo por medio de los grupos amino. 

Una vez formada la base de Schiff, puede ser condensado otro gru- 

po ami no, como se 	muestra en la figura. 
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1 	con los grupos aminc,. El (Jlutar'a1dehido puede reaccionar con 	- 

1 	otros grupos, {ror ejemplo el 11i(irox11 o cal fe no  , pero la reac--

ci6n prineipa1 se rea 11 a con el drupa alpino (¡labee1) e Hlramoto -

1968). Se ha 01.)servado que la primera etapa de la reacción del -

gl uta ra l deh i do , envuelvo lo formación dc, un aini tiomet i 1 o1 , resul -

tante de la iuteraeción del grupo ami no libre del hapteno con el 

grupo al dehido (1 el reactivo bift111ciouu1, clictlo grupo restrltante -

puede condensar con o tro elropo ami no 1 i I)re ( figura 4) (F raen 1,e1 -

Conra i; y 0l co t t 1 948a , ti, Fraenl:e1 -Conr•a t y tlecham 1949,   Habeeb e 

Hi ramo lo 1918). 	Los conjurados resultantes de la unión por medio 

del glutar1dehido poseen una orientación, la que es fSei1niente -

predecible, donde todos los haptenos estan unidos por su extremo 

amino, quedando de insta tonta el extrerlu carboxilo expuesto al - 

exterior, posibilita 1aidentifieación por anticuerpo. 	En ambos - 

tipos de reacción se formaran ademís de los productos deseados, -

productos colaterales, como es la formación de uniones entre los 

haptenos mismos o entre la proteina acarreadora, o productos cola 

torales como los derivados ele tirea que produce la carbodiil)lida. 

De los agentes acoplantes referirlos anteriormente, el luta- 

t-aidehido posen una ventaja sobre la carbod1 llllida, ésta es, que -

1a reacción principal es llevada a cabo por medio de los grupos -

amino, tanto de la proteína acarreadora como del tiapteno, por lo 

que da seguridad por medio de los grupos que reaccionan, y de és-

ta forma determina la orientación del tiapteno con respecto a la - 

ino16eti1a a car rea (lora . 	Paro las En , es de ini por tancia deterillinar 

la orientación del hapterlo, puesto que sí el hapteno se encuentra 

u11ido a la 11101éctlla acal' reo dor'a poi' medio de su grupo ami rlo, expo 
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ne 	el extremo 	carboxilo 	a 	los 	Ac, 	que 	es la 	re 	ión 	por 	la 	que 	se ' difel, enciati las 	Enc; 	en 	caso 	contrario, si 	la 	unión 	se 	realiza 	- 

por 	el extreino 	carbo;; i 1 o, 	el 	1,econoc ilni ctlt0 i nmuno1óq i co 	se 	real i_ 

Zara 	Por la 	rey10n 	scnte.ja11te 	a 	a ni) as 	Enc En 	el 	priniel' 	caso 	se 	- 

podr- 1111 1)r'oducil- 	sueros 	gtie 	ci .1fc'eneietl 	a ami1)as 	Ltic, 	Iflientras 	que ' en 	el segundo 	caso 	el 	suero 	reconocerS 	enn alto 	grado 	a 	atabas 	Lnc, 

Se 	obtiene la 	orientación 	deseada 	en 	el caso 	de 	que 	la 	unión 	se 	- 

forme por 	acción 	del 	glutat- a1de¡lido 	que une 	al 	11apteno 	poi' 	medio 

de 	su grupo 	cata irlo 	11bre, 	fitientras 	que 	la carbodiimida 	puede 	real i 

zar 	la utli6u 	tanto 	por 	su 	eXtremo 	car1)0Xi10 coleo 	por 	su 	c9rtipn 	- 

U anllno. 

El 	ylutaralde11id(1 trae asociado la for¡l¡ación de p01i meros , - 

adem(1  s de productos cie oxiclaci.5u del ui sao , forntando el ácido r-es.  

pectivo, reduciendo de ésta forma la eficiencia de la reacCiórl - 

deseada. 	Una solución a éste problema, es la purificación del 	- 

reactivo bifuncional , mientras que la otra alternativa, es el in-

cremento en el tiempo de incubación y/o la concentración de este. 

La primera posibilidad es laboriosa, mientras que la posibilidad 

alterna tiene. la vel1tala de que los po1imeros, asl co tito el 5cicio 

en cuestión, no interfieren en la reacción deseada, siempre y - 

cuando se an;orLigue el 1)11 d la solución. 

El resultado del procedimiento de conjugación puede sor es-- 

timado por varios tite todos . 	Uno de los más Liti1iza dos , es la in- 

clusi6n en la reacción de pequeñas cantidades de hailteno marcado 

radioactivamente, que facilita la detección entre los diversos - 

productos obtenidos. 
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Por otra parte la pureza del inmunogeno es crítica. Las im-

purezas inducen la producción de anticuerpos, si son reconocidos 

como extraños, y su interferencia en el ensayo, dependería de su - 

analogía con el inmunogeno de i!;U)Ortancia, Si las impurezas son 

estructuralmente diferentes al Acc en cuestión y si dentro del en-

sayo no se encuentra una sustancia análoga, dicho contaminante no 

tendrá importancia dentro del procedimiento. Pero la existencia 

aunque sea en una pequeña cantidad de contaminante parcial o to-

talmente similar al Aq, interferirá en el ensayo, por la produc - 

ción de Ac contra éstas sustancias análogas. Aunado a ésto, si - 

dentro del RIE existe un contaminante idéntico, podrá producir - 

errores en la cuantificación de la muestra ensayada. 

La respuesta inmunológica a una determinada sustancia extra-

ña, a pesar que tenga ésta un peso molecular alto, es con frecuen 

cia baja. Con el fin de incrementar la respuesta del organismo, 

el inmunogeno es administrado conjuntamente con un adyuvante. El 

adyuvante parece actuar como un estimulante inespecífico hacia - 

los linfocitos, causando una reacción contra el cuerpo extraño, - 

produciendo un granuloma. Por otra parte el adyuvante tiene otro 

efecto, que es la de prolongar la vida del inmunogeno, aumentando 

el período de exposición a los linfocitos. Un adyuvante que ha - 

sido utilizado en forma rutinaria, es el adyuvante de Freund, for 

orado por un aceite mineral con o sin nri coba cteria o bacilos inacti 

vos, que conjuntamente con el inmunogena que se encuentra disuel- 

to en solución salina, se emul si ica para la realización de la in 

muni7_ación. 
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1 	La cantidad de emulsión inoculada es variable según el inmu- 

nogeno en cuestión, la tendencia es a inocular düsis hojas de Ag. 

Tradicionalmente se inocula una (IÚsis de 1 mg de inmunoyeno por' -

Kg de peso, pero tales cautida(1es si se dan en forma repetida pue 

de11 1)I'odtic1r un fenómeno de to1 era ticla y asl anll1it►• la respuesta 

del animal . 	Las dósis de inmtinc)caeno en el órdcn de 10 uq a 	- 

100 tig/K( pueden producir altos títulos (Va it11kaiLis et al 1977). 

La utilización de dósis !ajas de irinitinogcno, pueden producir auti 

cuerpos con una alta afinidad (Sm,.ith et al 1964, Vaitukaitis et -

al 1977, VaitukaiLis 1981). La eondic1Gn para que se obtenga - 

una 	respuesta inmune, es que el inn uno eno se encuentre en E)resen 

cla de los linfocitos, si la- cantidades de 1nllluilogello son !)ajas, 

ésto inducirá receptores en los linfocitos que tengan una alta -

afinidad por el inmu110Cjeno en cues t ión y de ah i que los etc posean 

la misma afinidad. 	(Siskind y tIenaceraf 1969, Stevenson et al 	- 

1975). 

La vía más común de administ;raeióu riel inrtuno9eno, es la sub 

cutánea o la llltr"adé1'f111ca. La respuesta inmune se ve incrementa- 

da, si la inoculación se realiza en varios sitios a la vez 	--- 

(Vaitul:aitis et al_ 1977). 	Las diversas técnicas reportadas, in- 

cluyen la inoculación en 11.1 rey idn esp1énica e intr•aa l- ticular, 	- 

así como en los cojinetes de las !)atas. Lita última, se ha ohser 

vado que no aumenta la respuesta inmune y sí, en cambio, produce 

una lesión. 	La inoculación en varios sitios slllll.11 t.dllealll(?Ilte so-

bre el dorso del animal por vía subcutanea o intr'adérlilica, ha pro 

!lorcionado buenos resultados, y ha llegado a ser muy popular. 
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Un vez real izada la inmunización, debe ser extraído el suero. 

El conejo entre otras especies, puede producir una canti(.11d sus-

ta ticial de sangre, a pro xilila dame ote 20 ni1 soma nales, por medio de 

un corte o ptrnc16n en la vena niarclina1 de la oreja. 	Si se desea- 

obtener vol ul!lenes mayores de sangre , se puedo real i zar una pu tición 

cardíaca en intervalos de pocas horas, si la sanare perdida es -

reemplazada por solución salina 

El Ac que se encuentra en el suero, es obtenido por centri-

fugación después de la coagulación de la sangro. Una cantidad ex 

tra se obtiene cuando se refrigera el volumen de sangre y se pro-

cede a realizar una centrifugación. El suero puede ser almacena-

do a -20°C por largos períodos, inclusive por ataos, teniéndose -

que en pocas ocasiones se obtiene un decremento en el contenido y 

actividad de los Ac. Para evitar-  el crecimiento de bacterias, se 

agrega un bacterioesttico o bacteriol í tico. 	También se puede 	- 

liofilizar o diluir 1/1 con glicerol. 

3.- Titulación de un Suero. 

La primera etapa para caracterizar la calidad de un suero, - 

es la obtención de su título. Las técnicas gcneralmcnte utiliza-

das en inmunología, corno la precipitación en gel , o sistemas de - 

aglutinación, no Son adecuadas para probar los anticuerpos para - 

el RIE, debido pr1ncipalmnente a la imprecisión para cuantificar - 

éste parüilletro. 	El título de lit] suero OS deter111inado, r- cal izando 

diluciones de un suero a los que se les agrega una pequeña canti- 

dad de 1 igando lilarcado radioactiVíllientC , que se mantiene constan- 



29 

te en todo el ensayo, i ncubandose a bajas temperaturas, para que 

posteriormente se soparen 1 a fase del 1 icjando (Ay') 1 ibre del uni - 

do al receptor (Ac ) (fi qura 5). Así es posible establecer las 	- 

proporciones del Ag agregado que es unida por el Ac en distintas 

diluciones del suero en estudio. 	Por tanto el título se define - 

arUitrariament.e como la dilución y por ello la concentración de -

suero, que es capa:- de unir el 50`I del Ag marcado radioactivarnen- 

te, en las condiciones de reacción usadas. 	Como se indica la 	- - 

unióri de radio1 i9ando con el Ac depende de la ley de acción de ma 

sas y por ello de 1 a concentración de reac tivos y cíe la constante 

de afinidad. 

La función de la titulación es la de establecer• cuales sue--

ros merecen una fu t.ura in ves ti yac i6u, para esttidiar posteriormen -

te su especificidad y afinidad por el Ag deseado, en función del 

RIE utilizado. 

4 . - 	Radio inmunoens ayo . 

El radioinrlunoensayo y las técnicas relacionadas, empezaron 

a desarrollarse hace 20 años en muy pocos laboratorios. 	En el 	- 

transcurso de los años, ésta técnica ha sido ampliamente difundi-

da y utilizada para la reedición de innumerables moléculas y mu--

chos campos de la ciencia, en particular la endocrinología, se - 

vieron beneficiados por su desarrollo. 

El término radioinmunoensayo (R1 F), fué acuñado por I3erson y 

Yalold (1901 ) para describir la técnica por ellos desarrollada, 	- 
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' 	FIGURA 5.- Principios de la Titulación. 

El titulo de un suero se determina realizando diluciones de 

un suero, al que se le agreqa una cantidad constante de radioli- 

gando. 	Como se ►nuestra en la figura d e izquierda a direcha, te- 

netnos un aumento en la cantidad de anticuerpo de un nü¥,1ero de 3 

a 6 y a 16, la cantidad de rad¡ol igando es constante, siendo éste 

de 8 moléculas. 	En la fase final en el primer caso encontramos 

la formación de dos complejos Ag-Ac, mientras que en el siguiente 

caso es de 4 y en el tercero de 6, de izquierda a derecha respec- 

tivamente: 	que equivalen al 25, 50 y 75 1)orciento del trazador - 

agregado que se encuentra unido específicamente. 

1 
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que se basa en la competencia por los sitios de unión del Ac a  

una concentración constante, entre una cantidad constante de ra-

diol igando (ligando marcado radioacti.ainí.nte) y cantidades varia- 

bles de ligando sin ser marcado radioaetivan;ente. 	Como se ilus - 

tra en la figura 6, cantidades crecientes de ligando frío, despla 

zan de los anticuerpos proporciones cada vez mayores del trazador. 

Cuando las cantidades de ligando frío son conocidas, es posible - 

trazar una curva patrón, que relacione las proporciones de traza-

dor unido con las cantidades de ligando frío que lo desplazan. 

Esta curva puede ser empleada para inferir la cantidad de ligando 

frío en una muestra problema, cuando se conoce el desplazamiento 

del trazador, que se produce al incubarse en el medio de reacción 

establecido. 

Existen dos tipos de RIE: el primero es un sistema competi-

tivo entre el radioligando y el ligando por los sitios del recep-

tor o Ac. Para éste caso, existen dos formas de establecer la - 

competencia entre ambos tipos de ligando, aquel en que se realiza 

en equilibrio, cuando se agrega el ligando y el radioligando si-- 

rnultaneamente y sonincubados bajo las mismas condiciones; o 	-- 

aquel en que se establece una competencia una vez que ha reaccio-

nado el receptor con el ligando y se agrega en una etapa poste--

rior al radioligando para entablar una competencia por los sitios 

de unión del Ac. 	En algunos casos éste último, procedimiento, ha 

traído un aumento en la sensibilidad del RIE, puesto que éste pro 

cedimiento da una ventaja al l iando frío, haciendo que pequeñas 

cantidades de él puedan tener un efecto significativo desplazando 

al radio1igando. El segundo tipo de RI1, es aquel en que no exis. 
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1 
1 	FIGURA 6.- Principios del Radioirrnrunocnsayo. . En la parte 	superior 	encontramos 	cuatro 	condiciones 	distin-- 

tas, 	en que se 	conserva 	constante 	lar 	cantidad 	de 	Anticuerpo 	(AC) 

y Antígeno marcado 	(Ag+), 	y 	la 	variable 	es 	la 	cantidad 	de 	Ag ' frío. A) En 	el 	primer 	caso 	no 	hay 	/1g 	frío, 	por 	lo 	tanto 	los 	Ac 	- 
estarán unidos en 	su 	totalidad 	al 	Ag+ 	(100), 	E3) 	en 	el 	segundo 	- 

1 caso 	se agregan 8 	/1q 	fríos 	que 	compiten 	con 	los 	8 	Ag, 	establecien 

do 	que aproximadamente el 	50 	estará 	ocupado 	en 	un 	Ac 	por 	el 	/1g+ 

y 	el 	otro 50.' 	se 	encontrará 	libre, 	C) 	en 	el 	tercer 	caso 	se 	agre- 

gan 	24 Ag fríos, 	lo 	que 	significa 	que 	el 	25 	del 	Ag+ 	estará 	unido 

al 	Ac, mientras que 	el 	resto 	se 	encontrará 	libre 	6 	Acta, 	D) 	en 	el ' cuarto caso se 	agregan 	56 	Ag 	fríos 	para 	competir 	con 	8 	/1g-+, 	el 	re_ 

sultado es que 	12.5". 	del 	F►g+ 	estará 	unido 	al 	Ac 	permaneciendo 	li- 

bres 7 Ag+. 
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te una competencia entre el radioligando y el ligando, 3eneralmen 

te se util izan dos 11c, uno de el los rr,arcado raciioactivarnente. 	Am 

Uos tipos de receptores se diferenci¿tu por el reeonoei ¡ni enLo al -

determinante antigenieo, teniendo el 1i(Jando dos sitios de recoso 

cimiento disti1¡ltos, uno parra cavia /1c. 	Este método es útil, cuan 

do el 1 igando es di fícil de marcar radioactivarlente. 	El procedi- 

miento Se inicia incubando c1 anticuerpo marcado radioaetivainente 

con la muestra deseada. 	En una etapa posterior, se agrega el se- 

gundo Ac que se encontrará unido a una matriz insoluble. Se lava 

la matriz, extrayendo el receptor marcado que no se haya unido, -

la cantidad de receptor radioactivo en la fase unida es proporcio_ 

sal a la cantidad de ligando presente. 

5.- botados de Separación del Ligando Libre del Unido al Anti-

cuerpo. 

Cuando el principio fundamental en que se basa el RIE es la 

competencia entre el ligando marcado y no marcado. La factibili 

dad de un RIE está fundada, en la posit)i 1 idad de separar el 1 i garl 

do unido del libre. Los métodos de separación utilizados para -

realizar éste procedimiento, dependen de las diferentes propieda-

des de los reactivos como es carga, tamaño, sol ubi l idad, conf iqu-

ración en el espacio y adsorción entre otras. La mayoría de los 

métodos por adsorcidu general inente remueven el ligando 1i1)re. 

Un método ele separación ideal, es aquel que no debe afectar-

la distribución de la radioactividad entre la for•na libre del 1 i - 

gando de la unida al /1c. Las deficiencias en ésta parte son las 
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denomi riadas errores por mezcla. 

Los métodos de separación pueden ser• considerados en varias-

categorias: 

-Métodos elec t 1- 0 f ore ti cos y c roma bel ect.roforeticos. 	La electro - 

foresis en papel, ha sido un método importante en el RlE, desde - 

su utilización en el RIE de Per son y Yalow para la insulina (ter - 

son y Yalow 1961). 	En una simple electroforesis, la separación - 

del Açj marcado que se encuentra en el complejo Acá-/1c, est¥3 deter- 

minada por la migración del campo eléctrico y en el caso de la - 

hormona del crecimiento (fiunter y Greenwood 1964) se tiene, que - 

1 a hormona libre mi cara hacia el ánodo, mientras que complejo Ac -

hornmona del crecimiento inigra hacia el cátodo, la separación lle-

va varias horas. Otro tipo de separación electroforetica es cuan 

do el soporte tiene una alta afinidad por el Aq reteniendolo, -- 

mientras que el complejo Ag-l►c es desplazado por el flujo hidr•odi 

námico, la separación obtenida por el campo eléctrico es la neee - 

saria para obtener una buena resolución. 	Se obtienen buenas ceso 

lociones en aproxima dame ute 20 minutos. 	(Daughaday y dacobs 	- 

1971). 

Existe una desventaja practica en ésta metodología, la cual 

demanda tanto tiempo corro espacio. Las separaciones con muy bue- 

nos resultados se llevan a cabo generalmente en cuartos fríos. 

Además para la determinación de la radioactividad, es necesario - 

que la tira en donde se realizó la separación, sea cortada en for 

nia integra y fraccionarla trae como consecuencia urja pérdida de 

resolución, Por Por otra parte la capacidad en la mayoría de los ca- 

LI 
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sos está limitada a un volumen no mayor de 200 ul. 

-Filtración en Gel. Cuando el complejo Ag-Ac es de peso molecu-

lar mayor que el A,5 libre, es fácil separarlos en una columna de 

filtración por peso molecular. Este método ha sido usado y de 	- 

forma rutinaria en el análisis de desplazamientos competitivos - 

(Genuth et al 1 965) . 	Practicar,ronte éste método no es de amplia - 

difusión, debido principalmente al tiempo y espacio que consumen, 

puesto que la preparación de las columnas individuales además de 

la preparación de los eluyentos, requiere un trabajo que consume 

demasiado tiempo. 

-Precipitación no específica del Ay-Ac. Se han propuesto técni-

cas para la separación de complejo /&y-Ac, como es el casa de la - 

insulina, en el que se precipita el complejo Ac-insulina por me-

dio del sulfito de sodio al 17% (Grodsky y Forsham 1960), aunque 

la separación de la insulina es satisfactoria, existe cierta can-

tidad de insulina libre que queda atrapada en la fase insoluble, 

y cambios ligeros en la precipitación alteran el grado de separa -

eión. Los reactivos más usados son el fosfato de amonio (Chard - 

et al 1970), polietilen glicol(Gros et al_ 1978), etanol (Odell 	- 

et al 1965), etc., ya que dentro de las proteínas las Iy son las 

menos solubles, son completamente precipitadas por estos reacti-

vos a una concentración de 33% de sulfato de amonio, 701 de eta - - 

nol y 151 de polietilen glicol. 	La mayoría de los péptidos peque 

ños permanecen en solución bajo dichas condiciones. La ventaja - 

es que es un método rápido y no requiere incubaciones especiales. 

Los datos publicados no parecen ser confiables para un uso rutina 
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1 	rio, además de que su separación carece de especificidad. 

1 
-Inmunoprecipi tación. 	La precipi Ladón del complejo acá-Ac por tin 

1 	segundo Ac dirigido contra el primer receptor, dan un producto in 

soluble que puede ser fácilmente separado (5konr y Ta1garne 1958). 

Este es uno de los métodos de más amplio uso en la actualidad, de 

bido a la especificidad que significa en el empleo de un Ac, ade-

más de ser uno de los métodos que menor interferencia introduce - 

en el ensayo. 

-Adsorción al Ay 1 i bre. 	Muchos póptidos tienen una alta tenden- 

cia de ser adsorbidos a ciertos materiales sól idos, entre los ma-

teriales más usados se encuentra la celulosa, vidrio, sil ice, tal 

co o el carbón entre otros. 	Dentro de las técnicas de mayor uso 

se encuentra la de separación del carbón activado , que fijé descri_ 

to por primera vez para el ensayo de la vitamina B12  (Miller 	-- 

1957). 	El carbón activado es cubierto con dextrana , que actea co 

mo una malla de filtración selectiva, permitiendo unicamente el - 

paso a pequeñas moléculas que se encuentren libres en el medio - 

(Herbert et al 1965). Se ha probado que otras moléculas como la 

albumina pueden hacer el mismo papel que la dextrana. Al mismo 

tiempo, la dextrana cumple la función de soporte, manteniendo en 

suspensión al carbón activado, faci1itaocio de ésta forma el proce 

dimiento de adsorción. La proporción de carbón activado dextrana 

depende de las moléculas a separar, así como del volumen que debe 

ser agregado y el tiempo de incubación, que están determinados - 

además de la especie molecular por la coricentración en el ensayo. 

La mayor parte de los RIF utilizan una relación 10:1 de carbón ac 
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tivado dextrana de diferentes pesos moleculares seoún el caso, 	El 

tiempo en éste caso es de aran importancia, ya que el carbón acti-

vado actua corno un segundo receptor, entrando en competencia por - 

el ligando con el /1c. 

6.- 	Condic iones y Factores que Intervieneen en la Optiinización 

de un RIE. 

De la comprensióu cie los pr-  inc i1)ios del RIE:, resulta claro -

que en cualquiera (le sus modalidades, se requiere que se optimi--

cen las condiciones de la reacción para obtener la mayor sensibi-

lidad, precisión y especificidad que se pueden conseguir del anti_ 

suero empleado. 	No está de más subrayar, que la concentración y 

sobre todo la afinidad y especificidad del Ac por el /1g, son las 

que establecen los límites a ésta optimización. 

Cuando se obtiene un dato positivo en el RIE, se debe de -

tener la seguri (la d de que la sustancia en cuestión, es la nlisma - 

que fue utilizada en la curva patrón, o ésta es una sustancia anS 

loga. Existen algunas sustancias que pueden interaccionar con el 

Ac, ya sea que posean el mismo determinante antigénico o parte de 

él . 	Cuando se presenta el caso en que se tiene un determinante -

seme,¡ante, comunment.e su constante de afinidad es diferente a la 

afinidad de la molécula original. Esta situación se analiza erg - 

gráficas de trazador unido contra la cantidad de ligando. 	Si se 

poseen determinantes crntiyénicos similares, se obtienen curvas pa 

ralelas. Cuando el paralelismo de las gráficas se pierde, ésta -

pérdida por si misma no es suficiente para demostrar la diferen - 
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cia entre los determinantes antig(nicos, más bien indicarla dife- 

rentes determinantes e'stervoquímicos. Aún cuando se pasean una - 

secuencia común entre el ligando de un extracto y la curva patrón, 

la estructura espdcial implica una diferencia en su constante de 

afinidad (Ekins y Uewinan 1970). 

1 

Una experiencia común al trabajar con curvas del tipo 	- 

Scatchard, es la producción de curvas bifSsicas (Rodba►'d y Catt -

1972, l:kins 1971). La heterogeneidad de los sitios de unión en - 

el Ac , parece ser' universal , es de importancia recalcar que una - 

especie dominante es la que aparen teme ute se encuentra en los in - 

munoensayos (Darush 1962). 	La curva de dilución de muestras bio- 

lógicas pueden presentar curvas bifásicas o asimétricas que es-

tan relacionadas a la presencia de una población heterogénea de - 

Ac en el suero en el RIF:. La heterogeneidad de los Ac presentes 

en el suero, eomutunente se debe a varios determinantes antigeni - 

cos en el 1nmuuogeno. 	La presencia de poblaciones de Ac con di fe 

rente afinidad, puede traer problemas serios en la determinación 

de la cantidad de ligando en una muestra, sobre todo cuando la in 

flexión se encuentra en la zona de mayor precisión del R1E_. 

La identidad del ligando en una muestra biológica, no puede 

ser establecida con certeza cuando se utiliza un sólo RIE, ya que 

las moléculas análogas a la deseada pueden interaccionar con el -

Ac. El ensayo de la muestra en dos R1E: que difieren en la especi 

fieidad del suero por el autYgeno, incremeuLa la posibilidad de - 

realizar una correcta dele rmirnac16u en la (muestra írohada. 	La com 

b 1 n a c i ó u de un R1 E_ Con un etisayo para receptor, puede ser erróneo 
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en 	tina determinación, puesto 	que 	pude existir un factor indeter- 

minado que 	interfiera en 	anchos 	ensayos (Takallashi et 	al 1979). 

L a sensibilidad esta de fi ¡ida calva la mínima cantidad de A9 

sin marcar o ligando frío, que puede I)r- odticir un despla¿aiuiento -

significativo del Trazador o raciiol iganrlo en un PIE= (tiicir,ley et - 

al 1969). 	Esta definición imp1 ica gtie el RIE en contrasto con la 

mayoría de los ensayos gnílilicos, no involucran un valor b1auco, - 

por ejemplo un cambio en la uoión :r-s :il,;r del Ag marcado producto 

de otros factores que interfieren con los /1q collrl)ceetiti vos . 	En la 

mayoría ele los ensayo; químic.oss, el valor blanco es usualmente in 

dependiente cie la muestra ensayada y depende de los reactivos que 

afectan el ensayo. En el f?1u, el valor blanco es: producto de - 

ciertos componentes de la muestre, que frecuentemente son de,Seono 

cidos y que pueden ioterferir en un ensayo en particular. 	Se han 

t'eportado varios roe ct.1vos que pueden dallar un ensayo, siendo es-

to particular para cada uno de ellos, un ejemplo de ésto es el bi 

carbonato (Bayon sin publicar), así como medios de soporte usados 

en crome tografla, o residuos (le solventes (Souza et al 1970) 

Hay que tomar en cuenta que la sensibilidad del PIE es depen 

diente de varios factores: la constante de afinidad, la concentra 

ción de red 01 1gando y del anticuerpo así como a la temperatura a 

la que se lleve a cabo el ensayo 	(Eki n s c_tdjl 1 968 ) . 

En 	la 	mayoría de los 	casos 	no 	es 	necesario 	calcular la 	cons- 

tante 	de 	asociación de un 	suero, unicamente 	es 	necesario calcular 

1a 	sensibilidad. Pero tal 	ver 	el niejcir 	parámetro para 	comparar 	- 
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varios sueros sea la constante de asociación (Ka) , que describe - 

la avidez que posee un receptor por su 1i(ando. 

flor otra parte es conveniente determinar la precisión de un 

ensayo, o sea el grado de aproximación a un valor real , logrado a 

través de la realización de un RIE. La precisión de una tecnícc¥, 

es urea de las earaeterfr.tieas n s importantes. 	En sus 1 irni tacio- 

nes intervienen los errores sistcem ticos y accidentales (t,teiner - 

et al 1969). Al describir la capacidad de un ensayo, se usa el - 

término sensi1i1idad y precisión, en forma vaya diciendo que el - 

ensayo tiene una alta sensibilidad o alta precisión, siendo éstos 

términos muy relativos. La sensit)i1idad aurmenta, conforme se pue 

da medir dósis más pequeñas. La precisión esta en función del ni 

vol a que sea tornado en el FUE, fluctuando ampl iamente dentro de 

un ensayo. La precisión en un cierto valor, incrementa conforme 

los límites de error decrecen. 	Gradr.ra lino nte ha llegado a ser uni 

versa1mente aceptado que ambos, la pendiente y la dispersión en - 

un punto, son los factores que determinan la sensibilidad y la -

precisión. La sensibilidad es un caso límite de la precisión; - 

puesto que es la mínima cantidad diferenciahle por el Ac; siendo 

éste valor la mínima dispersión al valor dado y esto está defini- 

do por las características del Ac y de lag ; condiciones del ensayo. 

7.- 	Condiciones de Incubación y Optic;ización del Radioiruno - 

ensayo. 

La Cantidad de r'adi011gatide) que se agrega a un ensayo, es de 



41 

importancia en cuanto a la sensibilidad y precisión de éste. A - 

éste respecto hay que tomar en cuenta dos consideraciones: una - 

está relacionada a los problemas en la determinación de la radio-

actividad y otra el efecto de la concentración del radioligando - 

en el ensayo. 	En primer lugar entre mayor sea la cantidad de ra - 

dioligando, mejores serón los resultados obtenidos en la determi- 

nación de la radioactividad, 	Pero por otro lado el aumento drás - 

tico en la cantidad de radio1ivaudo, traerá como consecuencia una 

disminución en la sensibilidad, aunque la exactitud en la determi 

nación de una muestra se vea aumentada. 	Para un ensayo se debe  

det.erminar la cantidad cie radiol igando, con base en la eficiencia 

y errores en la determinación de la radioactividad, y a la sensi-

bilidad del ensayo. Una solución c1ue conjunta un aumento tanto -

en la sensibilidad como en la precisión, es la de obtener radioli 

gandos de alta actividad específica, con ello se aumenta la canti 

dad total de 1 igando. 	Pero a diferencia de un radiol igando marca 

do con 125  , que posee una mayor actividad específica, el ligando 

marcado con tritio conserva la misma conducta química y biológica 

que los compuestos tríos. 

Por otra parte un factor que influencia la velocidad de la - 

reacción, es la concentración de los reactivos, tanto del ligando 

como del receptor. Por regla general las diluciones altas del 	- 

Ac dan alta sensibilidad, mientras que las diluciones bajas numen 

tan la precisión y el intervalo de trabajo, pero se obtienen bajas 

sensibilidades. 	Por otro lacro las diluciones altas del suero pro 

ducen un desplazamiento de los tic de baja afinidad, extrayendolos 

de la zona de trabajo. 
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Urlo de los problemas 	s comunes cuando se tltll iza11 pequeña  

cantidades (le reactivos, as la adsorción inespecí f ical a las pare- 

des 	ti el ma ter 1a1 usado, 	Este pi'UÍ)lenw acarrea inll111110ra1)1es e,'r'o- 

res 	en la (toterlllinac1OII de I;Illestros t)io10r;ictis, la a d 1 c i d u de 1)ro 

te1nos (ille no uu ter fiera11 en el e115ay0, c01110 es el ci1S0 de la a1- 

i)lllillild de suero humo no (ííS11) 0 (!e 1)ovi110 (A`511) a c011centrac1011es '  

inferiores al 0.5`:.., previenen éste fenómeno (Rat,jc ak y Huhel 	- 

1976, Y(akumo eta) 1979), por otra parte la a1bunlin¿l previene - 

el 	daño radio1ítico y pro leo) iti(cl de los compuestos en la mez- 

c1a de illcu1)acióu. 	Los reacciunes (1(' pro t.eo1 1515, así como otro 

tipo (le reacciones adversas al enSaVo, pueden ser minimizadas - 

11evando la reaccio(1 a tajas tcmpora1u ras , 	1- 11 térininos 1)racti-- 

c05, Si el ensayo Se lleva a cato a 4 °C, en incubaciones prolon-

ga das , 1)erl11itircí que la var'1acióu exper1(llelltal en el tiein1)0 de - - 

incul)ación, no sea un factor crítico ceu la prl cisión de 	ensayo. 

El volumen de un ensayo es un factor determinante en la can-

tidad de reactivos a utilizar, para ciar la concentración óptima - 

pa ra un ensayo. 	Entre más pequeño os el volumen de,  reacción, me - 

flor será la cantidad de reactivo para dar las concentraciones aíre 

criadas. 	Existe una serie (1e factores que 1iluitan el vol ulilen rillni 

1110 de un ensayo, esto es el aumento en el error introducido al 	- 

agregar eant.idados muy pequeñas, así corno el incremento en el 	-- 

error por mezcla en la etapa de separación. 	Por otra parte el vo 

111Men maximo es t? delimitado por la cautidad de reactivos a uti1i 

zar. 	Se han realizado ensayos con un volumen ruin imo de 300 u1 

La utilidad de usar ensayos con volulilenes pequeños, es el aumento 

en la cantidad de ensayos, puesto que se dispone de una mayor can 

1 
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' 	tidad de suero para éste fin. 
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1 	111 . - 	Procedirliestos Experimental es. 

1 
A.- 	Sí ti te si s y Pur1f¡icaci6u del Inmunogeno. 

Debido a que las moléculas oppioicles son Iauy pequeiias, ya que 

colis1Ste11 (le Cinco ami tioñc idos • por si ti)1;luan no son iImilillogetiOS 

y 	se les tiene cine llrlir cova1ellt. eme ute a una I1101éécula de alto pe- 

so molecular como la a1bun i na del suero bovino (ASB), que posee - 

un peso molecular de 65,243 Dal torls, y 60 residuos de L isilla, de 

los cuales ulllcaltlente 18 se encuentran expuestos erl Su estructura 

terciaria (Peters 1975, 1977), éstas últimas son de importancia, 

puesto que son por medio de las que Se real ira el acoplamiento 

con 	las Elle. 	La AS 13 posoe por si mi sina la capacidad de imilltiloge - 

neeidad en los conejos, y por ello se logra estimular la respues- 

ta inmune. de éstos. 	La autigenic1dad hacia 1 a AS i; ayuda a la 	- 

at►acción de los linfocitos que puecif.,n ititeractuat' con los hapte - 

nos que estar¡ expuestos el) su superficie. La ASE) posee una serie 

de Ventajas sobre otras mol éc!Ilas ({e alto peso molecular, coitlo es 

la alta pureza y facilidad con que puude ser obtenida. 	La al ta - 

pureza asegura que no se in t rod u z ca u con tail;?itldntes eu el Itomellto 

de la irlillunizaci(►l. 	LI animal de exper'i non taci6u producil'S Ac di 

rigidos tanto hacia los haptenos unidos a ésta molécula, como a 

diferentes regiones de la ASO, estos últimos no interferir,ín en 

el ensayo ya que los determinantes ant:igénicos entre el hapterlo -

(Enc) y la ASR son muy ditcrentc:s. 

La 	unión r cova1etli.0 entre el Ila1)tono y la molécula acarreado- 

ra 	se realizó por medio del g1titat•a1dellic.1o, 1'e aet.iyo biflt tic iona1 
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que reacciona principalmente con los chupos aniinn, per'nrit eendo - 

así conseguir un ininunogeno en el cual las Enc es tarSu un1das por 

medio de su extremo amino a 1 -1 ASI3 y exponen su extremo carboxilo, 

por el cual se diferencian ambas [nc, ya que ést.e puede ser leuci 

na o bien rnetionina, favoreciendo de ésta forma la obtención de - 

Ac específicos para cada [nc. Esta propiedad de proporcionar in- 

munogerlos que pueden es 1. 1 mu 1 a r la producción de Ac específicos pa 

ra cada [nc, es la razón principal para escocler el g1titara1d chi do 

sobre la carbodii¡nida, siendo ésta 111tin)a inespeeífica para la - 

producción d e illmutiot;rulos que produzcan Ac espe,cí."icos paya cada 

haptetio, pués se tetidrn Ac que reconocerían el extremo earboxi10 

como otros que 1' eco tloceríati el extremo a mitro. 

En la tabla 1 se muestran los cálculos de las cantidades de 

reas ivos, para la realización de conjugación entre la ASh y las 

Enc. 	Los cólculos estitn basados en la uti1 i7.acicn de 1 mg de 	- 

Leu-Enc o Met-•Enc según el caso. La cantidad de Enc utilizada - 

está basada en reportes publicados, en los cuales se ha obtenido 

buenos resultados, la cantidad de 1 ng de Enc está por debajo de 

los límites de tolerancia para péptidos. Tomando en cuenta la -

estequiornetría de la reacción, se realizó el cálculo para la can-

tidad de ASA que tiene que ser agregada con base en los residuos 

de Lisina que posee esta, suponiendo que todos los grupos ami no - 

de 	la 	Lisina se 	encuentran 	expuestos para 	reaccionar 	coti el glu- 

t:araldehido y 	así 	unir 	a 	la Enc. 	Para 	nrás 	detalle sobre los cál- 

culos 	de 	la cantidad 	de 	(3SA se 	puede 	consultar 	la tabla 	1 en la 	- 

colunina 	correspondiente. 1)e for•ina 	semejantc: 	e 	calculó los equi 

val entes 	de g1uLara1dehido 	necesarios para 	11 ovar a 	cabo 1a reac - 
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ción de acoplamiento, los cálculos se encuentran en la columna co 

rr es p o ti d ¡e ti te, de la tabla 1 tanto para la Leu--Enc corno para la 	- 

Met-Cnc. Con base en los crulculos extraídos de la tabla 1, se ob 

tiene que para 1 mg de [nc se requiere 2.024 mct de ASB para ser - 

conjugada a la Leu-Enc, mientras que la cantidad de ASES para rea- 

lizar la reacción con la P1et-Enc es (Je 1 .955 m9. 	Para la canti - 

dad de glutaraldehido, con¥,iderand,, aproximadamente un exceso de 

seis veces sobre la cantidad de equivalencia, se tiene que se de- 

be de agregar 20 ul, para determinar el comportamiento de la - 

reacción, se agregó una cantidad de 100,000 dp;n que equivalen a -

3.9 a 1.0 ny de Enc Tri1iada. 

La formación del conjugado se lleva a cabo a pil fisiológico, 

por éste motivo se deterrrrinó el poder de amortiguación de la solo 

ción utilizada corro solvente, puesto que el pll de la solución de 

y1utara1dehielo es 3. Datos reportados en la literatura muestran 

que el amortiguador de fe) sfa tos 0.1 t1 con pE; 7.4 es capaz de man- 

tener el pli adecuado. 	Realizando la prueba, se tiene que en 500 

ul de éste amortiguador es capaz de mantener el pil agregando 15 - 

ul 	de glu toral dehido al 25'<. 	Procedimiento rutinario, para lle- 

var a cabo la reacción de conjugación es la siguiente: 	la ÍSB se 

disuelve en un amortiguador de fosfatos 0.1 h1 pH 7.4, a una con-

centración de 4 my/ml. Se toman 500 ul de ésta solución que se - 

agregan a 1 my de Ene según el caso, también se agregan 100,000 - 

dprn de 31H Leu-Ene ó 'li Met-E_nc en un volumen de 10 ul y se agita 

a temperatura ambiente hasta obtener una solución homogénea, pre-

viniendo la formación de espuma. A ésta mezcla se le agregan - 

20 ul de y1 utaraldehido al 5 	y se agita la mezcla por 30 minutos 

1 
1 

1 

1 

1 

1 
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' 	TABLA 1.- 

' 	CALCULOS PARA 	LA 	CONCENTR(¥CION 	DE 	REAC1IVOS 	PARA 	LA PEACCION 	DE 

CON'JUGAC ION 

1 

REACTIVO Leu-Enc ASB Glutaraldehido 

eso 	Molécular 555 65,243 100.13 

Cantidad: 	1 	mg Número 	de Densidad 	(solu- 

Equivalente 	a Lisinas: 	58-60 ción 	al 	25;x) 
• 1.8 	umoles. 1068.7 	ud/ul 

Cantidad 	de 	Lis/ASB 	que Cantidad 	de 	gluta- 
' reaccionan: 	1.8 	u 	mol raldehido 	basado 	- 

en 	1 .8 	urna] 	de 

U Equivalentes 

Leu - Enc. 

1.8 	u 	mo1X100.13uc¥ 
de 	Lis 

umol 
' ASB 

=180.23 	119 	U1uta- 
65,243 /58 	- 	1124 

raldehido. 

Esto significa: Corrección 	por 	den- 

U 11?_1q r Lis=1124unE_is 
mal 	u mal 

si dad 	y 	dilución: 
130.?_3 	uq 	X4 

1068.7 	uj/u1 

= 	0.674 	u1 

U Lsto implica: Util izando 	una 	sol 
1124 	uq 	X 	1 .8 	u 	mal de 	glutaraldehido ümol 

-2024 	Ug 
al 	5% 

0.674 	ul 	X 	5 

U = 3.37 	ul 

U 
Relación Leu-Enc 	ASB 	(P/l,) Con 	20 	ul 	se 	tiene 

1 	mcl/?_.02 	nrq un 	exceso 	de: 
= 	1:2 20ul/3.37 	u1=5.93 
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TABLA 1 . - 	(continuación) 

' 	CALCULOS PARA LA CONCENTRAC ION DL REACTIVOS PARA LA RE:ACCI0N DE 

CONJUGAC ION . 

REACTIVO F1et-Enc AS(; 

'eso 	Molécular 573 65,243 

Cantidad 	1 nq 	Número 	de 	Lis¡ nas 
equivalen a 	 58-60 

1.74 	u 	niol 

Cantidad 	de 	Lis/ASES 
para 	reaccionar 

' 1.74 	u 	moles 

u 
Equivalentes 	de 	Lis 

ASE3 
65,243/58 	- 	1124 

Esto 	siunifica. 

11211 t)rLis 	- 	1124uy 	Lis 
I nl o 1 	 u iln o 1 

U 
Esto 	implica: 

11 24ugL i s 	X 	1. 74umo1 
uno  

:-1 955.7 	uy 

u 
I 

Rol tición 	Met-r_nc/ASU 	(;'.) 
laica/1955 	my 

g =1:2 

Glutaraldehido 

100.13 

Densidad (solu- 

ción al 25) 
1068.7 ug/ul 

Cantidad de yluta- 

raldehido basado - 
en 1 .74 u mol de 
t1et-Enc 
1.74 orno] X100.13 u¥ 

umo1 

=1.74.22 uy yluta- 

raldehi -

do 

Corrección por den-

sidad y dilución 

174.22 uo X 4 
1068.7uq/úl 
=0.6508 

Utilizando una solu-

ción de ylutaralde-

hido al 5` 

(x.6508)(5) _ 
=3.25 ul 

Agregando 20 ul se 
tiene un exceso de 

20 ul/3.25 u1-6.47 
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a temperatura c Iflh1eute. 

La mezcl a de rea cc i ón es f i 1 Ira da por una columna de sepa r•a - 

ción por peso r.molécular, l3io-Gel P6, con una malla de 100 a 200, 

con una dimensióo de 0.9 por 8 cero. 	La muestra es el vida con un 

amortiguador de fosfatos 0.1 M {)!t 7.4, con un flujo entre 120 y -

180 ul ¡mi n, recolectadlo fracciones de 240 can tubos do poli¡)ropi-

leno. Se determina la íl{)5C)1"i')ancia de las fracciones colectadas a 

una longitud de onda de 2£30 rrm en un es1)ec.trofotórnetr•o Zeiz. 	La 

determinau¡ón de la at)sorbancia a 230 olll os necesaria debido a 	- 

que ésta es la longitud de onda a la cual absorbe la Tir , que con 

tiene tanto la ASB corno la [nc. 	Tamb16n se obtiene el c roma togea 

ma de la cantidad de radioactividad, el que se establece tomando 

una alícuota de r0 ul de cada fracción recolectada, a la que se -

agrega 5 ml de l fqu do de centelleo, con la siguiente composición: 

2,5--Oifoni 1oxaazole (PPO), 3 gr; Triton X 100, 257 mil ; [ti leng1 icol 

37 ml ; Etanol , 106 m1 y Xileno, 600 ml. 

• Se 	observa 	que 	la 	mezcla de 	incubación que 	inicialmente 	es 	- ' transparente, 	al 	poco 	tiem{)o so 	torna 	de 	un color 	amarillo 	marrón, 

que 	se 	encuentra 	presente 	en las 	fracciones que 	poseen 	el 	conjuga 

do 	ASB-[nc. 

Couforme 	ticmpo, pasa 	el la eficiencia en 	la 	conjugación 	fu  

I disminuyendo, 	Este 	efecto 	es debido 	principalmente al 	aumento 	- 
del 	n6mer•o 	de 	pol1 mor o 	y 	el 	,acida g1utarico, derivados 	del 	gluta - ' ealdebido 	(Gui11et 	y 	Gu11 	1972), los 	que 	no participan 	directamen 
te 	en 	1tr 	reacción 	princi 	u1 . Para 	mantener 1a 	eficiencia 	en 	la 	- 
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reacción, Se llecjdjó cambiar 1aS condiciones de incubación. Estas 

nio(Jificaciones Se real izaron Cte la Si (jU¡etite wanora: 

i) La cantidad de 91utaraldehido se ¿1utllent6 al doble, o sea un -

increlne►lto de 1?. veces la cantidad de equivalencia. 

2) El tiempo de incubación se incr eme utó a 45 Inirlutos. 

3) La cantidad de glutaraldehido se aumento a 22 veces sobre la - 

equiva1 cric ia, y se inc remen 16 el tictnpo de incubación a 18 	- 

llora;. 	El glu toral dellido fu6 aclrec;ado al 25:x; para evitar la - 

di1uci6u de la mezc1a en una pro pocci6u de 15 u1 para la Le11-

Enc y d e 14 u1 para la 1.1et.-Euc. 

La eficiencia de la reacción para ambas E_Ilc se mantuvo cons-

tante en las condiciones 1 y 2; con óste cambio se esperaba un -

aumento en la eficiencia, pero éste no ocurrio, la eficiencia se 

mantuvo entre 25 y 35. 	El cambio de procedimiento fué o1)1 igaelo 

debido a que dieses después de real izar la reacción bajo el proce-

dimiento del inciso 2 fracasó. Posiblemente el glutara1dehido - 

co oteo ía un alto índice de contaminantes, produciendo urja disrninu 

ción en la eficiencia de la reacción que era inferior al 5. 	Es- 

te aumento en productos de oxidación y de pol itnerización del g1u-

taraldehido, y sus efectos, es contrarrestado aumentando la canti 

dad del reactivo en cuestión y aunado al incremento en el tiempo 

de incubación, tal como se indica can el inciso 3. Los resultados 

bajo el (11 timo procedimiento alcanzaron la eficiencia que origi-

oalmente se o1)tetlía. 
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EL- 	Itinrunización y Obtención del Suero. 

La irllilunización 	del 	conjugado 	AS(3-Lnc se 	real iza en 	conejos 

machos, de 	la 	raza 	INew 	Ze1arrd, 	con 	un 	¡)eso mayor 	a 	2.5 ky. 	Los 	- 
arnirnales previamente 	se 	aislaron 	durante 	20 días, 	con el 	fin 	de 	- 
11evar 	a calo 	una 	selección, 	eliminando 	a los 	animales enfermos, 

y 	para 	que atuneutarau 	de 	peso 	aquellos 	que posteriormente se 	uti- 

1 izarían. 

La primera etapa una vez seleccionados los animales, es la - 

obtención del suero preinmune. 	Este_ se obtiene, por medio de cor 

te en la vena marginal de la oreja del conejo, que previamente se 

rasuró y se limpio. 	f'ara la producción de una vaso dilatación, - 

antes del corte se aplica Xileno, 11mpiando el exceso de éste, an 

tes de realizar el corte pira evitar la hen,olisis. Se recolectan 

20 ml de sangre en tubos de poliestireno para centrifugar, espe--

rando por 30 minutos a temperatura ambiente la formación del coá- 

Culo. Posteriormente con una espátula, se despega el coagulo de 

las paredes del tubo y se refrigera durante 24 horas para que ocu.  

rra la contracción de éste. 	Posteriormente se centrifuga a 	--- 

1,000 q durante 30 minutos a 5°C, decantando el sobrenadarte, que 

es la fracción que contiene el suero. Mientras tanto al conejo - 

se le aplica grasa como vaselina, en el lugar del corte, una vez 

que haya parado la hemorragia 

Los animales fueron separados en dos grupos iguales, uno que 

sería inoculado con Leu-Lnc, mientras que el otro se inoculará con 

Met••Eirc. Cada grupo consistió en 4 animales, dos (le los cuales se 
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les administraría una única inmunización, a los otros se les cia-

rían inmunizaciones de refuerzo mensuales. Las posibles diferen-

cias o ventajas existentes entre ambos métodos de inoculación, no 

podrán ser probados estadíst icawente, debido al número reducido - 

de 	i n i d i v i d u o s, además de la existencia de la variabilidad h i o l o 

cica entre los diferentes sujetos. 

La 	cantidad 	cíe 	Enc inoculada 	por animal , se 	encuentra 	en 	fun 

ción 	a 	la 	eficiencia 	de conjugación. La 	dósis escogida 	para 	la 	- 

inoculación 	para 	ainhas Ene , 	debe 	ser menor al valor 	de 	producción 

de tolerancia y por arriba de los valores mínimos a los que se - 

pueden obtener de un suero al lamente específico ( SisLind y Bena-

ceraf 1969). Se ha reportado en la literatura, inoculaciones con 

diferentes conjugados de [tic, entre el que se encuentra el reali-

zado por Gros y col. (1978), que inocula 1.5 mg de conjugado de - 

ovoalbwnina Ene. 	Tomando como referencia éste y otros valores se 

mejantes, se determinó con base en el porciento de conjugación y 

los valores antes discutidos, inocular 1 mg de conjugado de ASf3-

Enc, el que es emulsificado con adyuvant.e de Freund completo en •-

proporción de 1:1 en un volumen total mínimo de 1 ml , se procede 

a emulsificar• en un Ultra Turrax hasta que al poner una pequeña -

gota de emulsificado en un baño agua-hielo permanece intacta. El 

procedimiento de emulsificacién se realiza inmediatamente antes - 

de su uso. La inoculación se realiza por vía intradérmica en el 

dorso del animal, que previamente fué rasurado y desinfectado, la 

inoculación se real iza en varios sitios para aumentar la superfi - 

cie de exposición del ininunogeno, el número de sitios varia entre 

20 y 30, con un volumen aproximado de 50 ul (Va itukaitis-  et al 	- 
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1977). La inoculación de refuerzo se regaliza bajo el mismo proce 

dirniento, pero con una dósis de 0.5 mg del conjugado de ASES-Enc, 

siendo semejante a los datos publicados. Una vez terminada la ino 

culación del inniunogeno, se recubre la zona con grasa como la va-

selina, para evitar subsecuentes infecciones en los sitios de la 

inmunización. 

Los animales con inoculación única, se sangran cada 30 días, 

mientras que los que se inmunizaron con inoculaciones de refuerzo, 

se sangran 15 días después de cada inoculación. 	La forma de obten 

clon del suero, es la ya descrita, pero con una pequeña modifica- 

ci6n en cuanto al tiempo de refrigeración, disln1nuyendo este a 2 

horas. Además se trató de reducir al mínimo el uso de Xileno, pa. 

ra evitar la hemólisis. 

En los casos en que el título disminuyó, los animales reci-

bieron una inoculación de refuerzo por vía intramuscular ,con una 

dósis de 0.5 mg de conjugado 11SB-Enc, sin ser emulsificada con ad 

yuvante. Este tipo de refuerzo tiene el objeto de proporcionar - 

una mayor exposición del inmunogeno y que éste circule por todo - 

el cuerpo, y así de ésta forma activar de una manera más rápida - 

las células de memoria. 	En la tabla 2 se encuentra especificados 

los protocolos de inmunización así como de sangrado. 

Existe un método alternativo para sangrar a los animales, és 

te es la punción cardíaca. 	E_1 preferir la obtención de la sangre 

por medio del corte en la vena marginal, radica unicamente en la 

seguridad del animal; puesto que sí bien, se corre el riesgo, por 

medio de ésta técnica, de contaminar el suero con partículas exls 
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tontos en la piel del animal, se tomó la precaución de limpiar por 

' 	fectamente la zona en c¥iestión. 

r ¥¥ 

1 

1 
II 



TALLA 2.- 	 113,1IJtiIZ/1C10!1 Y OUT1:11CIONJ DEL SUERO. 

Conejo 	- mucrrtos en período de cuarentena - 
C2, 	C3, 	C5, 	C9. 

Leu - Enc 
	

C4 

Protocolo de 
	

itiocu1ación 
1 TIM11U1li zec iol1 	unica. 

Sangrado a 
	sangrado a 

los 30, 45 
	

los 30, 15 
y GO días 
	

y 60 días 

.sangrado 	. sangrado 
c/30 días 
	

c/30 días 

refuerzo in . refuerzo in 
tramoscular, 

	trainuscu1ar 
207, 223 - 	207, 223 - 
díaas 	 días 

•sangrado 7 
	sangrado 7 

días Post. 	días post. 
a la inocu- a la inocu- 
1aClon 
	

lacion 

Titulo mdxi 
nlo (`B ), 
cua1quilr di 
1ución 

1-1et-Enc 
Protocolo cae 
1ti11111tiizaci6ti 

refuerzo in • refuerzo in 
tramusculai: 

	
trainuscular 

207, 223 - 
	

207, 223 
días 	 días 

sangrado 7 	.sangrado 7 
días post. a días post. a 
la 	inmuniza - la intnurliza- 
Ci6tl 	 Ci ón 

Título máxi- 
mo (`U1-) cual 	0 	 10 
quier dilución  

C 15 

inoculación 
múltiple 	- 
refuerzo -
tuenstiail 

sangrado 15 
días dc.s1) 
refuerzo 

.cambio de an-
tí detlo 
Leu-Enc Met-
Enc 153 días 
sangrado 7 
días post. 
a la inocu-
lación 

9 

C 13 

• inoculación 
nlú1 tiple 	-
r'e ít  ter zo 
mensual 

• sangrado 15 
Caías después 
del refuerzo 

.cambio de -
antígeno 
ti  t -Enc 
Le 	- [tic 
153 (lías 

sangrado 7 
días post. a 
la innluniza - 
Cidn 

0 

C 16  
inoculación 
múltiple ^' 
re fue o rz 
111e115Ual 

1 
sangrado 15 
días dese.' 
refuerzo 

refuerzo in 
tranit., scul ¿ir' 
153, 168 
caías 
sangraelo7 
días post. 
a la inocu-
lación  

22  

C 14 	' 

inoculación 
nití1tiple 
refuerzo 
metisua1 
sangrado 15 
días des,pué 
del refuerzo 

refuerzo in ' 
tramuscular 
153, 168 
días  

• sangrado 7 
días post. 
la itinititliza 
CiÓ11 

1 
36 

C8 

inoculación 
ut]iC¥r 

	

20 
	

41 

	

C6 
	

C 10 
110cu1acicSrl 
	

inoculación 
11t11ca 	 U111ca 

sangrado 	sangrado 
c/30 días 	c/30 días 
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TABLA 2.- Protocolo ole inmrinizaci(n y Obtención del Suero. 

Se puede apreciar los dos tipos de inoculación realizados, 

una inoculación única de 1 mg de conjugado y el segundo método -

el de inoculaciones múltiples con una inmunización inicial de 1 mg 

de conjugado, mientras que los re fuerz.os se realizaron con la mi - 

tad de la dósis original, 	Ambas inoculaciones se realizaron con 

Adyuvante de Freund completo (v/v). 	También se muestra los refuer 

zos por vía intramuscular, una vez que el título del suero decayó. 

En ésta tabla se incluye también el protocolo de sangrado y los - 

resul tados del porcentaje del mdxir:ro título. 

I.os animales C15 y C13, fueron animales que se les cambio el 

antígeno. Estos animales no respondieron a la inmunización ini-

cial y se procedió a inocularlos con el otro inmunogeno, así el - 

que se ir¥oculó originalmente con Leu-Enc se cambio por Met••Enc y 

viceversa. Estos animales no respondieron al cambio de antígeno. 



C.- Caracterización de los Sueros para Radioinmunoensayo. 

56- 

1.- Titulación. 

1 
El paso slquiente a la obtención del suero, es la determina- 

ción de su título. 	Para un suero se realizaron dos titulaciones, 

una 	inmediatamente después de su e tea cción y la otra conjunLamen 

te co ti los demás sueros de un mismo aninia1 . 

En la fiquea 7 se Muestra el peecediliiento seguido en una ti 

tul ación. 	Se util iza para el ensayo tubos de 12 por 75 mm de vi- 

drio boro silicato, a los que se agrega 300 ul de amortiguador de 

fosfatos 0.02 I,i, haciendola isotópica con 0.15 h1 de UaC1 , además 

con 0.1 	de ASIl. 	La capacidad amortiguadora probó ser suficiente 

para las muestras con pH de 6, con un volumen rutinario de 500 ul 

mientras que la salina isotónica se agrega para aproximar a las - 

condiciones fisiológicas de actividad del anticuerpo. La ASB se 

usó 1)ar'a prevenir fenómenos de adsorción irlespecífica del r'adio-

1igando (Ratajrak. et  al 1976 y Kakuma ct_ al 1979). 

A éste volumen se 1e a grey a 100 ul de eadio1ig ando . 	El radio 

ligando utilizado, se obtuvo de Amershem Inglaterra. La Leu-Enc 

(tirosil 3, 5 3  li) Er►cefalina (5 i..--Leucina), es obtenida para una 

racción de deshalogenación del derivado bromado por medio del tel 

ti o. 	Mientras que la F1et-[tic (ti ro sil 3, 5 t ii) Cncefalitia (5 L-f1e 

tionina) se obtiene por el tuisino método quola I_eu•-[nc, pero se re 

duce antes de su purificación en cronlatocgrafía de alta presión. 

La actividad específica para la Leu-Enc varia entre 62 a 65 Cn►-ies/- 
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FIGURA 7.- Procedimiento de Titulación. 

La figura muestra el procedimiento rutinario de titulación de 

los sueros obtenidos, 	Inicialmente se agregan 300 ul de amortigua_ 

dor de fosfatos pH 7.4 y 0.15 M de NaC1. 	Posteriormente se deci-

dió agregarle al medio de incubación 0.01: de albumiva de suero -

bovitro grado RIE, i'ara impedir• la adsorción inespecífica. A ésta 

cantidad se le agrega 100 ul de eadiol igando que contiene 4,000 - 

Cj)Ill que equivalen aproximadamente a 40 pinol , inicialmente se diluía 

ésta fracción en agua, pero SO observó que existía una adsorción - 

a las paredes del recipiente que lo contenía, para evitar ésta 	- 

unión uo específica, se diluyó eu el amortiguador de fas tatos que 

contenía 0.01 	de al bumina , probé adose que el aumento cfe al btrmina - 

no interfería con la titulación. 	Posteriormente se agregan 100 ul 

de suero diluido en medio de incubación a una dilución de 1/100, 	- 

1 / 2 00, 1 / 4 00 y 1 /800, para dar las diluciones finales en el ensayo 

de 1/500, 1/1,000, 1/2,000 y 1/4,000. 	Se utiliza tanto el suero - 

preinlnune como el específico 

Se incuba por 24 horas 'a 4°C y posteriormente se le agrega 	- 

500 ul de carbón activado-dextratra, a una concentración de 1.25 y 

0.125% respectivamente. 	Si' deja incubar por 30 minutos a '1 °C 

Posteriormente se centrifuga a 1,000 0 durante 20 minutos, 

Del sobrenadante se toma una alícuota de 500 ul que se l levan a 	- 

contar en un espectrofo1óme_ro de centelleo líquido. 
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mrnol , y para la E•tet-Lnc es de 40 a 44 Curies/Innlol . 	Ambos rad iol i - 

gandos se obtienen disueltos en amortiguador (le fosfatos 0.02 bt -

pH 2.1 y en el caso de la [jet-Enc ¿ldelncis contiene 0.2;.' de rnercap- 

toetanol . 	La cantidad de racliol irlanclo agregado a cada tubo es de 

12,000 dpnt, buscando coti esto la miinima cantidad ele trazador y la 

mejor f)recisi6u pa r a Esta pruela. 

Por último se agrega 100 u  del suero di1uído en el medio ele 

iticubaci0n, para dar una diluei6n final en el ensayo de 1/500, --

1/1 ,000, 1 / 2 ,000 y 1 / 4 ,000, se agita la mezcla de incubación en vi 

bromezclador y se incuba durante 24 floras a 4°C. 	Los sueros util i 

zados aquí sofí tanto el suero pro inmune como los específicos. 

Posteriormente se procede a separar la fracción 1 ibre del ra-

dioligando, de la unida al anticuerpo; Lara ello se utilizó una -

nrezcla ele carbón activado al 1 .2Y y de dox trana al 0. 1 2 5':' eli suel - 

to en un amortiguador de fosfatos 0.02 I,;, p11 7.4, y 0,15 1,1 de NaC1 

El carbón activado dextrina se disuelve en un amortiguador semejan 

te al de la incubación, con la excepción de no contener AS[i. 	Se - 

agrega 0.5 ml de carbón activado-dex1rana a la mezcla de incuba--

ción a9itandose en vibromezc1aelor e incubando se por 30 minutos a 

4°C. 	Des{pues de los cuales se centrifuga a 1,000 y durante 20 mi - 

nutos a 4°t:. 

Este tipo de prueba unicamente lleva dos controles, uno de -

ellos es el trazador agregado (CTA), el cual lleva el medio de in-

cubación 400 ul y 100 ul ele radiol igando, pero en lugar ele agregar 

el carbón ¿ictivado -dextrina, s(? ayreqí9 500 u 	de amortiguador de - 
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dilución de éste reactivo; otro control que se añade es el 'derlolni 

nado de capacidad de precipitación del carbón-dext rana (CPC), que 

contiene 400 ul de medio de incubación y 100 ul de radioligando, -

la fase de separación se agregará 500 ul de carbón activado dextra 

na. Estos se tratan de igual forma que el resto del ensayo. 

Del sobrenadante que contiene el radioligando unido al anti-

cuerpo, se tonto una alícuota de 500 ul, a la que se agrega 5 ml de 

líquido de centelleo, quo fué descrito anteriormente. 	Se agita en 

un vi brome zc1ador y se determina la radioactividad. 

La utilización del carbón activado-dextrarla para la separa-

ción del ligando libre, está justificada por su bajo costo en com-

paración a los demás métodos (le separación, aderiás de consumir un 

mínimo de tiempo y su faci1 reproducibilidad. 
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2.- 	Radioinmunoensayo. 

Una 	vez realizada la titulación, por medio de la c u a 1 se de- 

termina que sueros poseen la capacidad ¡zara ser sometidos a un es 

tticlio posterior, se debe desarrollar una curva patrón. La curva 

igual que los subsecuentes ensayos, se realiza en tubos de 12 por- 

75 mm de boros i l ¡cato . 	En l a figura 8a se esquema ti za el pr-ocedi 

miento para la realización de un RIL. 	Inicialmente se agregan a 

todos los tubos, 200 ul de medio efe incubación, o sea un amortigua 

dor de fosfatos 0.02 Mi pfi 7.4, 0.15 M de NaCl y 0.01 :--- ASE3 grado -

RIE. Posteriormente se agrega 100 ul de radiolinando ya sea 3 H - 

Leu-Enc ó 311 I.1et-Enc, el trazador se disuelve con medio de incuba 

ción agregando 12,000 dpm, que se mantendrá constante para todos 

los tubos. El tercer paso es agregar 100 ul de ligando frío, que 

competirá con el radioligando por los sitios de unión del Ac. 	Pa 

ra este fin se emplearon las siguientes cantidades de Leu-Enc: -

20.93, 5.23, 1.30, 0.08 n9 y  liara la Met-Enc: 45.58, 9.09, 2.74, 

0.568, y 0.142 ny. 	Por último se añade el suero específico, ag►•e 

gandolo en alícuotas de 100 ul , a una dilución final en el ensayo 

de 1 / 5 00 y 1 / 4 ,000. 	Los sueros utilizados para Leu-Enc son el 	- 

C8 (45), C8(60) y C8(90), Iuientras que para la ¡1et-Ene, se utili - 

zaron el C14(75), C14(135) y C14(160). 	Tanto los sueros, como la 

dilución de éstos se escogió con base en las titulaciones. 

Conjuntamente, se añaden a los tubos de la curva patrón el -

control de trazador agregado (CTA), que. contiene 400 ul de medio 

de incubación y 100 ul de radiol igando con 12,000 dpm; también es 

necesario saber la capacidad de precipitación del carbón activado 

1 

II 
II 
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FIGURA 8a . - Desarrollo del Rad i o i nrnunoensayo 

La figura 8a esquematiza el procedimiento rutinario para la 

realización de un RIE para ambas Enc. En el extremo izquierdo - 

se encuentra la escala de volumen CO ul, que debe ser agregado - 

para cada reactivo. Se poseen 4 controles que son: CTA (Control 

del Trazador Agregado) , CPC (Control de Precipitación del Carbón 

Activado Uextrana), UNE (Control de Unión no Específica) y UM - 

(Control de Unión Máxima), que aompañan a una curva patrón, de - 

la que unicamente se representan 5 puntos para ejemplificar a los 

tubos de muestra biológica(marcado s como M. biolon. ). 

En la primera etapa se agrega el amortiguador de fosfatos -

0.02 ti pH 7.4, 0.15 Ií NaCl , 0.01: ASC (reactivo 1)' según se esti 

pula en la escala para las diversas condiciones. En la segunda - 

etapa, se agrega 100 ul de radioligando con 4,000 cpm (reactivo 2). 

En el siguiente paso se añade unicamente a la curva estandar -

100 ul de ligando frío en diferentes cantidades ( 3 al 7), siendo 

un ejemplo y 100 ul de muestra biológica en dos diluciones a los 

tubos para ese objeto reactivo (8, 9). Posteriormente se agrega 

en la siguiente etapa, 100 ul de reactivo 10 (suero preinmune) - 

unicamente a UNE y 100 ul de reactivo 11 (suero específico) a to-

dos los demás tubos que así se especifique. El suero preinmune y 

específico, serán agregados a la misma dilución. Posteriormente 

se procede a realizar una incubación durante 24 horas a 4°C, agi-

tandose previamente en un vibromezclador. Al término, se agrega 

500 ul de reactivo 12 (amortiguador de fosfato pH 7.1, 0.15 ti -

NaCI) unicamente al CTA y 500 ul de reactivo 12 (carbón activado- 
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' 	dextrana 1.25„x; 0.125% respectivamente), se agitan en un vibromez 

clador y se incuban durante 30 minutos a 4°C. 	Si! centrifuga a 	- 

1,000 g durante 20 minutos y se 'Loma una alícuota de 500 ul del - 

sobrenadarte, a la que se agregará 5 ¡ti] de 1 lquido de centelleo y 

a 	se determina la cantidad de radioactividad. 
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1 
FIGURA 8b,- Desarrollo del f;arlioinn;unoensayo. 

1 ' De 	los 	datos 	del 	ensayo, 	se procede 	a real izar 	los 	cálculos. 

En primer 	lugar' 	se 	resta a 	todos los 	tubos la 	UNE, 	en 	la gráfica 

estc representado 	con 	un valor 	basa1, 	Los datos 	obtenidos en 	ca- 

da caso, 	se 	relacionan 	con la 	unión rnóxima (UM) 	tornándola como 	el 

1 100%, (en 	la 	gráfica 	para simplificar no 	se muestra 	éste paso), 	- • se extrae 	la 	curva 	patrón de 	los datos 	aportados por 	los tubos 	co 

rrespondientes, y se traza la curva que pase por estos puntos. 

Posteriormente el valor de unión de las muestras biológicas se le 

resta la unión no especifica y se relaciona con la UM, expresada 

en porciento, éste valor se -interpola en la curva y de ésta forma 

se obtiene la cantidad de encefaliria ¡)ara cada muestra. 	El esque_ 

ma representa la cantidad y los reactivos que llevan cada uno de 

los tubos. 

Abreviatura: CPC = Control de precipitación del carbón activado 

CTA - Control de Trazador Agregado 

Patrón = Tubos-patrón (curva patrón) 

M. biolog 	Muestra biológica 

Uti = Unión Máxima 

UNE - Unión no Específica. 
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ct extra na (CPC), conteniendo 400 ul de medio cie incubación y 100 - 

ul de radiol igando con 12,000 dpnr, 	La diferencia existente entre 

CTA y CPC, consiste en la fase de separación. 	Además se utiliza- 

rá un control de unión no específica (UNE), que contiene 300 ul 

de medio de incubación, 100 nl de'ra(1ioligando con 12,000 dpn► y - 

100 ul de suero preinmune a las diluciones especificadas anterior 

mente y por último, un control denominado unión rSxima (UM), que 

lleva 300 ul de medio de incuhac..iór►, 100 ul de radiol igando con -

12,000 dprn y 100 ul de cada uno de los sueros específicos, clilui-

do para obtener una proporción final de 1 / 500 y 1 / 4 ,000, hay que 

hacer notar que este control no contiene ligando frío para compe-

tir por el sitio (le unión del Ac con el radioligando. 

Una vez que se agregan los reactivos en el orden en que fue-

ron descritos, y en roana simulCanea a todos los tubos para impe- 

dir el efecto de bloque, se agitaron en un vibromezclador. 	En to 

do momento, el ensayo se lleva a cato a 4°C, así Coni0 Lodos los - 

reactivos se agregaron a esa temperatura. Posteriormente se incu 

ba la mezcla por 24 horas a 4°C. 

Urja vez terminada la incubación, se agregaran 500 ul de car-

bón activado dextrana (1.25: 0.125` respectivamente) a todos los 

tubos, menos al CTA al que se le agregaran 500 ul de dilución. 	- 

Se incuba durante 30 minutos a 4°C, después de lo cual se centri- 

fugará a 1,000 g durante 20 minutos. 	Se tornó una alícuota de -- 

500 ul del sobrenadarte, y se le determinó la cantidad de radioac 

tividad. 
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Para determinar' la cantidad de Cric en una muestra, se utiliza 

el suero adecuado, y se agrega 100 ul de muestra biológica a dos -

diluciones, sustituyendo ésta, a la cantidad de ligando frío corno-

cido. Se acompaia a estos tubos, tanto con la curva patrón, como 

de los controles y se tratan de igual forma qua éstos. 	Esto se ve 

ejemplificado en la figura 8a en que hay dos tubos como muestra - 

del procedimiento. 

El 	volumen de incubación, que se tomó para el des a r rollo de 

ambos RIE, es de 500 ul, siendo óáste el que permite una adecuada 

resolución para la separación del radiol igando libre del unido, - 

al ser llevado a 1,000 ul con la adición de la solución de carbón 

activado-dextrana. 	Por otra parte, es lo bastante reduc ido como 

para mantener bajo el gasto de suero, raadio11gando, y vo1unren de 

muestra, sin sacrificar la precisión del ensayo. 

Un aumento en la cantidad de radioligando, traería un decre-

mento en la sensibilidad, aunque se aumente la precisión, por éste 

motivo se tomó la cantidad mínima de radioliyando que permita una 

adecuada precisión, sin un decremento drástico de la sensibilidad. 

Ademes se deterr¥ri rió , la capacidad de amortiguación del medio 

de incubación. Su capacidad amortiguadora, probó ser suficiente 

para muestras, con un pll -- 6, probadas en el volumen rutinario del 

ensayo. La salina, suele añadirse para aproximar las condiciones 

al estado fisiológico de actividad del Ac. 	La AS(3 se utiliza prin 

cipalmente para prevenir la adsorción inespecífica. 
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3.- Procedimientos Especiales en el kadioinrnurroensayo. 

1 
a. - Purificación del Radiol1gando. 

1 
	

Previamente al teso del radiol igando en tln ensayo, ó s te es pu 

rificado en cromatograffa en placa fina. 	Se utilizaron placas de 

s i l¡ ca gel con base de al tln) l n i o, 1 as que traen incluidas  ell la ma 

triz, una sustancia fluorescente a la exposición con la luz ultra 

violeta de longitud de onda larca. Al de1)osit.ar una muestra so-

bre la placa, la POS ieiótti de ésta se determina por la ausencia de 

fluorescencia, apareciendo una zona de color púrpura sobre 1111 fon 

do verde fluorescente. 	Las placas usadas no se sornetiaron a rilrl - 

qún procedimiento previo a su uso. 

Para purificar una muestra, se util izaron placas de 17 cin de 

largo, cortadas en carriles de 1 cm de ancho, y poniendo la mues-

tra a 2 cin de al tura cie 1 a base, quedando de ésta forma, 15 cm de 

long it:ud para la separación de los compuestos que acompañan a las 

Enc. 	Se utilizó inicialmente una longitud de 10 cm para la sepa- 

ración pero resultó que el poder de re sol ocian er•a muy pobre. 

Conjuntamente se corre un carril con una muestra de Enc, ya sea -

Leu-Enc o Met-Enc según sea cal caso, que servirá de referencia. 

El lquido de eltrci0n util izado es nlonofásico, consistiendo en la 

mezcla de Cloroformo, Metanol , Agua, Acido Acético en urea propor- 

ción de 15: 	10: 	2: 	3 según el reporte de Malfroy et al_ (1978). 

Existen una gran cantidad de líquidos de e1ución para la separa-

ción de péptidos opio mies (1,1x1 1 roy et _a1 1 978) , pero el que se de 

c i d i ¿ Utilizar, e s el que permite 1a se paraci6n d e diversos p ro - 
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1 	duetos de degradación de las Une por ejemplo productos radioacti - 

vos y por otra parte separa un producto de oxidación el sulfóxido 

de 1 a Met-Gnc . 	La cámara de croma tografía se sol 1 a y se sa tura - 

1 	cuando menos 1 hora previa a su uso , utilizando un volumen de me-

dio de elación, suficiente para cubrir 1 cm de altura de la cáma-

ra. 

La muestra a purificar, es colocada sobre la placa con una -

microjeritiga en el centro del carril y con un volumen de 2 ul se-

cando a continuación, con aire tibio, se repite el procedimiento 

hasta completar el volumen deseado. La Muestra de Enc patrón apli 

cada es de 15 ug , tomada de una solución de 1 mg/ml, puesto que - 

la mínima cantidad de pentapéutido que es capaz de producir la - 

ausenci a de la fluorescencia, es de 10 u5. 	El poder de resol u-- 

ción de la placa, no periríite la observación directa de las mues--

tras de Lnc tritiada, puesto que la cantidad de ósta es inferior -

al límite de resolución. 

Antes de iniciar la purificación, y una vez puestas las mues-

tras en la placa, ésta es observada bajo la luz ultravioleta; con 

el fin de determinar la posición de las muestras de Enc fría, en 

caso de la [jet-Enc tritiada que contiene mer•captoetanol, se obser-

va ausencia de la fluorescencia. 

La placa se corre durante aproximadamente dos horas, que es 

el tiempo que toma al frente de corrimiento para alcanzar 14.5 cm 

de altura. Una vez terminada la purificación, es extraída la pla--

ca de la cámara y se coloca en una posición horizontal, marcando •• 
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cuidadosamente el frente de corrimiento y se esperar que se seque 

a temperatura ambiente. 

Nuevamente se observa bajo la luz ultravioleta, determinando 

con exactitud el frente de corrimiento y la posición de las mues-

tras de referencia. La posición de la Enc de referencia, es de-• 

terminada por la ausencia de la fluorescencia en la placa, la po-

sición de la muestra, tomando su desplazamiento desde el origen, 

puede relacionarse con la distancia a la que se encuentra el free 

te de corrimiento desde el origen, a éste parámetro se le denomi-

na índice de corrimiento. La determinación de la fracción de la 

Enc tritiada en estado puro, es obtenida relacionando el índice - 

de corrimiento de la [nc de referencia, con distancia desde el 	- 

origen del frente de corrimiento. El carril por el cual se puri-

ficó la muestra radioactiva, es cortado en porciones de medio con 

tímetro y colocada en viales de polipropileno, se agita en un vi -

bromezclador con 0.5 ml de agua, y una vez que el silice es sepa-

rado de la base de aluminio, se agregan 0.5 ml de etanol (Gros et 

al 1978). El agua y el metanol no se adicionan simultaneamente, 

ya que el último entorpece el desprendimiento del silice de la - 

placa. 	El etanol, ademés de ser un medio de extracción, actua - 

como un atrapador de radicales libres, impidiendo de ésta forma - 

la producción de compuestos radiolíticos. 

Debido a que las Enc se encuentran disueltas en un amortigua_ 

dor de fosfatos 0.02 M, se estableció los límites de confiabilidac 

del método de purificación. Para éste fin se purificaron muestras 

de Enc bajo las siguientes condiciones: Una muestra de Leu-Enc - 
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fría disuelta en agua denominada muestra de referencia, una mu►es-

tra de Leu-Enc disuelta en un amortiguador dé fosfatos 0.02M, y -

otra muestra de Leu-[nc disuelta en un amortiguador de fosfatos - 

o.1M. De las muestras probadas, unic¿unente aquella que poseía 	- 

un amortiguador de fosfatos en una concentración do 0.1 M, se en-

contró que las sales no interfer•ian en la separación de los diver 

sos productos, pero si en la observación directa de la placa bajo 

la luz ultravioleta, presentando un barrido que abarca de 6 a 8 - 

cm posteriores al frente de corrimiento, impidiendo de ésta forma 

visualizar la región en donde se encuentra la muestra. 

Uno de los problemas de usar moléculas radioactivas, es la - 

descomposición de éstas. Existen varios modelos de descomposición 

radiolítica, los que pueden explicar de alguna forma los compites- 

tos que acompaña a la Enc tri tlada estos son: 	descomposición in- 

terna, debida a la emisión de radiación por el ?H de 12.2 años; - 

aunado a esto se encuentra el efecto de la radiación E3-  sobre las 

moléculas de Enc, para evitar este efecto, se trata de dispersar 

las moléculas radioactivas, y por ello se utiliza el volumen de -

1 ml, por otra parte también es de importancia el impedir que las 

moléculas altamente reactivas, interaccionen con las Enc, estas - 

moléculas pueden ser el producto de la radiación sobre otra molé-

cula cercana, con éste fin se incluyen en la solución un atrapa-

dor de radicales libres como es el etanol, y por último para impe 

dir la inestabilidad termodinámica de un compuesto y con ello la 

descomposición, se mantienen a bajas temperaturas. 

h.- Coeficiente de Extinción Molar de las Encefalinas. 
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Es de importancia la obtención do el denominado coeficiente 

de extinción molar, que permite la determinación de la concentra - 

ción de una solución de Enc. 	Para evitar problemas relacionados 

con el peso de pequeñas cantidades de Enc y de ésta forma introdu_ 

cir un error ya sea en el momento de pesarla, o por el estado de 

hidratación de las moléculas de Enc, se determinó éste parámetro. 

Este valor trae la ventaja de determinar la concentración de solo 

ciones acuosas de Enc en las que se pudo evaporar parte del sol--

vedte. 

Para este fin se seco una pequeña cantidad de Leu -Enc y otra 

de Met-Enc, y posteriormente se peso 1 mq de cada una de ellas, - 

en una micro1)a1atlza . 	Esta cantidad íté distle1 t.a en 1 ml real izan 

do la determinación de agua bidesti lada. 	Se determinó la absor- 

barcia a cada una de las muestras a 280 nnl. 

En la literatura se encuentra reportado el coeficiente de ex 

tinción molar (E) para la Tir, que es de 3.1498, pero la determi-

nación de la concentración de las Enc en una solución, bajo éste 

valor, acarrearla varios errores, puesto que ésta molécula ade111á5 

del residuo de Tir, posee 4 más que interfieren la absorción. 

Los valores de los coeficientes de extinción molar para la Leo-

Enc es de 3.1000 y para la hiet-Cnc es de 3.1152. 

c. - Determinación de la. concentración adecuada de carbón activado 

dextrana. 

En 1a 1iteratura se encuentra una grao cantidad de valores - 
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relacionados a la proporción entre el carbón activado (Norita A - 

de Sigma) con la dextrana que varía en peso molecular. Con el fin 

de determinar las características de precipitación, se probaron -

dos concentraciones: la primera con una relación de ?.5; a 0.25%, 

mientras que la segunda , con una rel ación de 1.25.̀Í a 0.125% de - 

carbón activado-dextrana respectivamente. 

Las pruebas se realizaron a las dos concentraciones de car- 

bón activado-dextrina en titulaciones de diversos 	sueros de Leu-

Enc y de Met:-E:►rc sueros C8 y C14 entre los 0 y los 90 días, de-

mostrando la existencia de una disminución en la unión específica, 

en la concentración m s alta de carbón activado en comparación - 

con la mitad de la concentración de carbón activado-dextrana. 

Con 10 que respecta a la unión no específica, en el primer caso -

se observa una unión muy pobre, mientras que la unión no especí— 

fica en el segundo caso es un poco mís alta. El aumento en am-

bos tipos de unión, no es proporcional para ambas concentraciones 

de carbón activado -dextrano. 	Las pruebas realizadas muestran 	- 

una ligera superioridad de la concentración baja de carbón acti-

vado-dextrana debido a la compensación entre ambos tipos de unión. 

Este ensayo no es una prueba definitiva, de que la cantidad usa-

da de carbón activado-dextrana sea la reís adecuada, sino más bien 

que bajo las condiciones probadas se tiene la seguridad que la - 

cantidad de radioligando sin precipitar a altas concentraciones, 

se ven disminuidos por debajo del límite de seguridad, siendo la 

cantidad de radiol igando libre que no es precipitado de 150 a 	-

210 dpm que es la cantidad mínima, para que el carbón activado -

dextrana no entre en competencia con el liando unido al anticuer 

po . 
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4.- Pruebas Control. 

Existen algunas pruebas que deben de ser realizadas, con el 

fin de averiguar las posibles interferencias en el PIE, una de 	- 

ellas es verificar la interacción de algunos reactivos con la for 

oración del complejo Ay-Ac. 	Estos reactivos pueden ser aquellos - 

que se utilizan en la purificación del radioligando, como pueden 

ser residuos de la matriz de las placas, ó los líquidos de elu--

ción de las Enc, en especial el etanol, o por otra parte contami-

nantes de las Enc debido a productos radiol íticos que acompañan - 

a la 3N Enc pura. 

Para los ensayos se utilizaron sueros de título conocido --

agregandolos en alícuotas de 100 ul, y diluidos a concentración - 

tal, que diera al final 1 /500, 	1 / 1 ,000, 	1 / 2,000 y 1 /4,000 a los 

que se agrega 100 ul de radioligando con 12,000 dpm y 200 ul de - 

medio de incubación, consistente en un amortiguador de fosfatos - 

0.02 E•1, 	pll 7.4 , 0.15 1.1 NaCl . 

Debido a que el radioligando es puri ficado en cromatografía 

en placa fina, existe la posibilidad de que la matriz de la placa 

interfiera con el ensayo, para probar ésta posibilidad se agregó 

al ensayo 100 ul de una solución madre, que es obtenida al disol -

ver 1 cm2  de placa de gel de silice ó de gel de silice con fluoro 

foro en 1 ml de agua destilada. Un problema en esta prueba, es - 

el de carecer de un radioligando de alta pureza, ya que los pará-

metros que serán probados, son aquel los que sirven para purificar 

la. 	Por Ate motivo se util izó un trazador sin purificar, y como 
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referencia del efecto del sil Ice o del sil ice fluorescente, se -

utilizó un control al que se le agregó unicamente 100 ul de agua 

en lugar de la muestra de si1ice. 	Los resultados en caso de ob- 

tener un efecto positivo en ésta prueba, serían reportados como - 

un decremento o aumento en la unión específica. Para este caso, 

la prueba fué negativa para ambas situaciones, teniendose que en 

ambos casos el silice o con sil ice fluorescente no interfieren --

en el ensayo. 

También se probó el efecto del etanol sobre la formación del 

complejo antígeno-anticuerpo, debido a que éste reactivo es utili 

zado como un atrapados de radicales libres una vez purificado el 

radioligando. 	Se probó una concentración de 0.25" de etanol en - 

el ensayo con el suero Rf3-92 donado por el Dr. Guillemin del Ins-

tituto Salk, dirigido contra la Leu-Enc. Los resultados de ésta 

prueba, fueron negativos, bajo las condiciones ensayadas. La can 

tidad de etanol que se probó, es superior a la cantidad que cornun 

mente se encontrará en el ensayo. Debido a que el radioligando - 

puro, se encuentra disuelto en etanol al 50', tomando de ésta 	- 

fracción una al ícuota teniendo como limite máximo 700 ul, con el 

fin de extraer unicamente la fase soluble en que se encuentran - 

la 3H Enc, y de ésta forma no a rrastrar parte del preci pitado que 

es principalmente de sil ice, coro éste valor nos da un contenido - 

de 350 ul de etanol. 	t.a muestra es diluida, en forera rutinaria - 

en volurnenes superiores de 30 ml considérese 100 ul por tubo, pa-

ra un ensayo mínimo de 300 muestras, la cual nos da una concentra 

ción de 1.16% al ser disuelta en el amortiguador de incubación, o 

sea que por cada 100 u1 de muestra que contenga radioligando se - 
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le agregará 1.16 ul de etanol, considerando el volumen del ensa- 

yo de 500 ul , tendremos que la concentración de etanol es de 	-- 

0.23%. 	Hay que tomar en cuenta que se esta usando como caso ex- 

tr•emo y que generalmente se extraen los 700 u] de inuestra purifi -

cada, pero que el número de muestras en el RIE es muy superior a 

las 300 muestras, siendo generalmente de 500 a 600 muestras por - 

ensayo, dando entonces que la concent.r,ación de etanol dentro del 

ensayo varia entre 0.11:, y 0.11`.1. 

Por último se probó el efecto del rradiol iganc¡o contaminante. 

El radioligando contarninante se define aquí, como productos radio.  

1íticos de la Enc tritiada que no son reconocidos por el Ac co- 

rrespondiente. 	La prueba se realizó con sueros de título conoci - 

dos, C8(45), C8(60) y Ci4(/5). 	El radioligando contaminante es - 

obtenido al realizar una purificación, y tornar los flancos de la 

muestra pura de Enc 3H. 	El ensayo se realiza en forma comparati - 

va entre el radiolicgando puro y el contaminante. 	Los resultados 

obtenidos, muestran un decremento en la unión específica con el -

radioligando contaminante, así como un aumento tanto en la unión 

no específica como en el control de precipitación del carbón acti 

vado-dextrana. 	El fenómeno observado en éste caso es muy comple- 

jo, ya que un aumento excesivo en la cantidad de productos radio-

1íti cos , traerá corno consecuencia el incremento de estos en la fa 

se soluble, que no son adsorbidos al carbón activado. Un aumento 

de ésta naturaleza, no trae aparejado un aumento proporcional en 

la unión no específica, introduciendo con ambos controles, erro-

res en la determinación de las muestras. Los efectos de la rnucs-

tra contaminante de radioligando, se observa claramente en las - 
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primeras titulaciones que se realizaron con un radioligando sin - 

purificar, en las que se nota variaciones para el título de un 	- 

mismo suero pasando de un ensayo a otro, en que la cantidad de ra 

dioligando inmunologicamente reconocible era variable. 
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ex 1 ea e 	do s ci a t. ot U e i U Fi ta e tU ti  

r 	za i nC u tita 1 6ta i e a ; re a 1 i za nU o u e a u a u a 'L 	 0 t 1  ta o te di a q 

VU r 1 U ti d o (2 1 A c , CO inO O U u e e U U e 1 cus 1. 1 t u 1 ci u i ta o 	q 

pa ea la c) 11) tcinc i ón de 1 a u co u u tau te u d 	U i uo e a e 1ú 	 de - 

1 a 	fi q u ea 1 0 , se e cal i a 	con can Li de uJ e u vii e ¡ a 11 e 	de A q a una 	- 

can tidad fi ja del Re 



4.4 1.. 

6 	1 U 	 1 a ' 	(. 	1 	c. ¡ u rl 	• 	a u 	u 	u 	6 u 

1 Dc 	1 	(10 	¡1 	(l;!(. 	 1 	 . 	1 	li 	.1 	.' 	•1 	ji 	.1 	i 	1-  o o 	b e O u 

c i o 	e o 	o e e 1 1 	r 	1 o 	E 1 1 	rl 	i l i (. U h 	i u U: 	6 1.  11 s 	o 	f u e r d 	d e 

e q u i 1 i br 1 o 	Co: 	u 1 	pr o 	6 	u 	6 u 	u 	1 u 	u: 	1 a u 	0 0 	0 o a 6 1 u ¡o 

I 005 	Cl('' 	incu!:uauftl 	üfi 	''Oil 	1i 	': 	e r 	sns 

	

¡Ej 1 	dados 	y 	por - -  

e i e o 1. o 	e! e 	u o i 6 	e 	u u II 1 

La 	 (A c! 	se 	real i6 	try 	ssurus 	ra ad i establo- 

1 CieidO 	c. ti 	1&i 	dii 	clones 	finalus 	de 	los 	suetos erar: 	de 	1/500 	y 	- 

I de 	1 Ir, 	PU() 	 un 	aUcu 	 tar 	do 	lOO 	nl. Se 	utilisoron 	los 

s 1 	u i ue; t 	su ú  1 	S 	a re 	1 a 	L c 	- En c, 	ul 	C 	(41 5 	» 	c ( e. c? 	y 	CF (90) 

re s 	q  u e 	a 	e 	1 a 	u t. 	1 nc 	. e 	ir 	11 i 	6 	1 o s 	s u e 1 	C 1  

CO (1 3 	 ) 	y 	Ci 4 (1 60) 

u 
la 	e a 11 4L 	rj1iu1 icaedo 	ai:eaade 	al 	ensayo es 	de 	12,000 

dpin. 	manteniendo 	conslan:e 	éste 	cantidad 	durante todo 	el 	ensayo, 	- 

• a grcg ando 1 a 	un 	al í c uo La s 	'30 	1 00 	ci . 	Pa ro 	c ompe t i r 	por 	los 	sitios 

del 	oiILicuerpos 	agregó 	lo 	sigo ¡fotO 	cantidad de 	ligando: 	para 

Leu-  [nc 	20,93, 	-5 	23 	1 .30, 	0.00 	ti q 	y 	p'a 	Ful -[11   45.50 	9.09. 

2:74, 	0.560 	y 	0.142 	no. 	Al 	ensayo 	se 	eqruqan los 	controles 	de 	- 

• CTA, 	CPC, 	USE 	y 	UF, 	coda 	96 	InnOStIOS. 

u 
El 	ensayo 	en 	equi 1 ibrio 	so 	real iaó 	con 	incubaciones a 	24 	y 	- 

48 	hora s 	a 	1 °C . 	ti 1 en 1. r e s 	qn e 	1 e s 	qn e 	se 	reo 1 1 z a ron 	fu e re 	del 	- - 

e qn i 1 i br 1 o 	u e 	i nc u hó 	i o i u i el se ir L'a 	a 	4 °C 	con 	el 1 i g a tido 	f 	•í 	a 	20 I y 	'11 	horas, 	1 iei;rpo 	en 	el 	cual 	su 	añade 	ci 	radioliqando 	y 	se 	incu- 

1 	be por cuatro lloras olás a 4 °t' . 	Después de 1's te tiempo Se separen 



1 	•1 	 i ri 	 y 	u 	 1 	U U 	 U 

c a rKS n a 

- 	

U 	•- 	 -- 	 I_ 	 y. 	U 



Una 	¿I'I3 1 	c 	 1 

P e C 1 f 	(. 	1(1 	1 (1 	.1 e 	1. O 	re 	u u 	1 	1 	1 	3. U 	1. 	1 	3 3 	3 00 	U 	e 	¿1 

C 013 l 	t i r 	CJ 0 	1 e 11 	JI O 1 , c, 1 e 	Jr re 	u 1 1 o 

r (i b 1. íd o e 

I

O 

f j u 1 	5 1 	¡ 	5 1 	5 	t. 	i 	( 	1 	 ) y 	e 	o 	o e 	!;: 	r 	 u u e u 	oo u 	en -. , 

I
OliCiJ(jIcS (11.: 	¡Of) 1 	(lI 	UI 	j!t','lc 	110 	difll'U 	31.115 	vIl )L 	C.?1 	J 	a 

13.107 uq, 	Jerecssnetir o 	.) 	!J1:tSnc 	6 	5 	LeuFnc u€suiHi 	Li 	ceso. 

1 
y 4) , 	5 e 	U t i 1 d 0 s  

1 de 	1 u no 	el 	e u O 	E e 	oc 	el ros , de 	5 	Pr; 	1 	55 	501 	1 	tru 	do ¿:3 - 	u 	( 	y 	e 	o 

Ci 4 (1 CO ) 	d 11 u í3 U 	a 	ti 	i 5; 	CO OC U II 	. o sc i 6 u 	f 1 o e 1 	de 	1 / 1 	, 501) , 	i' 	o uq 	oJo 

los C 0 	3 1 	e re o t e s. 3 e 	j  O O 	u 	U 	o ,  	0 3 0 	e fl 1 e r 	o e 	u 	s o 	e (1 00 

ga 	12,000 dpo 	de r 	liqendo 	co 	¿1íc1)ft s. 	de 	100 	ul . 	Para 	coripe - 

t i o co u 	e 1 	o e d i o 1 qen- 

U c e  a 1 irle 	COL LO 0 	o:-, J 1 	n 	 e 1 1 e 3 o do 	u ti 	n 	° 	re e 	y 	c 1 o 1 o 	se 	ha pro 

ron c: ada 	u ti 	de 	1 e s 	in01 dru 1 au 	si idi Ones 	00 	(111 	1 u te ¿' 	el O 	5110 	vsi 	Cf e 	- 

6 , 25 0  g 	a 	1 3 . 1 07 u q . 	So 	1 u t rol u j u r6 l 1 	1 (1 5 	5 1 	U i OIl t.o u controles 	CTA 

U CPC, 001: 	y 	LO, 	50 dqitcrl 	los 	tubos 	y 	su 	irrcui'eri 	a 	4C durante 	21 	- 

hore s 	Ten t 	1 ü ¶5 SU e ro u 	c 0310 	1 ¿rS 	J ji U c.; ion u 5 	y 	1 d O 	LO (1(11('i011es 	do 

U incubación del 	 d e, 	optiui;ación son 	extraídos procod'orientü del 	en- 

sayo cuyos 	de tel les 	se 	ve l ,  sin 	en 	10 ¶5 	005111 te dos 

Al 	té r 	i ir o 	1 e 	é s t e 	1, i un po , 	o e 	19 re q sr n 	5 00 	u 1 	(10 e e e bó u 	sr e t i 

va do dcx t re no 	e n u no 	o LO p O OC i 6 ir 	de 	1 	255 	e 	(1 . 1 25 	5 o cc t i vsi nro 1) te 

1 menos al 	control CTA 	que 	se 	le 	aiede 	500 	ti 	de 	¿ritiorti usidor 	de 	cli - 

loción (1(31 	Carbón CCI. 1 ve do . 	Se 	i 11c ola 	por 	30 	minutos a 	4 °C , 	y 	sri 



s 	 , e to- 

1 ri 	 1 	a l1 	 1 

t i '1 1 	cJ 



U
IIpr tiut' 	it 	r 	1. 	 1 it 1 	cap  

(ti) l 	(It. 	5 	1. 	e 	ita 	it 	ir 	1. ir 	Fi 	 ( 5 	1 (' ;. 	u te s 	e 	- 

riiiest,ii 	[10Iit'ji(.:. 	(liii 	iSitt tIIHI)t t 	!t1ti(.!tit 	i.' 	en 

I 

bC s 	ti u 	E e 	n a 	e u 	r  

ti t 	1 	1 	i 	it 	1' 071 	1' ¿1 	1. 	It 	III)  ti u 	o 5 Cl 	( 	Ti 

1 Lt'e 	150 	y 	1/5 	er. 	L; 	 ti 	 1 e .:i. so ifieatin 	por 

) 1 	t. a c 	i(1 1 	a 	1 a 5 	i U 	s f , 1 	0 	1 	u 	i  

PUS 	el 	que 	fi 	Lvedo 	en 	tina 	5Citt c* 	ti 	 11 ¡l 	•''C. 	tnti's 	de 	- 

se 	diseredo 	p c) l 	l l,,  edio 	dole 	tikniie. tic 	(i1u.itu1,i Jser's';  

ti 1 	 1 e 	e u 	e ti 	e 	ceti La s 	5 	r e 	1 o u e:; 	del 	u e c- 	o a 	l u e 	s o e 	o itj e o o e 

I

ciad ti e 	E n 	e s 1 	LO sic: 	e e 	e 	¿t w' í L, o ro 	5 s t u i e ti 

H i po t. il 1 e mu 	It 1 po e e 	10  y 	E cts 	1 	,i o it 	qd e 1 	u e . 	Un e 	- 

vez 	d 1 se ca ti e s 	1 e s 	re 	¶ o e o 	se 	1 u e u Se it 	e n 	2 	1 ti u 	ú e 	ti e 	e e 	ti e o 	1 U 

en 	u u 	be uo 	e 	u no 	t. eitip 5: re t u 	111 	11 1 set ti O 	os 	C, 	ti u re u t. e  

tos 	(io 5 Sl e r 	(t 	el 	1 97;' s) . 	R 	n t 1 671 1 1 tU 	i C 	, 	SO OIiOt)I.' Fi 	 5(10 	me - 

di o 	de 	u u 	U 1 1. 'e t s o o u u ti o 	e ' t ando 	1 e 	ro duce 1 611 

de 	es pu ni a 	en 	el 	p l, oc e so . 	Se 	t eme u re 	e 1 	e no t a d 	1 00 	u 1 	pa re 	ti e -- 

te rin i tie o 	1 a 	CC Fi 1. 1 de ti 	ti e 	o o 1. e ir 	e 	por me ti 1 o 	ti el iii 6 1. od o 	ti e 	L owrv 	y 	- 

col . 	(1 951 ) . 	t: 1 	hoto u e u a dor 	u t e 	s e 	con t r i fu ná 	o 	0013 	ii 	ti u - 

rant e, 	30 	minutos 	a 	4'C. 	El 	obrouúd;intt. decentado cuidatioserieti t 

U
te , 	y 	s e 	111 	ti e 	e 1 	vo 1 utue u 	ti e' 	e s Lo , ti i y 	i ti i 	ti ti u 1 o e ni 	ti tU 5 	a 1' 1: e 	i q ti a - 

les. 	tina 	Parte 	serí 	1 	denomineta fracci(Sn 	SO1)OnUd1711.F, lst 	CiLIO 

se Nl 	probada 	en 	esa 	forma 	y 	1 e 	o t re nt i te ti 	se 	sorne 1.rrti 	a 	11 11,1 	pu o 1 - 

f j e 	c 1 6 u 	a 	e i a 1 	a u t e s 	ti e 	ci e 1. e os ¡ iii r 	1 a 	cemi 1 1 d a ti 	ti 	[u e . 	5 ti 1 e 	p ro  

U cedi iento la 	 interlei'encle posibli' el en ¡ti 	 so 	realiza 	pera 	proltar' - 

e u s a y o 	d e 	no 1 6 C u 1 a s 	e x 1 e t en 1: e e 	e u e 1 	t e ,j 	1 ti o 	o d(, 	1 o e 	o e a e 	i y o s 	- 



1 
1 

1 	.' 	!1i. 	(ti 	(11 	í1 	71 	vi 	i i1 (i) 

C a 	co u  

e 1 611 	d e 	u u br u tu 6 	1 1 u 	y 	1 u u u 1. u 	u u 	u u 	a 	1;:: 	u 	u H;rií 	u u 6 u u . 	E a 

pu u i f 1 u 3 e id 	se 	u e u 	1 	:0 1 u; 	d .i u 	6 u 	1 	t, 	11 	; 	6.' ¡ ib 	u 	1 	t u 	ík1.i 	-. 

S i en do 	o 1 	u; i so 	p uu 	u i c u 1. 	1 	1 u u 	• 	u 	11 u u 1; u y 	cc 1 (1 	/ 7) 

pe ro 	c o 1 	j 	((1] ( 	u '1 	1 	Í 	í u 	Y 	. 	. 	L o 1 t u r 1 

dr o fo Li 1 cci 	que 	a 6 u -0 u 1) 	1 	i 1 	ti u 	1 c   u u 	1 u 	1. 	. 	u 	u :i;u'.H a u 1. tu 	- 

ci e 	1 a t 	inc) t: r OH u 1 (1 	0 1 ci u 	1 u o u 1,u 

P ¿i 	d u t C 1' i1 	1 i' 1 	t 	u u u 	; 1 	1 i 6 ti 	(1 	1 	u 	[ti u O p 	i uY  

1) U r i f i C ci C. i 6 	ci u u 1 u e 	t' e 	1 	/ 	1 	U u 	u . 	p u u 1 u 	O u u u 1 i 	tu u 	e 

Lo (06 	un 	O >i t 1 3 C E o 6 u E (, j ¡ do • 	u 1 	q u u 1 e 6 	u u u y i 	i:ur, 1 u 	u o n E i' 1 	J u 	do 

y 	a 1 	so br en a d u u te u; u 1 c, 	a u u u 	u 	un u u a u 1. 	6 u 1! 	6 u 	Loe - E i 	u 	¡1 	y  

[nc dc 	Li0,000 	pr; 	de 	cada 	uit dr 	iiau, 	previuuente 	purif lea-- 

das 	por c'o1uatoqrLÍa 	en 	placa una.. Las 	colwsnas 	de 	íu;btulitu 

de 	O . O po u 	8 	Ciii , 	So0 	p 	ev i a u 	o E e 	1 u va u 	u o o 	1. u t 	V 0 1 triu O ti 1.  

Acetona, Metanol 	el 	90.. 	y 	Ama ílo 	jauuudu . 	1.(i s 	.urioruunEe 	Se 	caqui 

1 i b ron col] E re s vol u ue res de lIC 1 0 . 1 M , roe u 1 a roJo el f 1 u ci a 	- - 

1 nl/nilo. Se Car(jO el sobrunadarite cori el ti'dou y su pet'rte 

que 	6 s 1. 0 pt3 u e t re en 1 u e o 1 u e; u ¿t . 	e 1 u u u ti 1 a u 	ro te n a s y 6 e u a s 

compuestos mc'k hidroH los qu' Lis l•:cic con '10 i;;l de Hul 0.1 M y 	- 

PO st e' lo nne n te se e 1 uy en 1 1 5 ir tiC ('.00 40 ml tic Me t. 3110 1 a 1 90. . 	E 1 

lavado y las elucioues se recolectan en fracciones de 10 y b nl - 

res 	OC ti vario o te . 	So toman u 1 le u o la u la rci (le turu; ¡113 u 1a C a 11 ti dad 

de )'adi oact ividad. 

Una 	vez de le ro itt ada l,¡ fo i'iiia (le E ti ha o , se. Pro df O 6 lo a pu u i - 	- 



fi C 	i' 	1 e 	(1 Ii 	O 	' 	U 	(li 	It 	en.!,, 	. 	U e 	1 e 

ser Li it 	ÍI) ia d u: 	(it 	el 	P11, 	1.  

1 u s 	u 	u 1. 	u e 1 	1 e! e u 	it  

/\nibr 1 i tt 	5L 	Sil Ií Iii 	O 	ti It 	(Ve. 	1) '0 C 	ti 	u 	u 	U u'.' 

un 	Le 1' C 1(1 del 	1 0 1. u  

liii Ci ti) 	5 e 	ri' . U 5 U (e id u'  ti 	it 	1 ,D r.) 	u 1 	'e  

It 	pH 7 . 1 , O . 1 5 I• 	de 	6 1 	y O 	 e u u 6 e 1 e' u 	nii e u 

p11 	7 .4 , 0. 1 	11 de He C 	O. Ciiíj,tUU 	u 	'ej,. eH 1 e 	CO ti 1 6: !H OH 

1 U 

Se cies a e rol 1 o un  

E nc corno de M t - Lic 	e 	te 1 sii u u Cd (6 0) y de 1 u u 1 fo rica 0 e u e 1 

su e ro 0 1 4 (1 60 ) 	co e u u 	te t e r y ¿e 1 u 6 e e a 1 o re u Ci a U 	O 	e 	. :? 7 6 u g 

M i en 1 re s q u e 1 a e a 1 Li O a O dr e e O 1 o 1 i qe 11do es co u u t e u le , a e re u u it O o 

1 2 	000 d piii . 	Pa e a a ni leo u u u e e u u e re e 1 i a e 1 e ti u )0 C OH ¡t O e u ti 'u u - - 

mente entre las do s coiicen!.,"uçiortrs dt' ¿i;ortiquidui'uu de fosfatos. 

O b te o i e u do u e que 1 a u c u e va u pa t '6 e te u tu d e 1 ato t' ti e1.  u u O o e O e fo - 

fetos 0.02 tU como dci 0.2 tU son sit;eilai'eu, sin (emuHio altuño en 

1 a 	s e n s i b i 1 i O u O . 	A U a CI U u u e O e 1 cci u i o 6 1 	e u u u e u u e s ra e 1 	o u 1 e 11 J. 

do de Leu-[n 	uoitto Je Pie 1 -f.nc 

II 



A. 	 It)i.Csi e 	tii, i 	 I C•1 	1e`..t:!iu,'ili!. 

El 	pei lee e 	pu er l 	I)..e 	1 	obt.I I 	. 	t:n 	if.: 	cl_ 	nl ta 	uir;illll i 

dad, 	e:; 	1 	de 	1)05('ei• 	ti 11 	lll' .l ti a:O'í•I10 	i,1.. 	C: i'. 	u('lY 	iil. 	Cti{ii1C11l - 

C:U.`í 	✓ CÍe 	te 1 ta 	il 1 1111(1uJ 	{ii.(( 1 ,.i 	5C.' 	111CItiti11)9Ctl'3 	{ .a,'<: 	1'1 1 () 	S(! 	1'(?a1 1 - 

l l) 	1 el 	i i u t (_' .`. 1 `.i 	 j' 	1 if 	I) 11 1" 1 i i t; r! '•:: 1 de 	d t' 	1 c.l 	i e f' t: u 	qe ;' 	S C: 	t' `, 1. u i') I C'_' C. 1 U 	t: ; t 

1 o 	I)f'UCE?C.1 e 	en te> 	e: ¡i(_'Y' 11',irtl L i l í `l 	f)'i 	1'c il+l 1.st Ui.? `.., 	(I t.' 	;l l 	1"eill" - 

CiC)ti 	Sc. et1Ctie11r u 11 e1'1 	18 	i i:j:;i:r' 	1 I 	f.tl e11a 	;i? t1tio tra 1111 crol¥'.c7 

tUC)Y"<ati:u 	r'(?p, t'e'5C tlLa' 11'o 	de 	los 	t'{;;,I11 I,. i;i¡es 	de 	1 a 	p111"ii 1eat;iC)11 	de 	1<a 

1"P.rCC16it 	de 	C01i 1U<jc!C:ll)Il 	C:!?te 	la 	Í.tit 	y 	1cl 	A`..I 	por 	I'11L.'(I'!o 	e!C' 	ti t ¿t 

rald chi Jo. 	En la puete eel!ut- (1r de la fique a 11 e 	un ;:tiu1,tt-a la 

dCte ere 1 ira eií)tl ti 	1 	aÍ)S orbe rCi! u 	() !i1' 	de 1i t', dI ver S..'i 	f1'í1cc'io- 

nes 	tu tito para cotl,iir 	.tdo e de I_eu f_rl(: eol!lü d(' '`(_!. [n: 	En pacte 

inferior se L'I1ClIC'Iltl'<i 1 	Jet t? re: iCtc't:lUn (le l C CC!11:1C'aU! de 	11 [nc 

par a 	1 a e liliS1'taS 1su e s 1. re 	u11 ter i01i:]1, 11t(:'. reu11CloeaUaS 

En el extl'o¡tio 1ZCt111erJo Si'_' encuentre la reacción de conjIC1Qd- 

cióti dt-, la LeU-Enc co11 la AS!1, en CIUe encontramos des ticos de jet 

por to,ticia, el 1)riti¡ero C1 o, e, 1 1 o 5 e'lllye eetre la fraee 	i—t 6 a 9 q(1e 

p0Se.e11 Ut1 Coloe <a111ar11io t!l:at't  'de , ttiient.t, ae clt1,_ el 	segnt1Cio 1)100 e1tl 

á,e en las fecccienes 12 a 1 ►. 	Il ily que ha C('1' nota 	que a ubes IIicos 

coinciden en el u reine t.ogrcllna de ul sor be tic 'i,: mello el de eadioeeti - 

vid ad. 	Debido a que Se es 1:3 ut.i11¿ando un,i (ol oran il de filtración 

por peso 001eCu1ut 	el 1)ri1:ter 1')i co Corresponde a las, fracciones - 

que contienen el conjl.jot-i(:Íll desearlo o sea Ab! -LC'l! i l'I(.:, arcillas le - 

resol ticido de 1a (:01urllll1, no 1)er1:1it0 1 a sepa eac1011 de I)01 une tros - 
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1 1 ( 	Ii. 	1 1 	- 	ir i 1 It: a . 	:: ti 	1 	1 iie: H U 

L a 	f i q ti ea o u a'; t u a 	e 1 	ul,  o u: 	e 'it' a 	a d 	u 	1f i e a U 1 6 	tI  

CO a e C i (iii c,  ti ti e 	 g1 it Li ea 1 3 e it 	 Se 

u ti 1 1 z a ro ti 	o 1 uitna s de 	1 o Go 	1' 	• 	co ti tiit.t d i :'. 11u 1 (u de O 1 po e 

8 Cm COti UI) flujo colee i0 y 1í1 ttl/:Hit i'euul'faie3u íi'.ut'toreu. 

(10 	2 ,1 0 u 1 	E o S d a t. u 	u t 6 	e 	u u. 3 o u a 	O u 1 	1 d c o re e e u 1 6 n d u' 

alunas fracciones que tuvieret 300 u1 	puesto que la rotoleccH6n 

se 	rea 1 i z6 ita no.. 	te ti te 	E u 1 a f i q ti ' 	1 	/ 	50 en u 5 CH t 	1 . 	d o Le e - 

o i o a e i 6 n 3 e' 1 a a E u o e ha o c i a a 2 1 1) tui 	it 	se 	it ' 	u o t ea 1 a d e te e - 

tui ria c i 6 n de 1 a ea d i o a e ti y i dad 	 (t 	r' cu pon3 o a 1 a Le ti 

Lite, mientras ci flii.:ttrO 2 CorreSponde a la et-[nc. 

La 	e f 1 c i e u e i a de e o o j u C  a e 16t1 p a ea a ti E a s E o e es tI 	E al 35 

Se tienen dos pIeos siendo el que priauro eluye el que contienO 

el 	conjugado ASE- E tic que pa set:' un color aittar i 1 lo ttarrón 
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de [1:11. y /tI 	10 	ru 	[1 	n('iuIl' 	2 10 	Cui 	 (1 	1 

L o u• 2 ti e 	O 	O 	(J 1 111: i fl 	d 	2'.. 	L 1 	1(1 1. o 	1 	ui U (1 	k, 1 	Y 	('l) 	Ii O O 	i l k',  c,  

ción p(steriur. 

En 	el 	xtrenio 	d l.,rct i te 	nit 	;tttt 	rl 	lo 	l 	lUn 	lo ¡\2,2 Con 

1 ¿1 Mat - Vii C 	ít 1 	.1 q u e 1 	q  e 	1 0 t',1 	1 o 1) L 	1.1 c 	e 11 0  

cos de iunpoetiu que cHicHe 	rt u'lo. ti'o; (.1 

ciún. 	[1 pril:iet 	pico TiC: Lot r'oH ci 	jodo de lo A2F;et- 

E QL 	1) el 1 ¡11010 a (1 CI 1 o R S 11,y i 	l 	it reo e 	nt e , el Oye co t re  

f ea cc i on e u 5 a 9 , y q u 	a ti b e11 	e 	u it 	o 1 o e a 	a 	lo ea e e ú u 	- 

el 	s co un do l.t co 	o 	1 o a. d 	tu re u '1 e 1 a 1 IIc 	flí. a i u eco c e i en i. 1,-  

eluyc entre los 	i,  <-.) c c,  o nos  

Por 	1. ti 11 t. O 1 O r a o 	rl 2, re OC 	i 	¡1 e '.1 2. e O E .. 	y e n ti o 	1 co a • e 1 	- 

pr i mc' ro que e ( u t. i e u e 	rod o e te 	de o 1 te pe a o atol e e o 1 u r , ni i en ft, ro s - 

que 	el segundo co e t i en e e Oti;1 u e 	e a de p e u e tic 1 ecu 1 u r L) e,  (-1 L: uño 

Las 	f e a c c fracciones q u o Son U e i  t e r 	, a o, i 	q u e 	tic] 	e 	a] p e i ro e 

p i co 	1 as CO a 1 e s se 4 Un t u ti y co o el 1 a a e; :u 1 a 1 fi ea ti a s se i nec u 1 a 11 

según el protocolo OSUII)leCidO e,  r. procedHiientou exteriiiien.oles. 

Estas fracciones cont inflen A 5 Pen diferentes foru:,is que p r o J u c i r 

Ac especíico hacia ella. Debido u que la de la AtD no contiene 

la secuencio de las Ene, Usta no intelíerirLI en el ensayo. 

L a 	e  i e i e ti  i a d e 1 u e e a e e i U ni d ti co u jti (Ja C i 61 5 0 0 OC U 01 tea en 

un 	intervalo  que va del 25 	1 3 i. 	 m 	a 	 O lije 11 (1 o el ti e - 

la ASB contiene 60 res Iduos, y bajo la eficiencio obtenido. sabe- 

1110 S que (10 18 a 20 ecu 1(1005 (111 i.1', (liS t ,tií 1 OC U 20(105 • siempre  y 	- 

cuando por cada residuo de L  s le sea unida una Inc. 	Esto quiere 
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(1 ( (. ¡ 	(¡ ti (' 	1. o 	1 o 	L¡ ,> 	ex 	u e  

t eo IT ) O O CC 1 UI 	0(10 CO O 0 1 0 U I o i , o de 	d o 	20 1 o 	q u e d e e u e t. o e 	u 

pOoIIJilidJd do qo. yo 	ue en 1. reuridt onn el eluLtreld.hIdu 

pro du  en co n de u e C j O 000 	0 00 re o i (E ue d e E. O e o 1. e 11 un i d o o do o [nc 

Por 	0t)'0 porte 1 -O1u0 rdo un 	uento que 	ten 	1 ni de [nc pu 

1'O 	i'í a ucioflor, húciendo lo 	.jncion 	000 00 exioten pdido 

a 1 j  OliO , ten d e eoo o que 2 0 u 	o o U O u o d 	¡¿1 E. 11 	e o t r ci u u 1 d o a 2 -• 

mg 	de f\l1. 	Lo que i1 ¡p1ica que en uno 	ncieuLciun oe in w. uni:có 1 mq 

d e í ; 1( con 1 2 u e 1 / 1 u q (1 o E. o e , o i o u 1. e o 	u e po en u no 1 o oc  

de reíuorzo se inoculci 62.! a 27.5 oc de [oc. 



	

)lili]j .1jlll 	llljllt 	 1 

fu 	UI) 	tI)idO 1 	que no t. 	plilIlilado p [L'.1I1ffl( 	a 	SU u;u. 	l'oste 

rbo i IUH t@ SU Oti5UVO, 	;i'O!.tF1(iU (! 10 	t. aUi.UHUU1, (' 	qtiU UC01Uit- 

ña u al 	re d 1 o 1 	u ci C., 	e 	t: cii 	ii 	1 a 5 	1 ¡ 1 u 1 a L 1 o ui 	o u 1 u que 

se  

E u 	1 a 	u u e a 1 2 e u Y e u 	u e o 	1.0 u u Li 	e e ;) e e e 	5 a t vi' c! e1 Li 

pu e ii ¡ ccc 16 o ci e 1 ¿1 s E uu e u e roea t oq ca 	e e ti pl ) u U 1 no. 	E ti 1 a 	- 

pa e te 5 U l U r 1 ü' U U e tI U U e 1) t r 	U U 	ti rc 1 	ci 	Le ti -.  1: u e • u e t 1 e O U 

que 	1 a 3  1 í E e u -E 11 	e u 1 	3 C 1 ci e 1 0 r u e Ii , j) O U Ci' I 	lo U Ii 	Od i ce de 

corrimiento de O.I 	Aiseeedli ocie a 	uia fi- acc ¡cm, se observa una 

s e r 1 e (:1 e ti a u u a s q u e s(l e 	ro d e e t a 	u u o 1 	1 U 0 5 q Ii 	c o u f o u u u e o 

jece el tizador etliueutLu en c LiUJ, lleqa11  um 0 	iones e 	- 

con te u ¡ u a r 1 a fra cc i 6 u 	i e a 	t re ye ud o c OSO (U O U U U e C i e que se a 

insuficiente el podu dy !'UUUILICjOO OC la pie.ct. 	En la Pti'lt in- 

ferio u se enC oc u t. re un c enea Lo u rawe para 1 a pu u i f ¡e a c 1 ón de 1 a 	- 

Met - [nc tritiada, 01. ervendose que;' la euest.ua pura de 3H 1'ftt[n  

Se 	e n  u e-u 11 r a a 1 o s 1 1 C u de o u ¡ u e e , t e ti 1 e ud o u u ¡ 1) ci '1 U U ci O CO e u 

miento de 0.75. 	Al iqual que para la otra Enc, se tienen produc - 

tos 	de t-  adj o 1 ¡ u i s que ci c- i2 d un e id tau e s 1. u e 	se U a o t ro - 

producto de importe lit- ie que es el sol fox ido diC lo Pet-[nc que pu 

de e 1 tora r 1 os res nl Le do u 	I n Cl c roma 1 cqrama mo:; t ro do pa 1 a 1 a - 

Moi-Enc se obuerva que lo [nc tritiedo eti entre las fuocHones 

a 	y 	11 cm de 1 o r 1 q en , s 1 en do 1 a 6 1 t 1 aa de 	u 1 o u 1 e md u pu r e 

puesto que la pritueu a p osee coutuiaiiianteu en una miii ¡eta paute, 	- 

pro U tic lo de 1 a re di o 1 i u i u U e 1 	L u c o u e e o e Ve ti a it y e e r co ci e u 1 1 o 
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FIGURA l2,- 	Porificucioo d,\ Po`|ioli (JO /'Jo¥ 

Muestra los cr^om|nyrooms rcsoitOnLcO de l./ puri1' icor ido de 

Lpu -[oc iriiiodo en lo Porir 	oporior. y Jc MoL - [n 	1ri1.iaúo en - 

l0 part 	orivr. [| liquido '|o 1.1o.'i6n ", uno o,:clo de Uloro- 

fnrco. Metunol. Ac. íucdtico, 8'¡:c (ver RdtnÚos). 	El c/nnatngraxnp 

está cxprcsadu como 1  lo/,gitod ce nn desde e  oriyeo. contra lo 

cantidad de radioactividad encontrada ex codo f,occiÜn. En d\tc 

caso so correo ylocas, Úc y,l Jc ,ilice con fluorofo o. de 15_cm 

de lnnyiLud por 1 cm de onchu. paro su doLcrminac¡dn se fracciona 

en rectángulos de 0.5 por 1 cm a lo que es denominado fracción. 

Para determinar la po¥iciÜn de lu [nc puro so usan patrones de - 

Eno fría. La relación entre la |'osiciÜo de la nuestra deseada, - 

con respecto con la lnnuitud total a la que corrió la placa, se - 

3 lo denomina índice de cnrrimiento ` para el caso de la 	H- Leu -[Uc 

es de 0.81 y poro la Kot-Lnc es de 0.75 ` los cuales son in[crio-- 

res a los reportados por la literatura, 0.87 pura lo Leu-Enc 	-- 

(Mulfroy y col. 1978). 
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id r/'cup^'raui6o 	de 	1 	[oc 	̀|// 	l./'. 	|'l./c`i 	4 	icc, 	.4 ienti 	un 

II 

unLci 	vol 	'¥x 	r¥i/ 	6O 	¥ 	:U'¥ ` 	d, 	|'' 	cao 	1'(.''1 	¥!¥ 	io:yocsLo 	iuir¡v{¥`o 
 

Lo. 

u 
Por 	otr^ 	parti: 	e 	oi 	crru 	'/.` 	,| 	cyrcje 	c 	1 	d:l 	r.'d1nli- 

U yandu trae 	el 	aumento 	de 	pru'ixcin:. 	con 	ioaoi. 	que 	n. 	;,Jco 	ser 

rccoo8ciJo` 	cut) 	iw/:nnyeoo'. 	por 	el 	Ac 	|`or 	|io 	Je 	lo 	deduce. ido 

maLumticz 	omsLradi 	co 	|o 	iiovra 	9 ` 	sp 	p;'de 	corocpr 	la 	pur..o 

del 	radioliyaodn 	puo 	c; 	reconocido 	por 	o} 	(c 	L` 	Fi/or: 	13 	moeS 

iro 	un 	ojen;lo 	d 	la 	fornu 	d 	t 	1;1.0 	po, 	, 	ro 	.i 	cxxLidad 

de 	 incx/oo)ogicercotr rudioliuendo 	 ruconocido ` 	¥urí: 	d 	on 	ensoyn 

a 	oteo, 	tcoÚiendV 	o 	d|sminui/ 	po 	canL 	i ¿id 	in 	rupor1.^r 	qoc 	6 	tc 

sea 	purificodo. 	Paro 	un 	uosayu 	rculi/a:10 	con 	v"/ios 	sccro5 	simu7' 

taAeameotn. 	que 	po sin : 	la 	nisxu 	coniiJaJ 	dc 	rudio 	iyaido 	inounolu- 

gicamontc 	reconocible 	s, 	puc'H 	cxCrau/ 	de 	la 	figura 	13 	A 	y 	A 	pa- 

ro 	cuda 	[oc. 	[n 	dondc 	se 	oncxentren 	]r 	icus 	parx 	vario5 	sucros 

real izando 	co 	un 	niuoo 	enSayu. 	Los 	puntos 	son 	oXLra1dc5 	de 	las 	- 

titulaciones 	y 	estun 	graficvdus 	como 	ni 	inverso 	de 	la 	fracción 	de 

radinligandu 	unido 	cootra 	las 	vocos 	de 	diluciÜ/ 	0c 	0r6[icas 	de 

es te 	{iyn 	se 	ubtieocn 	que 	ioJus 	la 	ecLas 	pauao 	por 	un 	ni sino 	pun - 

to, 	 inverso 	de cl 	que 	significa 	el 	 le 	frocciÜn 	del 	rudio|itando 	- 

i mute nologicamenLc 	rncooucible 	por 	cl 	A 	Cunfoente 	cl 	int ni' ceptu 

se 	aleja 	del 	oriUco, 	scrü 	muynr 	la 	cno1jJa.i 	Je 	coniamioonips 	quo 

con tendró 	e 1 	radioligondo. 	[l 	valor 	/': 1oioto 	/|ve 	roe de 	sor 	obteni - 

dn 	en 	estos 	tipos 	de 	Srü{icns 	es 	o7 	de 	l ` 	que 	significa 	el 	1000 	- 

de 	 Lo 	frocciÜn 	do 	 fi pureza. 	 uniÜx 	espncT 	ca 	se 	obtiene 	al 	rcoli - 

Izar el 	xiyuientc 	cJloolo 	.^rx 	cada 	punto 	de 	dilución: 

/Uni6n 	os pee 1fi ca/can Lidu'| 	to1.al 	de 	radjoligonJo> 

f,acciÜn 	de 	unión 	específico,  . 
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L ¿t 0 1) L e ji (. 	¡ 	l   1 .1v 	Y d IL 1 i 	() Y d 	i 	, 	( Y 

U
Cii í i e i' c. Ci 	UI e 1 	1 	1 UH) (1 (1 ( 	Y(' d 1 Y 	i OH 	(1 11'! c O 	Y J d 1 ti 1 iJ 	.1 e y e t •  ¡ 

en c al] t 1 dd d d e 	e (JI tt nP j It d U 	5 , U O 	1' 	e 	Y Y 	Y 	e' 	1 e f 	i U U Y e 	1 3 E 1 

U en le 	que 	se mucsL -  e 	le vide 	di tre;eot LI 	tient1;O u. 	¡1 He'Jo 	no 

es atsoluto, debido 	e que 	no on 	1(lirOl del tre;H;r, 

1 () 1. e s 	ci e 	nti e a r 	1 1)0 r 	a 1 	1 	Lo e 	e t e 	r 1 u 

U 

U 

U 

U 

U 
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1 	F  (tJ PA 1:3 	y i t a d (1 P,i 11 i e 1 ¡ 	u J u 

a 	L e  c, 	11 e 	f o ron dç O e' 1 	y e 1 o e 	ci e e e q u y , 	n 1 u 

P
C i 6 u d e r a d 1 u 1 1 q ¿i u d o 	i no u ño 1 o q 	e u te pu e o , 	p e e e u u 	en e t yo en - 

que e e p roba e o u 	e inti 1 	e e e amen t e y er S 	e u u ro e 	pa ea 1. e u (A ) 	y 

para Ílet- [nc 	(A?). La :nrte 	inferior ueet,n el 	tranerureo 6 vi- 

dea z a ci o r, (3 e e í 	ie a 	r; II U 	C 5 0 1 e e i U e 	e C,..,  1 	a u o ' 1 	p roe e 

U ni j en t de 	1 a 	e eec: i 6 	A u e e a 	y e e i oe u u e e ye:; U ¡ 	re 1 3 	13 	Lo e da o qe 

I

tos prov 1 en e u 	ci e 1 a e 	ti t u 1 a e. 1 o u e e ¡u i e' u 1 e n eq u e 	1 a fo rina 	d e zj r U 1 

cae y 	extraer los datos es 	por 	ci uo.odo trafiCO de la 	fiqura 9. 

1 Para ini e 	(le te 1 	1 es re fe eles e 



t':... 	1itu11i 	i!u. 

Se 	t' c.,  c. 1, 1 d u r 	u 	1 e i u 1 	u . 	lo 	u 1 o : 	1 o u 	11 u e 1' (..! 1. 	fu e -- 

ro ti 	01)1.0 u ¡ t1 u 5 	e O 	O ti 5 u '/0 5 	' e d 	oo 	u 	(.1 1 1 e 	'e Fi 	 t'ui 	o e 	 u O 

S(.' 	tienen 	resol tudus 1 	 '' 	vr'i.lT.s, 	por' 	10) 

d e 	j 

 

ti Lo ní e re 11 C i a 	que 

('O( 	(51 	I 	'un 	tun 	- 

it p ii e 	e 	(,u'! 	e e ( 	1 6 o O ti 1. 	'e 	y 	r' 1 o e 	e ti u u','o 5 

El 	f a e Lo r 	d e 	1 e L e t' fe e en e 1 a , 	o u 	1 o s 	u o 	o i ti a e L e u 	6 e 1 	e e d 	o 1 ¡ e o e 

do , 	q u e 	s e 	unu 	ro Po qn e 	d i 	es 	e u i u u 	1 e 	u n i e o u u 	o u 	lí, 1 C e 	',' 	e u o e e 

bao 	la 	U[ 	v 	el 	CPb, y 	non 	ello 	increroLte le 	veniaci6u 	conformo 

leS 	titulaciones 	se tt_eliztt 	(:10; 	orciodos 	lurqos ',n.re 	uea 	y 	otro. 

í\douoís 	e s t: c) 	eriiiyos tuf'ror1 	roel 	i'adcts 	e en un 	reilo 	de 	itiLol.niur 

que 	no 	contenTa 	J\P, o] 	ti 	 it' 	6s1.e 	ract.ivo 

	

al 	medie 	de 	iuCubC 

 

-  - 

ción 	trae 	Croo 	e 	u_cit.tteie una 	disttirtec ¡dr 

cííica 	dejando 	do 	'sta 

	

dejd 	u'rÇ ion 	no 	espo 

 

- 

¡'unoa. 	que 	le 	uniún esnecifica 	hacia 	el 	- 

a n ticuerpos e o 	ex p re' sed ¿1 	de 	un a 	1se non a 	cmi u con i 1 a 1.' 1 e * 	po r' 	e 1 	a u - 

me n t: o 	en 	1 a 	r' roe i u Co ej u u 1: u rse o t e 	e e 	u b s e e v 6 	q u e 	ex i u 1. ¡ a 	u o a 

cantidad de radio] Hundo que l  era posible de ser precij ¡Lada 	- 

por 	el ca r P6 o e u t, Ir 	o d u, 1. 	ti , aún a 1 i co n  e lit 	 v, 	o 1 la 

de éste 	El e Uti)eri Lo en 1 e can ti dad de pro doc tos e 1 e pru  ¡ 1 it a  

se 	f u é hcrC 1 1) (10 no lar jo co e ío roe el Ita :: u do r o el red ial i qe edo - 

erivej e  T a , por o tuneo o en 1 /r cu ti ti da d de prod lic LOS • re di t', 1 TI. 1 CO 

Pura e vi ter 1 os probi etna s ant e e r1erte 1 oea doe , se 	coced 16 o real i 

zar 	1 a pat' ji 1 CCC 10 tI del t'a 6 i o 1 1 (11 rdo en c notre Lo q re 	a en 1 u pi a ca 

reo 1 1 z a ti d c) 1 a p, re y i rimen te a su u Li  i .- OC i 00 

En le tabla 2 se encueuLran res uridos los 1, uu1 todos (101 FflLf'-

yor ttuio obtenido para coda animal, cori titulaciones sifiultrt - - 

OOCS para cada cori ('j O 	a e T po.l etiiou e omp a ro e el mayor ve 1 (fr para 

WIE 
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la ipu-[nc, que se tiene pica u: ooia..| inoculado una Üo¥co vez 

siuuJo csic animul cl C . micn( 	5 quc |`^'ro l./ Nr 	[o c, ul m('jor 

t{o]o se observa para el método de ioo(ulxciuneS de rcrucr'o, siny 

do el que obtuvo el mayor título el C\4. 	Ln la figura 14 se mues- 

tra cl cumyorLamicoto de es. Lns do s onim/ 1 	, 1.oxicn10 0uo 'x ln fi 

gura Ha sc observo que titulo del C8 oucota rápidamente obte:ie¥n 

do los mayores valores a los 	y 60 diaS ` despxds dc los cuales 

disminoye lcn talle o1e el iitol^ h ; 6v :n valo/ bxsul ` a pesar de - 

que se le inoculó de refuerzo por vía mntrnmosculur, el LTioln no 

aumcnto. Por otra parte en la fiyuro l4h se encuentra la respuns- 

to 	i orno ne del Cl4 a 	ino0olociono5 do re(uerZO 1 r v u inLrod¥nni' 

ca, se observa que el animal responde inmediuiamcuLe a la primera 

inoculación, aune'l tundo el título con los ioocolaciones de roluer-

zo ' alcanzando el máximo a los 7, días después de la primera inocu 
' 

lacion. Posteriormente decae lentamente a pesar Ju ser reforzado 

mensualmente y nuevamente responde después de un refuerzo por va 

in tramos col ar. alcanzando el máximo Litulo a 1 o l60 di as de la - 

primera inucvlaCic5o. 8 pesar del continuo estímulo para que ou--

mentn so títoln. el animal no responde. 
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FIGUPA 1 1{. .1 itu1u1 ii:n 	(!e 1,)U 	`U urt) U Bit. 	t.eU - 	I:riU h. ±.. 	Clic 

La ficlura luuc.s1.eu  1c,.. d,1Lo.. 	U u 	1u:., 6 ,llli!:.,.1e í n e 1.ie 	:U 

si 	

- 

el mayor tíLu1c). Les 	1.it.ulaciur:, !lost.l- ¿l(I.;s, sonr(¥11 i7ucLr 

nitlltalleanlerlt.e E) a t• a todo,: 	10`, :u; 	1' (;`. 	clll U  1!!is51) 	uuill.l Lcs 	el 5- 

sul tactos de 	1;1 t.i tulaeÍ n 	eo1- 1'epor„Ec a lo, sueros de Leu .:nc 	(L) 

y de 	I.crt-Enc (1'i ). 

Se representa p01' 	los siyt:iet1tes :i;„ulo: 0.0 Unión no 	es 

• pecifiea,t - 	Gz LinECt tu1..1 

A) 	Se ve e 1 	tl'1111scursc) Cde' la l- cspuc'ta 	irl!;l1ue (ldl'a till ee1me1, a 1 

CUa1 	se 	1e Cl1(1 	u 	1IlC)C:ll1i.:!: 1611 	11!11(:¿?. 	Se 	OEl'.;et'Ye 	q u e 	la 	11e1G11 	110 

específica es baja, y gtie su i11t,c, "ft,rencla es !niniwil en el ensayo .  

La 	uni6tl tú te 	Va a irise etc.Itidlo ElaSta al ca 11Zee Utl i.1á :il:;o a los o5--- 

60 Cllas de 1 	pr 1 m1'a !¡ 6uice 1110C1i1ec 1011 1 ` pos 	 'S'1L1 eme i .0 des - - 

c i e e d e 1enteuerlLe, hasta a1ct:rl z i'.l" u u a hasai1 . 	%1 yesal' de que s 	- 

1e ref01'7_O 1)0r 111eeli0 de i11oe111aciunes por ,11a 111tea'!IUSCu1ilt', el - 

• animal 	110 	res E)OI1C110. 	pu risa u cc.iE?IlCEO 	en 	su testado 	banal . 	La 	1111i6e 

total 	nldx1nla 	se 	obtiene 	par a 	la 	ISleIlor' 	d 11tlC 	1611 	del 	sul'1'0. 

B). 	Comporte n;ient.o 	del 	animal 	111 	c111ado con 	tic t.-Ene'. 	G( 	inocu16 

en 	Inú1t1p1es 	oca siotle's, 	ot)serveucio 	Clue posee 	Utla 	eespueeta 	a 	los 

75 	(lías 	de 	la 	E)rimera 	inoctllac.ián, 	pos t.erio1- m0.11te desc1ende 	su 	- 

' logrando título, 	 uuevarnentce 	un 	mdi;:inlo 	a los 	160 	(lías. 	Hay 	que 	- 

hacer 	notar 	(iLIC 	elltre 	aIihos 	1)1 co'--. 	de 	¡ni ;:l!no 	tí tul o, 	ex,ist.e 	lltl 	va - 

lor 	nlíninlo 	a 	los 	105, 	(iícls 	des pu6s 	de 	la pl'ilnere 	itloculac ón, 	des - 

' pués 	de 	la 	cual 	se 	(lió 	un 	r'efuer'zo 	por - vía 	1ntr.addrnlica 	aunlentall - 

do 	su 	título, 	poster1orinentc, 	e 	ésto, 	5e 1ce 	áa 	olla 	inocu1aci6ti 	por 



1 01 

I') Y \/ Íó 1 	11 	L 	Y' 	ii1i 	ti 1 	1 	1 U 	t. 	fl 	11(10 	0 	0 í t 1' 1 	u 	1 (; 	6 í) 	da 

de 1a pi' 	1 	i !IY' 	1' 	i í_) c u 	(ti. 1 UIt 	Lo s 	( 1  u LO v 	e Oi;o 	e por 

ceiiL.je ife 	titlHIl 	t()tLtl del 	I(1IU1 	i 	1rdo tLi 	lu 	di 	luin 	f 	it)il 

el 	suero. 
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1 D. - 	Afinida/{ 	y 	ia¡1^ciJud J, 	loo 8o!icx,r[`o'.  

I I L  (1 (.1 d 	e 	uno 	Jc l:o arJuo 'o¥ 	q , 	lioiL:o ,l d 	arro 

llo dc 	ti   K][. 	iu 	afin¡'|e/1 es ox 	ro¡/iL¥!a'| inir[os,eu de 	los 	Ac 

de un 	dntcrmioaJo \oero. /'"ra le 	Jo('rni//e/i"n d, 	l^. 	o1'inidad, - 

lo qoc 	ostnrJ e>|/resedo 	con   la const./o1c d   d 1suci^ci6o, se 	esCa 

I
b luci0 un xm¥¥olu 	xuLu:eLco, y ynro 	cl|u ha¥ qu, reniL¡rse a 	la 	- 

fiquro lU. |/o 	igool 	[o "^o l^ 	cx;ocidxJ du 	lu'. sooros c; do' 	im|/ur¥ 

tancia ul ser 	doicnnin»Ju. po6 inruluoro le cuucoxLruci6o ` y 	se 

encuentra resumido 	en 	la 	figura 9. 	ios do1ol|cs do 	su 	oh{cociÜn 

1 se rnfiricron en 	los 	Procodimico o 	F>Per1:otal,s. 

Lo rapacided do los sueros, cs|Ü e resodu coreo lo concentraL 

ci ó n de los sitios acLi,os entre le coxsta/¥ t c do d inociaci á n. En 
¥¥ 

las figuras l5 y l7 se pxw¥, ezL,¥onr Jo l¥¥ pendieoLe la copacidad 

I del yopro. En la figvro l5 se eocoenLron eri[icados los valores 

para una ti1ulociÜn ¥imoliaueu cno los sueros d e  [8. Las yrJfi 

-- 	
cas son del tipo Seoickard. teniendo como abscisa la fracción (le 

rodinligando unido usç.eci{icumoniu ^ que en la ordenada se tiene - 

la fracción de raJioli9anJo xoiJa uxycc ficamcnte oo¥ru 1  dilo - 

¥¥ 	 CiÜn final del suero. Hay que hacer ooter que todos los sueros - 

interceptan o ln ubscisu un cl oisno punto. do te valor es 0.65, - 

que es la fracciOn de rodiuligaodo inmvnoloyicameote porn. Por - 

otro ludo se ve qoo la pcodien(e Ju las corvas a umen t o de loo - 
¥¥ 

30 a los 45 dfao si codo muy soc o'ente a 100 60 días y decreciendo 

I pos ter io roe nto. 	[stos da tos po,`doo sur rep re sen ¡.,l (lo 	cumo lo 

tru 1a figora 16 e 1 quc se ve qo, lo moy0r capoci'|od 1o tiouo el 
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FIGIrí 	I5.. 	()(H(l 	: , u ¡ ,Sn 	de 	1 	(.tiit (.IiI 	1101 	.Uit(I 	do 	Lei-Litc. 

La 	f i g ura vitJ(:lti 	l a r e p 1^ u 	ntaco ti 	'raiica, del 	tipo 

Sc a t c It a r d , de 	1 o s d i f  ro ti 1 o 	u t. 1, 0 	a a c. 1 C t 	ti u 	i a 11 d u 	o u 

Le u E nc . 	1. a s q r J í i ca 	r e pr o e L a o 1 a 1' ri o ci ó u d e t r aa a de o un 1 do 

epecíficamcnt.c entre la diluc i un f irH del 	i;iio. centro la frc 

c 1 ó o de Ir o ; a do r o r a 1 1 o 1 i q a id o i u o u o o O O a u n 1. o t' o o o no c i b 1  

unido 	es peo i fi c dflO tito Lo ; (1 (1  fu c,  ro o proc o o a do o 	o e 	ti 	1 a 	fi - 

qura 	9. 	Lo 	pendiente rcpi'eoc:ita 1 a 	concafltrac ián 	do 	ouerct 	entre- 

a 	constanl.e de 	disociación con oiilio 	'ativo. Vientres 	que 	en 

el 	i n torce pto con 	1 a a ho c i se , 	se ti en e 	1 a 	cliii t 	do d 	do 	re dio 1 i qe o 

do 	i orno no 1 oc i ce oc u 1 o pu ro 	o re reno c i b 1 e por - 	el 	anticuerpo. 	los 

datos 	actu 1 	iootredo s fueron oLtuidos en ttu1acoicco 	simul tencas 

a o a 	un 	tui Sino e u i la 3 
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F]CURP 16.- C^m|/io (.x 1  CO¡.ociJod d  1 	ooru 	do icu'[oc. 

La corva rcyrc;ootu lo; camhius en lo capc/iJod de lus sue-

rUs relacionando lo concenLraci6o de uoiieoerpo ;obre lo con¥tuo-

te dc disnciaci6n, en ml 1ran;curso del tiempo pos(crior o la pri 

mcra inmunizuciÜn. 	Lo; Jains (oerno ubi.`nidn. 	Jn la fiyuro - 

9 y 15, 

[n la figura se puede notar que cl porJmctro mcocienado on-

teri0rmonto, en quc se y  qou avmpn o rJpidopcote, ohtcnicodnse - 

un m ximo o los 45 días y posturio eme nLc desco/)die:ndn lcoLa mente . 

Hay que rece rdar que cl animal uni como ntc recihiJ ona inm:nizo - -

ción a los U dios. 



1 0 !. 

suero 	C915), 	y 	que 	e:, 	imi lar 	il 	la 	del .u:;eo 	C2(6H). 	Se 	ve 	que! 

la 	unica 	inoculaci&n 	del 	in iunogeno 	de l .uAnc, 	e:. 	:capaz 	de 	prado 

cir 	sueros 	con 	altas 	capacidades 	entre lo: 	15 	y 	50 	días, 	después 

de 	los 	cuales 	d 	sciende 	1enidr`nte 	h 	e  10 	90 	días, 	tend 	en do 	a 

un 	valor 	basal. 	En 	la 	finura 	17 	se 	D eiarntra 	de 	ferina 	análoga, 

las 	curvas 	Sc:atchar d 	para 	la 	Vo.t-Ene. `:e 	observa 	cae 	lo 	i r¥tcrac- 

ciórr 	con 	las 	;.rbsci:.::, 	tiene 	el 	valor 	de 1, 	e 	t.ru 	q:icre 	decir 	que 

el 	radiol i chanclo 	sp,u6s 	de 	serpurificado por 	cr.o;:+a tocara f í _: 	en 	- 

placa 	fina, 	es 	10c'. 	reconocible 	por 	el ,,r;Licrrcr'po. 	l>or 	lo 	que 	co. 

eresponcie 	a 	las 	pend ioil tc s, 	se 	el serva (ri; 	aur ert o 	gr'a(tual 	en 	ésta 

teniendo 	que 	entre 	los 	75 	y 	los 	135 	días sufre 	un 	cambio 	la 	pen- 

diente, 	haciendose 	notorio 	éste 	entrelos 1.35 	y 	160 	d1ú s 	di spués 

de 	la 	primera 	inocu1ue ión. 	Hay 	que 	recordar que 	65 te 	ani a l 	fui' 

inoculado 	con 	inmuni 	aciones 	de 	refuerzo y 	que 	el 	(lía 	153 	su 	le 	- 

dió 	una 	inmunización 	de 	refuerzo 	por 	vía irrt.ramusenlar. 	Si 	los 	- 

valores 	de 	las 	pendientes 	extraídasde la 	figura 	17 	son 	gr áfica- 

dos 	con 	respecto 	al 	tiempo, 	obtendremos la 	figura 	18, 	en 	la 	que 	- 

se 	observa 	un 	continuo 	aumento 	en 	la 	capacidad de 	los 	suero 	, 	pee_. 

sentándose 	una 	meseta 	entre 	los 	caías 	75 y 	105, 	obteniéndose 	el 	ma 

yor 	valor 	a 	los 	160 	días. 

Por medio del modelo matemático es. traído de la finura 10 	- 

(procedimientos experimentales), se puede obtener' la constante - 

de disociación. 	Este parámetro nos dará la posibilidad de compa- 

rae 	los sueros con una mayor' confiahil 1 d a d . 	I_a wanipulae ión de - 

los datos y la extracción de éstos valores, se encuentran explica_ 

dos en los procedimientos experimentales. 	La figura 19 muestra - 
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FIGURA 1 / - 	D elur"inaci jn1'e 	dp la Colapigdd dr ,  lauro de Mat.unc.  

La 	í ¡ gura 	1 u o ti e a Id 	 de] 	tipo Scatchard de 	- 

los diferentes sueros de CH iieenLadct roe MeL-.[n. Las Uríficas 

están expresadas cono la tr o nción do r u dioli p j Hpo un ido específi-

camente entre la dilución final de] surru, c.onLra  la  [rac.:cicmn de 

r a d i o 1 i q a edo unido especificarente. 	1. e pündienla e e p e e 	a me- 

nos 	con o e e t en o 1 6n de s u o ro o u t - e 1 a e e o e e t: e de 6 i o o e i a o ¡ de (ca - 

pacidad  del seo -o). Mientras neo lo exteapoidride de ld recta - 

que carta al eje de la abscisa, no da la cantidad de rediolicjando 

inmunoloqicoucnto reconocible por el anticuerpo. Loo datos mos-

trados aquí,  provienen de titulaciones o it u 1 t O e e a o para  u ea mi sma  

serie de sueros. 
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r1G11RA 	1 	Ca,¡ni i (j ,. 	(ii 	1 	(.if' 1C1(1ud 	d 	1O'_, 	`.')Lií`rot, 	l{(' 	M('i-!.tic. 

La (1:'Tica nit('.'..tra ci ilcil!`.(.:u1"'.:o du la e1CIdcld (.e 10 stio'- 

• 1'OS, qUC 1'!:.'lac1U1c n la concentración de i1iltictier o (_'11(:I't:' id con- 

ti ti te (le dl`;OC1i)C1C;1'1 	i:(I 	el 	tral1s('ltl'.'.C) 	(1 u1 	i.l(.'¡-lp0 	dC' pu 	d 	1d 	- 

primera inrímili 	uu1ó:: 	Los dr11Cus fuero 11 Obi;i11 ido u s( tjlÍl'i la 11C-(1tic- 

c10Il I11atcini:;1,1Ca 	g11e 	se 	C'.1iCUeIl't.I',l 	en 	la 	11tjti1'a 	Y y 	eIl 	i 	f 1qt!t'a 	-• 

17. 	Se f11uuostra 	que los 1'(?rllE.it"':?C)S 	(311 	s te c. taso 	i.l'i!C.`tl con tinuamen 

te 	tin auinc- tito e l 6St;Ce 	lar ítnetro , olise.rviindose utli: w ;(. ta (`011.1'(_' 	- 

los 	75 y 105 días, duspu6s de 1U : cual es hay .l11 uttlil(?tit.() hu t a 1 o 

160 chías. 
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F]GUk8 1 9 	1)0 t. 	x/ cri:ecien d , le Co^uLuo!, de U¡uociaciú¥.. 

i 

Lo yr 	fico mocuiro lou 	/|oiou Yr^(iceJou un rurv/', 	Lipu - 

3ca1ehurd y 	(1o|)lu reclproco p/o 	los loro; 	Jc Leo-inc y HeC-[nc. 

U [n lo partc sop,rior se :u 	utr./n 	las corvos 	Je 1 	p 	ceLelerdpa - 

U

ra C8/60 y 	Cl4/100\. viendv'p que en la 	curve era 	Lou-[nc no pro 

seOta on comb}O d» que 	pare le 	Nci-}xc se pro 

sentu sto fenÜueoo cxpresa/|u por cl ¡ixnto 	du 	in lexión, dcmos - - 

trando la oxisL?/icin de d05 	hlvcinoes di¥or,xtos do 	oxL(cuorpos. 

[n la parte inferior se encuentren las curvos 	d doblo 	,'ucrprVca ^ 

o bien idas de 1 o 	misnms de Lo:, 	que en la¥. 	grU[icuu do 	la par 1_e uu- 

- ¥¥ perior. Se 	uLili:ó el nadclu 	matoc¥t.icu que 	se cncurnLra en 	la 

• figura lO. 

LOs daLoo oostru (lo u e 	soo ex 1roidns J» uns¿1yns en incohe_ 

ción simultooca llevada o cebo a 24 horas. 

SImbolos¥ 

dilución fin./l del suorn 1 l¥8O 	diluci6u del suero [i , 	, 	 - 

oal 1/4,000. Los circulo son del suero C8 / 80\ de Loo-Eoc, - 

mien ira s que los Lriünqulos se pnploon para el suero [l4/ló0\ 

de Net -[nc. 
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u 11 	E, ,)P(!]p10 	(ic 	I[) 	6i.l1.U:, 	LE' u1 Lid uL, 	j%ol' 	l'l 	Hit) tI(_'1l1 	Hl.ct(.'I11iti.iLU 	t.':;jIrese 

ti0 	c11 	l a 	f i y u ca 	1 (J. 	ü 	t)b'.,('1'`l., 	e 	1 a 	u !'i! 11l'it'', 	E! '1 	?. 1 i"O 	Se 	t.CÍlil!'d 

e n 	l a 	1) a l" te 	s 11 p c r 	o r 	(i í? 	l a 	f1 e u 	a 	I 9 , 	!!1 1 (t t 1 1.. 1• a `. 	en 1 	l a 	I i r1 1' 1. C! 	i u fe - 

r i o e Se et!cuen11 grafici!1; de d oP 1e 1't''c{I;i'oca 	I:t? lit!; !jl'(1(lcas 

t.iF;o 5C4ich<.!`(1 se i.,o.'(ia c:?.(rti t' (I•:-: 1¿I e0E!i(`tl1i: (•1 r'c>c. p!•o(::o (1e 

la constante de d1`.oc:lüuiót'i ccl1 sinno Il('(Jüi.l`,'U, C`i+.`,ct'vi'.11CIU g11c 1)i( 

ea 	la Le, ti-FIIc, las j?c, li(iic:ntes i"íl1";l lía cft 	di1uciunrs dc1 	suero en 

g11e 	s e 	rc,ü1iZ0 	01 	E: •fi`s;lvl), 	oI1 	i.!0 1i 11(;10`•. 	1) a: 	i(1:!i:1 	iCl!'1:'ia 	5 E' 	tle - 

11 c, u11 p arel e1isino 1)(lra la cure a del e.<1:ee.".o (.1 urea he ele la fiyora 

1 9, que corres pondc 	o 1 a 1'1e1 - Eli 	s(:' cense e a cl 	peral el 15:'.10 alltl - 

quese encuolll,ren curvas 1)ifá:ic +. 	Ls1.c tipo de curvas 1) fiisi 

cas, d(:11!ucui:rali le eh i S,_c!ic'i,; de Gc,S poi)1 aciollc::-. , Cotl Constantes 

c1 al- a¡¡letlte dif(?rente. 	Los v'itlEres lio i ts consten tos de 6¡ OCltt- 

clotl obtenidas de las (gráficas del tipo Scatclli:!'d, 5e encuentran 

restil!1ida s en la teb1il 3. 	̀, e cc, t'll:•1'ol)ó los ras li1 1. ades Clb ten i dos 

	

, 

real i zando gráficas de doble recíproca. 	e observa que le curva 

de dob1c,  1"ec11?roCi pare la Miel:-Urlc no presenta 1a inflexión debi- 

do a que Este tipo de qráf ic.as. den mayor peso a los valores en - 

que el RIP son obtenidos con mayor" iarec i s i órl . 

En 1.1 tabla 3 como se I1a1)la sencionado anteriormente, se ell- 

cuentran las consteules ele disuc1cciUn oI? ten idas por ambas formas 

de graf1caci6u. Se observa que para los sueros, de 1.eu-Enc, las - 

constantes tic disociación u1)t.c!1i(tas po!' curvas de doble recíproca, 

la mayor afinidad la 30500 el suero (,M(i1S), set1Uida 1)or c1 Silero 

C8(60) y pos ter i orinen tc, por 	el CM(90)> pero si se observan los da 

tos obten idos de 1as curvas del tipo Seeteharci, tendremos 1a Inis- 
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TA)jl.A i.- 	Con st.aoto 	de u;soc1 c 6n. 
• 

110 

u 

1 
Suero 

u. 

C8 (45) 

I C8 

C8 (60) 

(90) 

1 

• 

C14 (75) 

C14 (135) 

C14 (160) 

u 
u 
u 
u 
u 
u, 

Dob1 t -•I'i. c 1 pr'o¥, ; 

( M ) 

8 X 10-10 

2.1 ?, 10`J 

2 . t; X 1 0 - ¥ 

1. 1 2 >, 1 o-S 

1.58 K 10 -`' 

8.73 X 10 

8.93 Y 
 

1.4 5 x 1 0 -8 

8.13 X 10-9 

Sc:<r tcha. r(1 

( 111 ) 

1.2 X 10 -9 

1.2 X 1 0 -9 

1.2 X 



ou 	cnosiuni: 	|'/'ru los 	Lr,.0 	uo'`r"'.. 	yur: 	lo 	suorou 	d 	M e(- [nc 	¥o 

ve 	que 	la 	mayor 	constuu¥e de 	d 	ocixcion 	lo 	posee 	cl 	suero 	Cli; 	- 

(160) ` 	seguido 	del suero 	Cl'l(/5` 	y 	d,spy>s 	el 	Cl¥(|¥S), 	uocuntra/i 

do5e 	quc 	por 	n:Ú/os mÜtoJos 	do 	o(,L'nciÜn 	Je 	lo 	[d 	s e 	Lione 	»l 	nis- 

mo 	comportamiooto ' sienJo 	mucho 	wü 	ccrc0005 	luu 	valores 	de 	Cl4 

(1 60) 	y 	Cl4/7S\ 	en (jrJ[icas 	6 e 	Li|.o 	Sca|chard. 	L^ 	ra/5x 	de 	65- 

ta 	discrepancia 	on1re um|`nu 	pruccdin/icoLn 	, 	es 	1 	di[erenciu 	e 	- 

sque 	dan 	cada peso uno 	| 	los 	/ 	¥¥:!o¥de 	' 	a[ico 	i¥n  ¥¥ 	o 	n 	¥ 	gr 	c 	. 	En 	re 	ornen, 

se 	ticnen 	dor 	sueros do 	Leu'[nc 	con 	o|ta 	afinidad 	el 	[8(4S) 	y 	C8 

/00), 	aunque 	cl 	C8(9U) posee 	uoa 	af|nióud 	/o oro r 	no 	eu 	6 	alguna 	- 

forma 	malo, 	mientras pura 	la 	Hei'[nc 	unic^ucote 	SO 	cucn10 	con 	un 

suero 	el 	Cl4(l CO) , teniendo 	uno 	menor 	ufinidad 	el 	[t 	/75\. 

Conocida la capacidad del suero y la constante de disncia-

ciÜn, se puedo obtener la concentración de sitios activos, que - 

vienen resumidos en 1 	Lubla 4. 	Sc observa que la mayor conccn - 

trocióo de sitios acLivns para los sueros del C8 ^ l0 tiene el C8 

(60) ` seguido por el [8(50) y muy cercano a Ül ^ el suero C8(45). 

Mientras taoto, se observa que para los sueros de Hei-[nc, se tie 

ne un aumento en la concuntraciÜ^ de sitios activos conforme pa- 

su el iinmyo y aumenta el número de re fuer o . 	Es te mismo da Lo 

puede ser obtenido de las curvas del tipo ScaLchvrd de la figuro 

18 y figuras semejantes para cada suero, siendo la iotercocciÜn - 

con la abscisa cl valor de q, que relaciona la concentración de 

sitios activos y lii dilución (ver figura lO), o por medio de la - 

interacción de la ordenada en que se encuentra relacionada la cons 

tunCo de disociación con q (ver f¡goro l0\. 	Por' ambos m61o.|os 	- 

las concentraciones de los sitios activos son similares. 

— 
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TABLA 4 

ConcenLración de `sitios Activo; del T,nLicu:rrpo. 

Suero 	 Ac 

C8 (45) 	 1 .1 x 1 b -611 

Cs (60) 	 2.7 X 10 - ¥'M 

CB (90) 	 1.2 X 1 o -C Va 

Cl1 (7S) 	 2.16 X 10M 

C14 (1:5) 	 3.0 X 10-6'M 

C14 (160) 	 3.6 X 10-6!i 
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L. 	CJ(;tilii .":ciü11 de lile ct:tnc!iciot]e.- ,; rlc: illcub c:6i . 

Una vez que Se ha: det.c.,r:-iu lu suert.,, a ut'i1'i.ar, so pro- 

Cede e es1,¥il cocer lit5 cond ic iones U» ICr.;.`; de 	1!icld'ac 1 1?, !)ai1,1 Ot) -- 

tel1er le mayor sc1-1 11::111dad y t7!1 mejor !il l'CiC11t.0 de U!Ilte 

Para la I_etl-Lfi(: se probaron tres 	 t11!?1CIlt(ia50 (lile 1C)5 

mejores resultados fueran pra i!1 C8(lb) y C :(E)i. 	Para ,!t,;cr i-- 

bir los res ultedos obtenidos, toma remo 	cono ejemplo el r.t!er•o C) 

(60), ya que anibo 	sueros t.leOeu el I;iislii0 eorn 1oi t e a 1 e oto 	E Il la 

figura 20 se encuentren los 1 e 11l tu:c!us de óst(: ensayo. 	(:n la jo- 

cubación di fel•enciü1 no fuer¿, cicl c=c,ui 1 ibr io c: i8 h .!•41s„ se obtie 

Ile u11 co111(?CoI'ta!il'lent.o i11e -ierto en 1 a 	dos dilue e)oes probada o, en 

que la unión i!1es(:Iec1i iC:i: (ii il:} es ¿lita, di 	fí.tt'I;ttt tal, (jtie 1!lter - 

fi ore e!1 la precioido de los dalos de 1d lin160 esOee fica, )` ,'edti 

ciendo este valol, pera las clon diluciones, provocando as i, que 	- 

las curvas se etapa 1 meo , con un e ompo e Le ni en Lo inc iel, to. 	C0illperell 

do los datos entre alilbas incubaciones diferenciales, se !iota que 

la incubación diferencial a 24 horas, temblón presenta tina ti1)i011 

111es pee 1 f ice al La 	pero sietido en U!1 yredo menor que e11 la 1!lctiba 

c1011 s1 mil ar a 48 horas ,1)oc!ilit:ionda de ó5ta 	for11a Oi)te.11e1, ti ti a di - 

ferencia entre las dos d11uciones. 	Tenemos y u e la unión 111espcc¥ 

fi ca para la incubacióu fue redel eclui1 ibrio a '18 horas es del 

35% del 	radioligendo agregado, disminuyendo e ?0.':' en la incuba - - 

ción diferencial a 24 horas. 

Comparando las incubaciones en egtii1i1)l, io con las que se en- 

1 
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F|8UK8 /O.' 	[nodiciuoc 	d 	1ocx|,./ci6o pi 	o ico -[xc. 

Se 	proboron cxaLro condicione 	.ic i ni. u|`vci6o |`aun lus suoros 

CO/4S1, C8 (co) y CD(gÚ). 	[l cou|.ortozioniu O 	el mi'.no en lvU 	- 

t[es cosos, como cjemplo su tomÚ e| cvero C /6U). So reoliznron 

d¥s incoLocionr diferenciales una a 24 ioris, aSrcU:xdo el radio 

ligandu dus;u6 u d 	20 Fin ras (1 7U) dv |}/hcr 	re1¿1do ,l 1 	ondo - 

frfo ^ e iocobaodo pur 1 hnras müU o 6"L; lo s ceno do incuhuciÜo Ji 

ferencial su roolizÜ u 48 horas u0rugonJo el radi0liUaodo '1 ho' 

rus antes de tcrmix¿ir el onuoyo (41 hora u)¡ siyoien'(o el missn 	- 

prorcdimicn10 que lo anterior. Por otro ludo se realizaron ixcu 

bacioni/s en equilihrin a 48 y 24 horas. uq'ugonJn cl \igaodo y ro/ 

dio liyando cix/vl1aocaxmn e 	Las urÜficcu es tIn u:pr,uodas como - 

porcentaje de unión csyccifica (unión total - unión no esyeci[iuo 

expresado corno el porcentaje del rod(uli3oxjo total aUregado) vs. 

la cantidad de [nc fria ugre5adu ul ensayo. 	[n la parte superior 

Se moestron las dos incuhacio tic s realizada u a ZS hora 	y en la - 

pÜrte inferior las de 48 hores. 	[n p> xor;no izquiurdn se nocuen 

Cro la incubaciOo en oqoilihrio, mienLr^s 0 	e  cxtremo dorocho 

3c cxponen las incubocinocs difvrpocialcs. 	Yorn tal  dctallo vnr 

el texto. 

3imbolos: 

o-V 	dilución final del sooro 1/1,6OO 

¥¥¥ú 	dilución final del suero l/4,000 
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cuentran fuera del equilibrio, tc 	iremo 	yuca la un;én in¥ upucifi- 

ea C1e l as pr 1iii(: 'a! , es mu j baja, l l e(¡ 	 ser de 3 a 4Y . es te  - 

significa ai)rox imadamente una dismuciónir 	de ull orden de magnitud 

en éste valor', en relación a las inculitci neu di er.nciale.s. Es-

te permite tener un ensayo claro en ambos casos de incubac¡unes •- 

simultaneas. 

Comparando 	los valores de 	precipitación 	del carbón 	ac i.ivadu•- 

dextrana, 	se 	tendrá que 	éste dato 	se 	incrementa en 	las 	incubacio- 

nes 	diferenciales, y 	que 	va en 	aumento 	conforme se 	incrementa 	el 

tiempo, 	caso 	que 	no se 	nota en 	las 	iucuHlc: ion es 5im 	l tascas, 	tan- 

to 	en 	tiempos 	de 	incuhación cortos , 	como 	24 	he r; s, 	corlo 	aquellos 

que son largas copio de 48 horas. 

Para el caso de los sueros de la Met -rLnc, se tiene que unid! 

mente uno de los cuero; obtiene bueno; resultados, éste suero es 

el C14(160), el suero C14(75) aunque posee valores de unión espe- 

cífica más bajos es posible desarrollar r• un PIE con él El C14 -- 

(160) tiene un comportamiento similar al suero de Leu-Enc, en que 

se nota un comportamiento atenuado para las incubaciones diferen- 

ciales, en que si bien se tiene un aumento en los valores de unión 

inespecífica, no son tan al tos como los del suero C8(60) 6 C8 (45), 

pues aumenta de 3 a 4 en las incubaciones simultaneas de 7 a 8'X 

en las incubaciones diferenciales. En las incubaciones simulta- 

seas se tiene un aumento en el porciento de unión de radioliganclo, 

sin que exista ninguna diferencia entre los dos tiempos de incuba - 

ción (figura 21). 
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FlCUD/\ Zl.- Condicione, dc lnco|,jcieo |;ara Ht'[nc. 

Sc probaran cuatro condic¡uncs do incuhaci6n para los sUe-

rUs Cl4/75\. Cl4(l35) y Cl'1/l60\. La fiyura un¡camento muestra - 

los resol lados obtenidos para el suero C8(60). 	Se realizan dos - 

iocohaciones di[crencialus una a 24 huros 	agr,gao(tu el rodioli- - 

gando después de 20 horas (T 	dos p u é ¥ de beber agregado el li-- ` 2U' 

gando frlo` e incubando ¡`o' 4 horas /:üs a 4"[ la segunda incoha-

ci8D diferencial se realizó a 48 horas (T44) siguiendo el procedi 

miento onterior. 	Por otra purte, se rea lizuron inco|`ncioo,s en - 

equilibrio a 24 y 48 horas, agregando el ligando y el rad|oligan- 

do simoltaneamcntc. 	Las gr4ficus e; tan cx 	sadas cmno p0rcicnto 

de unión específica (unión total - unión no cspecífica, expresado 

como pVrcienio del radioligoodo Loial ayrcSadu\ vs. la cantidad - 

de [nc fria agregada al ensuyo. 	[o la par te superior se cocuen - 

traU las incubaciones realizadas a 24 horas y en la parte inferior 

]a s de 48 horas. 	[o el margen izquinrdo. csi¿o las incuhociones 

simul tan eos, mientras on el extromo derecho se expon cnc las incu -

bacinnes diferenciales. 

3imb0lns: 

o-O 	dilución final del suero l/l ,600 

4~1 dilüciÜn final del suero 1/1'400 
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1 
Para 	todos, 	los 	caso`., Lintci 	I,I,i 	cl 	(. (6(I), C(1!) 	y C -I ,l(16L1 ) ' se 	tiene 	que 	el 	mejor 	tilo (lis 	1netihjC10l¡ 	es lo  11  enea, no 	oh- 

teniendose 	benefic ios 	con las 	ilict —lciotiee; el-enc.i•t les, en 	que  

se 	espera ha 	un 	a u.nerito 	en la 	scrn.ihi1idad, ,` 	s i I)ien 	se 	tuyo un 

dec reinen to 	t- ad1eal1 	en 	la 	1)t - eei 5 160 	puesto que los 	res u1Lados pa- 

ra 	ambos 	tipos 	de 	illcl.lbac iones u1 t¿111ea s son semejantes, se 	01)10 

pos' 	utilizar 	la 	it1cuha:1ci6tl a 	24 	hoi- ü5, 	que consume menos 	i:le111¡)o. 
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II 
F. 	5ens'il,i1 ic!:I<! 	y 	11 r•l¥c:, i ., i6n 

1 
Id 	valor d 	in! 1)or1.uu(. fü 	g11c i..5 	11('U)eeSi7e o ticterl,¡íri(t1. 	p u e a 	f:o-• 

do R1!.., es la scll5ll)i1 i(loi!, Va ciLic 	por medio de (ti, Se obtiene 

la 	►níniIna 	ca 1111 i(1 t1d 	ciu. 	E u e 	du1.r,ct,u !e 	luc,r 	en 1; í+,;r). 

De 	10 s datos ele la op1.11ni zi?i' 1011 de las. c01f(.1iciom e5 (1e 111cuha 

clon, ( fiqueas 20 y 21 ) pueden e. t e u  rse un valor es tilliatl 'o de 

la sensibilidad, no se puede (!-lc 11n valor ex¥,ctC), c!c1)ido a que - 

los 	intervalos de va1oree 11e l lüi'.1)Jo libre son muy al Ini)11Q5. 	Pero 

ésto no impide d a e tln valor aproximado de la seusi1)i1i dad , encun - 

trando que ésta; valor parar los tres sueros de Leu-E-nl:, C8(45), -

C8(60) y el CO(90), poseen una sensibii1i(.1ad 1)or arrit.)a de los 01 

py, siendo muy similar la 	1 ,  idas! para el suero C8(60) ,y CO 

(45), mientras que la sens1E11 id.ed paca el suero C8(90) es un po- 

co menor comparada con los otros dos sueros. 	Mientras que para - 

la líet-Enc, se observa que la mayor sensibilidad se obtiene para 

el suero C14(160), siendo ésta n)euoe al uToimio va1oe probado o - 

sea que es menor a 142 pu. 	Los otros dos sueros tienen una sensi 

bilidad 1iyeeanmente limayo 	a Es 1e valor, siendo entre los dos sue 

ros restantes el de mayor seasihi1idad el C&(75). 

Para 	de -fi ni 	el valor 	in s 1)rcciso 	de 	la sen Sil) 'i1idad 	para 	- 

ambos 	sueros, 	o 	sea 	el C8(60) y 	c1 	C14(160), se 	realizó 	un 	ensayo 

con 	los 	intervalos 	de valores más 	pequemos. El 	valor 	obtenido 	- 

para 	la 	sensibilidad de 	ambos sueros, 	se 	encuentra elr,ede(loe 	de 	- 

' los 	100 	py. 	Para 	Ini s detalle ver- 	las 	figuras 22 	y 	23 	que 	se 	en- 

cuentra esquematizado una curva patrón 1)ilra cada suero, 



n r: 	l 

LeuEnc 
dilución final - 

1no 	¥a\r 	 i 	 d I s!.!vro'/1500 

Enc 

1N 

a`0 

?p 

25 	 200 	1600 	128 Q 	102400 	819 200 	6S600 
Pept ¡do [p gJ 



1 
	

119 

1 
FiGIJIU1 22.— 	cllsi1)i 1iclil(1 	y 	s1) '': i1 icicla+.i 	f!,.:1"i! 	Le ti- f.rlc. 

L a 	J1'ilfiCa 	otlestY"il 	la 	Cti1'vi! 	d e 	de 	p1.I',il111'i('11t:o 	coI; 	I_t'tI•-L^11C 	y 

Coll [et-E11c. 	La 	e111- va 	(s Lit 	e> 1!t'( 	ad¿i 	u(ito poI.  e c.,  1ltaje 	d(: 	ti 11 i 6 11 	-- 

(ilílxillia es decir 	la 	tllllliii es pee 	ica 	pc:1, a 	(.i7(I t 	1)1111 t. o Con res po c.t,o 

al 	COtif:rol 	de tio1,ll oS::iiflil o se i, 	aque.1 	eti ce1 	cftle no 	;oii ti e n(:' 1'i- 

q a (1 d o frío, expresado  C' ii 	la cantidad de f) f' t. 1 (.t o 

frío. 	La dilución fiirli,l cic,1 suero es de 1/1 ,500. 	La sensi1)i1i- 

ciad de 	ensayo es de ilpeo}:1 ülitdi!I;ilrli t e 1 00 Ilq. 	Coiij u  tameti te se - 

Inuestra el desplazamiento ocasioi:i+(:o por 1.1 Me t, 1,11c. 	Hay que ha- 

Cee notar 	que la sensibi 1 idad 	del ensayo '_:(i 	encuentra 	al RO`. de 	- 

u ti ti 	111 ,1Xima, quc! 	está 	por 	de Lot j o de 	la aotia 	de 	111 ter f ('t eta 0011 

los demás 	anSlogos de 	lag, 	Ellc(efal inil 	. Observando 	la curva de 	- 

desplazamielito con 	Leu-i tic: 	tenciss tina pequeña 	meseta entre 6,4010 

a 	51,200 ¡i9 	de 1)é1)t.ido 	agreqt:do, 1),  ro 	es te 	fc,nónic,no 	no tiene,  gran 

importancia debido a 	su 	valor 	de unión tnáxinia. 

Si 	los 	datos 	soll g ca ficados en 	unas 	forma 	1ogi 1 	(lit' E/F) 	Con- 

tra 	el 	logaritmo de 	la d6sis 	o 	d p61)tido 	agl"eyado, 	se obtienen 	- 

curvas 	paralelas para el 	desplazamiento con 	Let,-Enc 	y de 	Met-Ene. 

De ter•mioando 	de ésta forisa 	(fue 	el a tit.icticl-  I)o 	reconoce el 	det.erini - 

Itant:e 	aotig6nico similares, poro sti 	a fio1dad 	por 	ellos es 	difereo 

te. 

Símbolos: 	1 	s1yoifica 111 t.eeva1(1 cae va1oroS 

o-o 	Leu-Elle 

4-L 	Met-Ilnc 
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FIGURA Z].- Sensibilidad y [s|'cci[ici'|./d |/ora HoL-[nc. 

La grJficx muestra 1 	corvn d^ d 	l.//vmiooto con Lpo - [nc y - 

'con Met-[nc, 	-[nd. 	La curva csiJ expresada como porcentaje de - 

unión máxima contra la cantidad do 	yLidu frío aUn.gudo al ensayo. 

La sensibilidad y la especificidad se rcv|izaron para el suero 	-- 

C14(160), a una dilución final de 1/1 ,L00. 	Se observa la curva de 

desplazamiento con Hci-[nc podemos ver qÚe la sensibilidad se cn- 

cuenirü a los 1 0 pg ds p ptidn [r u. 	Teniendo un iotervalo de 	- 

trabajo de 100 pg a 0,400 VO. 

8¥mbolns: 	Sir.nifica intervalo de valores, en caso de no exis- 

tir difercncio entre los valores onic amen Lu se seña 

la el punto sin intervalo. 

u-U Leu-[nc  

ú-A Npt-[nc 

O-U p<-End0rfino 

l2O 
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1 	La di1uci(U rlr,1 Se ro es un jact0e iw por 1.antt, para dettermni•- 

nar la scns iiu,i1 ¡dad del ensayr.). 	De la figura 2.1 se puede uLst r- 

val' que las curva  de di1uc'i(u a l/1,500 t.ic.rircll c:n torna si(;nlui-

dal, mientras que las curvas de dilucic;ne., 1 / 4 ,001) no acaban de 

coln1)1 eta r1a, 1u que 1e (Ea a 6st.a última di1 tic icin u11,: Mayor sensi 

bi1idad, pero existe Una pérdida de la precisión, erlc011trJ11dc)Se 

que el menor error int.rOduc1do es para 1 s- uenoees eli1uc1ni es 	- 

del 	suero , así costo el !mejor irlteevu¡o de teah):;,Jo 	La 	sellslE?1- 

1idadeS a 11terlori11entc expresadas, se 01)t,tivierotl ci un dilución 	- 

fina1 del suero de 1/1,500 paca ambos sueros. 	Pa ealas dilucio - 

nes 	1/4,000 se observa. un dcc reme t)to e11 la peeci ;1ó11, SieIcdo muy 

notable para el suero 514(160) en que el intervalo de valores es 

de poca corlfiabil iclad, puesto que la curva se encuentra 1)c)r deba 

j o del 1D' de unit111 específicul. 	Siendo esta tíltiuto es p r,: tio si 

se observan las curvas de titulación (figura 1 11). 

Del ensayo a intervalos pequeños de ligando frío, puede, ob-

tenerse otra Observación Che importancia, y ésto es el eor)111orta-

tniento del anticuerpo a di ferentes cantidades de 1 igando fl•fo. 

Como se observa en la figura  22 , en la curva de desplazamiento - 

de Leu-Enc fría para el suero 08(60) no posee puntos ele alllbicyue- 

dad, esto es, que a un 1111 1110 1)o reienLo de uni6tl nixiilia, Il0 eXiS - 
ten dos o mas Valores de 1 ic;an(10 frío. 	De E:resentarse fenómenos 

de ésta naturaleza, traería colmo consecuencia que el intervalo - 

afectado no pueda ser util izado y éste fenómeno trae aparejado - 

trna disminución de la sens i 1)i 1 i dad . 	De forma aníl ocga se 1)tiede - 

extraer de la figura 23, que para el suero C14(l60) no I)o1,ee 1)un 

tos de ambiguedad. 
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FIGURA 24.- 	Efecto dr la Conc rol. r tic ión de 	`}uero. 

la 	gráfica nlue s ir ti la unión máxima a caos diluciones del sue- 

ro CR(60) y Cii(160). 	Para la dilución fino] del suero de 1/4,010 

se 	tiene que ésta poseo la mayor sensil ii idad, debido a que el jo- 

ter y 1 o )robado aún no completa la forma ;igmoidea característica 

cJe estas curvas. Si se observa detrnidain'Iltc, alrededor del 50'`_ 

de unión máxima, la cua1 es la región de trabajo de un RlE, pués 

poseo la mayo u' precisión. se  time que la curva a una d 	ación 	- 

final del suero 1/i,000, supera a la curva del suero a la dilución 

final de 1/1,500. 

Símbolos: 	o-o dilución final del suero; 1/1,5010 

o - o dilución final del suero; 1/4,000 
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I' o r i) 1 r ¿i p a Y 1 e s c Cd 1 (:u 1 a 	cc i 	i o 11 p ¿h h' d ¿111111 Os un 	'V o s 

Este valor es obtenido de las fiqutds ?2 y 23 de los interva 

los para un punto que ns j11terpo1d0 inicialment.0 a la curva p- 

trón y de ahí al eie de las abscisas. 	Con este valor se puede -• 

predcc i r 1 a COfl fi d 1)11 i dad de una d te cia u a u i úu , y 1 o si u ter va 1 os 

en los que pro ha bi enie o te se cnn aun 1, re el va 1 oc cci 1 . 	O btu i e ido - 
se que para Cl PIE de Leu•[nc se tune un valor de -iO. 	160 py 

mientras (lile para el R!! de Mci--Inc es de 12O 	160 pq. 
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1 
(;. 	Especificidad de los ;uer 

1 

La eSpec'ifiCi(lacl e 	cfrt.ctniinci una vr,' (fue se -){,t.imizaron las 

condiciones de m,ixima sensibilidad. 

1 
De b ¡do 	a la ex¡st,c.ncicr de.e diver•;a; n:clt?C1.11a 5 ue po seen ya 	- 

1 sea en fornitr o total cal determin, r,tc. antirt(nic,o parcial contra el 

I 
que están diriyidos los ¿in tiCuerpos, se tiene cruce proceder a do- 

terminar la 	espec II 	c: dad de cada sufro para cada tina de 	las no 1 

' 
col as , esto 	es determinar la 1) - opocc,ión en gtie c ada mo1 c u 1 a an¥í - 

loga, compite con el 	ligando específico por (gil sitio act.ive, 	del - 

' anticuerpo. 

En 	el 	caso 	de 	la 	Lcu-f: n. 	e 	probarort 	cua¥ t-ro 	sus t.anciaS 	aná 

' logas, 	que 	son: 	Met-Enc, 	c4-Encior- fina, 	Tir-G1 i-G1 i 	y 	Tir-Arq. 

Dichas 	sustancias 	{)oseeti 	tina 	s(ic0c,0ci2 	de 	ami no 	cidos 	sen;eJante 	a 

la 	Leu-Enc, 	 los 	tios 	del que 	pueden 	competir 	por- 	si 	 anticuerpo. 

Los 	resultados 	de, 	este 	ensayo 	se 	encuentran 	en 	1 a 	tabla 	5 	y 	la 	fi 

dura 	22, 	eti 	las 	que 	se 	representan 	los 	datos 	obtenidos. 	En 	la 	fi 

U 
(jura 	22 	se 	tiene 	tina 	e u r va 	de 	de s1)1a.zal:ii eo1:0 	cC)n 	Leu -[tic 	y 	Otra 	- 

con 	1,1et-Enc, 	encontrndose 	gt1c 	la 	curva 	ue 	desplazamiento 	posee 	- 

' una 	setisi1)i1 i dad 	de 	100 	 intervalo 	trabajo 	de 	100 pg 	y 	un 	 c!e 	 a 	- 

' 6,100 	1)g, 	mientras 	que 	la 	curva 	de 	despla:cani1e11t0 	con 	la 	1-1et:-Enc 

posee 	una 	sonsi1)i1idad 	de 	25,600 	pu, 	lo 	que 	si(lnifica 	que 	se 	pece 

U 
si tan 	256 	pq 	de 	1,1et--Cnc 	para 	de 	lazar- 	un 	pg 	de 	1.eti-Enc. 	En 	la 	- 

tabla 	5 	se 	tiene 	que 	el 	1)or•ciento 	de 	reconocimiento 	del 	suero 	-- 

' C8(60) 	para 	la 	1,1et-E.nc, 	es 	de 	0.33, 	el 	que 	1)ermi te 	di ferenc i a r 	a 

a 1111) a s 	Etic. 	Poi' 	otra 	{)itrte 	e5t:e 	5uero 	110 	r eco 110ce 	a 	1a 	-E1(10rfl- 



1AIBLl1 5.- 	Sens ihi1idad; Especificidad. 

En la 	tabla 	e 	muestran los 	difercnle 	datos oltonidos 

de los 	ensayos 	realiz¥idcs COn 	el 	5001'0 	C2(G0) y 	C11(1GI)), 

con 1.cu-Enc, 	Mct-Lnc, 	d E:ndorfina . 	Ti r-(gil i_ 	01 i 	, 	Tir -Arel. 

Suero 	Dilución Sustancio Sonsibi- f'eptido Reconoci- Interva- 
final 	del 1¡dad. 80,(1ügit) u,iemto vale 	óti1 
suero ((i,) () - (;:- 	Utl -iÓt1 

máxima) 
C8(60) 	1/1,500 Leu-[nc 100 115 

Met-Enc 25,600 24,000 0.33 (85 

d -End 0.0007 <83.2 

Tir-Gli-Gli 0.0007 (84.0 

Tir-Are (84 

C14(160)1/1,500 Mot-Enc 100 160 

Leo-Enc 1,400 1 ,200 8.88 

a -End 0.1 <100 

Tir-Gl i-G1 i 0.0015 <100 

Tir-Arce 0.0015 (100 

1 ? 5 

• 



126 

Il o , 	ni 	a 	la 	T i r - G 1 1 - G 1 1 	y 	i 1" •- %1 r IJ , 	las 	L 11 ;r 1 i: s, 	(1 It r I 	I 'I I1 l.' ir '.i 	I l o 1' 'I i' o tl - 

ti1es por t1r"1'1ba del ii:i`: de tlnio1l I1i1x.1N1o, )' d  éstil fo1'IIIa intit.111 

za esa parte del ensayo que estit ei:prusado coro r'itl'li)t) C)t.i 1 eil 10 

ta b  a 5 	11ary gtie hacer no f.¿l r que 1 a sen s i h 11 ida d l) a re e s t e suero 

se encuentra por debajo del 1 im i te de i n t;er•f'erenc i a . 	Observando 

las 	curvas de des ¡')l,;r. ¿ir ietilo tanto (fe 1 r Lt,u l.nc como de Met - Enc 

para el suero CG(60), te,  ricin, os caue so t pa re1e1es, da tu confirmado 

al 	realizar g  ni ficas del tipo lc:git ( Lo U/t.) contra 1 o cite la d6 

sis 	cle pc¡)tido a (1 regaclo, en que se tie11cn cnn 	s 1)ara 1 elas, domo 

trando que se tienen determinantes ¿tntigCnico.; semejan Les, Fiero -

que difiere la afinidad del Ac por ellos. 

En el caso del suero C14(160), se proLoJron la 1. e1, 1nc, 	En- 

dorfino, Tie -Gli -Gli 	y Tir- r- g tl Pl. eni codo .,c lar figura 2 , y los 

datos de la tabla 5. Esta figuea rues1:ra que el anticuerpo unica 

mente reconoce e 1¿i Leu - Lllc y a la c{ [ n(1or'f ino . 	Ani1)¿:S cunVaS son 

pa rol elaS a 1i1 ctir'va 1)atróo, 1)or" 10 que 1)o seeo de terin1nantos aoti 

génicos similares, pero difiere la afinidad del suero por ellos. 

La curva de desplazamiento con la 1..eu-Enc en el intervalo por arni 

ba de1 85 	de unioti lild>;iin¿i, pierde Sil par al elisino col) la curva 	- 

patrón, mientras que apro;:i nodantc:ni.e por tic bojo del 20 11 a  has c.ur,  

vas presentan un cambio en la pendiente. Lste suero reconoce en 

8.88 	a la Leu - I nc que, tes un vitlol mayor que el obtenido por el - 

suero C8 (60) {para la [I nc ¿u ní loyil, adeli;á 	reconoce a la CC Lndorfi - 

no en 0.1". 	Por ello se requieren 11 .2 1)g cít_, Len-Loe para desfila 

zar 	1 p 	de 11et-Ene . 	Por otra {, ¿ir te no existe n i nyulr a i o t e r fererl 

c i a con los d era s pép1.1 dos f)robo(los. 	f 1 intervalo de trabajo se 

extiende de los 100 pcl a 6,400 h(¡ aproximadamente. 
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Re 	'ersentando 	los 	datos 	tanto 	cirrl (10splazamiento con Met - Lnc 

y CC Endorfina para 	el 	suero 	(;1'1(160), 	en gráficas del tipo logil, 

corroboran el paralelismo 	de 	la 	curvas en lo> 	intervalos p reos ta 

blecidos. Hay que 	hacer 	ro Lar 	que 	pare! el c 	(GO) 	como para el 	- 

C14(1G0), una di 	rninución 	en 	el 	número cde 	amirio¥ícidos para cual- 

quiera 	de las /1c, 	no 	lo 	reconocen 	como /\q. 
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U II.- 	De terinitrar.iOII 	(ir: 	la 	ca111.iddld 	,1C 	1.uet 	f01 	i;la , 	_ crt 	Te,¥ 	i (Ir¥, 	f¥c. r 	v l 	u.< .0 

Los 	resol tc¥do 	que 	se 	ol t ienrerl 	de 	la 	purií Loción 	parcial 	de 

las 	Enc., eTI 	el 	ex 	er, ir;lento 	pOrd 	10 	detcroin.,cicilt 	(le 	las 	con c,icio.• 

U
nes  de 	trabajo, 	se 	muestran 	en 	la 	i i f; r 	?` 	i:n 	ella 	se 	observa 

que 	la 	[tic 	no 	eluye 	cuando 	la 	col umnrl 	es 	lavado 	con 	el 	HEC1 	0.1 	tr 

y 	que 	la 	mayor 	parte 	de 	ésta 	e 1 u y e 	en 	1o', 	{;nirnelcos 	5 	ml , 	cuando 

1 a 	columna 	es 	1ava(!a 	c o o 	ireLoflu1 	al 	90 	, 	y 	muy 	u o e a 	(le 	la 	[uc 	se 

obtiene 	los 	 5 	 (.os 	catos en 	siguientes 	rrl . 	 expresados 	cn 	la 	arfi 

ca, 	son 	el 	resultado 	de 	cuatro 	coluntuos 	montados 	y 	lavadas 	bajo 

el 	mismo 	procedimiento. 	La 	recupe1,úC10VI 	de 	lasa 	encefal irgas 	en 	ces 

1 r 
tas 	columnas 	es 	de 	7 	7.!>':. 	Existe 	una 	dif'ir;ul Lod 	pare: 	la 	¡Tianti 

tención 	del 	flujo 	constante 	1r 	1 	ml/m11, 	por 	éste 	rotivo 	se 	reg_ ula 

éste 	cuan.lo 	la 	coluf+?tia 	Se 	1av 	con 	t1(1t,útlo1 	al 	90 1 . 	y 	5e 	Coteja 	11u(' 

varnente 	cuando 	se 	equilibra 	con 	el 	liC1 	0.1 	N. 	Pas;lndoe 	en 	los 	re 

soltados 	obtenidos, 	se 	de te,rrnin6 	exc1uir- 	con 	40 	m1 	de 	liC1 	G.1 	14 	y 

U 
eluir 	a 	las 	encefa1inas 	tini carie ote 	con 	10 	1111 	de 	metano] 	al 	90;;. 

Se 	calculó 	la 	recuperación 	de 	1a, 	messtr•as 	1)io1C 	-ls, 	una 	- 

vez 	que 	fueron 	evaporadas 	a 	se quedad 	y 	re suspendidas 	era 	un 	a ¡no rt.i 

guador 	de 	fosfatos, 	siendo 	éste 	valor 	de 	88.3 	¥- 	4 . l l `:, , 	cia t.o 	clue 

U 
se 	obtuvo 	de 	4 	casos. 	El 	volurrten 	en 	que 	fueron 	resus1)e11(1idas 	las 

muestras, 	se 	obtiene 	al 	realizar 	los 	c¥ílculos 	basados 	en 	la 	11ece- 

sidad 	(le 	agregar 	100 	ul 	de 	muestra 	al 	ensayo, 	y 	que 	éste 	valor, 	- 

• 
' se 	encuentre 	dentro 	del 	intervalo 	de 	trabajo. 	Los 	cálculos 	estSn 

basados 	en 	los 	datos 	reportados 	en 	la 	literatura 	(Yan 	et 	¿11 	1973). 

U 
Conjuntamente 	se 	realizó 	lit 	medie i 	n 	(le 	pli 	una 	vez 	que 	las 	mutis-- 

tt-as 	son 	r'esus pendidas . 	Los 	resultados 	se 	encuentran 	resumidos 	- 

U 
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f=1GURA 2G,- Rectr¡ier ci6u ti f_ncefal in,: de ColuwtwS de Ambo clita 

KAD-2 

1, 
La gráf fi ce ¡nuestra el pr•oced in ien10 seguido pera determinar. 

los ¡)arámetras de 	la purificticiolr ¡iorc.1e1 de la s 	E:nc. Se 	util i- ' zó tin extracto crudo de 	tejido al que se agr•et,6 Lnc 1 H (SU': Leu- 

Enc y 50/ M1,  t-[nc.). 5e_ 	lava co 11 I0 Htl 	de IIC 1 0.1 	N, roca 1ectali- ' do fracciones de 10 ni1. Se observa que la [nc permanece adsorbi_ 

da a 	la resina. Posteriormente se eluye le '.nc con 40 ml 	de Me- 1 tanol. al 90%, recolectando írecc iones, de 5 nni . 

• 

1 
1 
1 
1 
1 
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 la o 	t. a b 1 a 6. 	Eire ellos se o1) 5 erVa q 	e e aeroY-t,irlti,.dir cic fus - - 

fa tos 	0.02 rl hasta a hora us;rrcdo, no es 	capar de anror- t.1 ,u a r 	el pi 

de 	la 	fracción sohr'en ¿id ;rntr en 	a¡rinauno de los 5 	casas que se 	pro 

' baron; mientras que la fracción pur i t icada por amherl i 	t;r poseía - 

E)11 	de 	7.4 Poste'r'ior mente se 	ensayo un amo 1'tirJlli dar can Una con- 1 contrae ión 	de 0.2 	;M1 a 	p!1 7.4, resuspendiendo las muestras en 500 

U 
al, 	o1)ten i endose que la fracción soL enadan te no podía ser atrror f.i 

guada, mientras que la fi' trec:i60 1)aee¡a1rrrcmnt.e purif1eada poseía un 

p11 	de 	7.4. Debido a que tiin(',tino de los dos a l,,orti(juado,'[ :: 	es capaz 

de 	amortiguar el 	pE! ¿;ciclo e!c: 	la 	rnuest t¿: , 	se decidió real 'izar una 

valoración con NaOH 1 	N. De 	lo> 	datos extraídas cie la Cable 6, 	- 

' se 	determinó resuspender las muestras de la fr-;_rcc idn solrrcnarlant:e 

en 	440 tll 	de alimortirltlaelor- fosfatos 0.2 ;: 	y 60 al de q;aOE{ 1 N. 

U 
Las curvas patrón de los 	R1E_ de 	los sueros C8(60) y 	C14 -- 

(160), real izadas a las dos co ricen tra c: iones de fosfatos, son si mi 

I 

lares 	tanto para 	las curvas de 	Len -Ene come, para la ttc¥t-t:nc real i 

zafias 	simultaneametite. El pH 	de 	las muestras ensayadas a 	su con- 

' 
con tración de 0.02, afecta d e f¡ t)¡ ti e t-, te la formación del cot;,ple 

jo 	Ag-Ac, de forma tal, que los 	valores en proc:iento de desplaza- 

' ' miento, no 	entran en el intervalo de 	trabajo, mientras que las 	- 

' mires tras ensayadas con el amortiguador de una concentración m¥ís 	- 

alta, 	no presentaron ningún problema. 

En la figura 26, se muestran los resultados obtenidos al com 

U parar las dos formas de extracción. Puede verse que los valores 

I 
de la purificaC 611 parcial por ¡¡tedio de la amborl ita, son su por io 

res que los datos de la fracción cruda. 	La pos iLle int. críe r•encia, 

1 
L 



TABLA G.. 

Valore c'16u de lo 	II de 1 	s ►nUe t.eit; cd( 	te,j ido. 

Coriciic i ón pl1. 

1) 20 	ul 	de 	Ac Acético r 	400 	ul Bufer 	PO., 0.02t1 3 
2) 5 	ul 	de 	Ac Acético + 	100 	ul I 	ufer' rO, o.0?M 5 

3) Ami gdala 1 +400 ul Bu fe  P0 ;  0.02M 5.5 
4) Ami gda1a 2 +200 u1 Bu P01  0.0211 5.0 
5) IIIpotá1amo 1 +100 ul Bu fe  P0,1 0.02!1 6.5 
6) IlipotS1amo 2 +400 u1 Rufer P0,1  0. 02M 4.5 
7) SeItum 4 1400 u1 Ruf( r P0,1  0.02 b1 5.0 
8) Estriado 7 1100 u1 1.ufee P0,1 0.02;•; 5.5 

9) 5u1 Ac Acético 	 +400 ul f3ufer PO4 	 0.211 	5.0 
10) 100u1,.de 9) 	 +400 ul Bufer PO,1 	 0.2M 	5.5 
11) 100ul de 9) 	 +400 ul Bufer PO 	 0.211 	5.5 

12) 2u1 /1c Acético 	+ 60u1 	NaOII IN +400 	Bufee 	PO 4  0.214 9.5 
13) 5u1 Ac Acético 	+ GOul 	NaOH IN {400 	Bufer 	P0¿1 0.2M 7.0 
14) 10u1 Ac Acético 	+ GOui 	NaOH 	1N +400 	Bufer 	P0,1 0.211 5.5 
15)100ul de 12)  +400 ul Gufer 	PO 4  0.2m 8.0 
16)100u1 de 13)  +-400 ul Bufer 	1'0.1  0.211 7.5 
17)100u1 de 14)  +400 ul Bufer 	P0 0.211 7.0 

18) Oul Ac Acético +4 00 u l 	Bufet 	PO 4  0. 211 7 . 4 
19) 2u1 Ac Acético +400 ul 	Bufer 	PO 4  0.2tr 6.5 
20) 2u1 Ac Acético 	+ 60ul 	NaOH 	1 N 	'400 	Bufer er 	1)0 4  0.211 10.01 
21) 2u1 Ac Acético 	+ 60u1 	NaON 	IB +400 	Bufer 	PO 4  0.211 8.5 
22)100ul de 20)  +400 ul 	Bufer 	11 0 4  0.211 10.0 
23)100ul de 21)  +400 ul 	Bufer 	10 4  0.2M 7,5 
(continua ) 
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ConC1usion: 

2 ul de nc nr:c_ t co 
5 ul de Ac Acético 

si son amortiquddos con i 	fJa01i y el Uuier 0.2M 
10 ul de Ac Acélico 

cuesta un poco de trabajo aI;iorti(uar el pil. 

21) Muestras para el cris,ayo 1 G0u1 NaOH IN {410 u1 

Bufer PO4 	 7.0 a 8.0 

Conclusión: 

Los residuos de ¿ciclo acút.ico se encuentcan por arriba de 2 tal 
de acético y por debajo de los 10 u1 . 
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i¥ 

FICU||8 26.- |)eLcrmio i6n de [ncc[./lioo en a  Tuji(lo NCrvioso¥ 

Comy al' aci(¡n pniro l./ [racciÜx 	ob,eooJantc y la 

fracciJo |.^rcixln.mto yur¡[icaJo. 

So muestran los datos uhtonudo ,o los cantidades de Lou-[Uc 

de 	las siUoi^xtos rey iunes 	igdaln. UipoLílam0, Ui poca mpo^ [s - 

triudV, Sop(u. Xsí mimm se comparu 1  Puri[icaci6n porcial pOr 

medio de la amhcrliLa %XU-2, con un extracto crudo de tejido. La 

extracción del tejido viene detallada en el texto, siendo la úni-

ca diFerenciu enire omba' [/acci6nes, la pyri[icoción por amberli 

ta en Uno de los cosos. [n la parte superior do lo figura, so en _ 

cVcoLra la cantidad de [oc por reyiÜn, mientras que en la parte - 

inferior, so encuentra la /'elación entre la cantidad de [oc y su 

contenido en proteína. So observa que la mayor cantidad de Enc - 

Su cncuohtra en el [sLriadu ` pero la 	oporci6n con las otras re~ 

giones dismivuye, cuando se relaciono éste valor al contenido de 

prote Da. 

SmbolOs:Fi 	fracción sobrenadan te 

í 	fracción parcialmente purificada por 8mherlita X8D-2 
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,1. 

se 	debe a lln reoetivo tit:l ('izado en la ex 1. roce1U11 o 11repar'I(2i6u del 

tejido, (nuy 1)i el) [10(1 r lo ser 	el 6ci(k) ac(;tico, probo do y,1 en P1 L, 

o 	bien 	residuos 	de 	Cl:'` 'Ino 	(1(: iii(1l)e1'1 i ti1. 	C1.1o1fl111ct - a 	(1e 	1s 	dos 	f 0r 

IIlas 1)r- odtcirlan tlil valo),  ú1a1)c,o, siendo Cl primer COSO ti11 valor - 

blanco poli ti yo 	Por oto larte se o1)t:uyieron los res 	Lados para 

la cantidad de Met-l_nc ptira las nlisini:.ls Il;uest.)..ls. 	En 	l0 figura  

27 	l) 1  se en(2tic, tit1.00 los reslll lo (I 05 (l e la cant.idad (1e 1 n en hnlo1 y 

corregida por proteína. Y la n:1yor Colitidad Se cncueni.ra en el 

Estriado. 	Con junti(IIltnte e11 1 	figtil'i: 27 l',.>  SU FUestl,  11 los reSUI - 

tados de la cantidad de Len-l_(íc: r.;l)rr_,ada (;n pinol/m(1 de prot.eina - 

extraídos de los dato: de lo figura 26 _}' o1)teníi;los a su vez por - 

inues Ira s l)arcia1meite 1)ur1íici.l(,¿ls 1)or 1aa am 1) l•1itel, de 1oua1 fol"Illa 

que los resultados para 1,1et:-1'nc. 	En la figura 27 b3 , se tiene la 

relación f•iet-[nc./l_eu-Enc para cada reyiCti, ten ¡Olido que el Hipocani 

po es el que posee lo mayor proporción. 

Como se nlenciorlú e(1 los antecedentes, el encontrar un parale-

lismo entre una curva efe ciesplazalnierito, con otra sustancia analo-

da, nos da idea de la, simi 1 it.uci en el reconocimiento del determi- 

nante antiyc}nico por el Ac. 	Para ello se determinó el para1el ismo 

existente entre,  los e} trac tos del tea ido y las Curvas do desl11 aza -

iniento para el suelo CS(60) (figura .'S'). Si se observa, se propo-

nen rectas que son paralelas a la curva de des p1azaniient,o de Leci -

Enc, a pa ron teinentc la des viaci611 en c¿lda punto es muy grande, pero 

9raficando indivicfual meo te c¿lda l-eriCn, los puntos se ajustan per- 

fectalllente a una recta para 1cla a la etiY- va de des 1)1a,'_ain ion Lo con - 

el 	péptido frío. 	La gran dispor si 611 can los datos mostrados, es la 

intervención de otros factores, los gt.le se deben a la var•iabi1idod 
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FIGURA 27.-- 	Coul{lar<lciún (le 1 	C 	t 1(1 l(! cie C rice fa11n<I en el Tej ido. 

En la parte izquierda de la qr•<ifiea se encuentra la cant.icia(t 

de Met - t:nc et1 piso 1/in9 d e Pro leí t1 a. 	...,e coin.¿tV¿t11 los (hitos con 1o; 
	o 

publicados por otros autores. 	C11 la parte Ised la cica la Gráfica se 

muestra la cantidad de Leu - fnc pIno1/inri (1f pro teí111, cic, igual for - 

ma se compara con los datos pul)l icaclos. 	En le: parle derecha se - 

repr-esenta la re1aci6u entre Me t. tnc y Leu-Ltic en las diversas 	- 

regiones. hay c¡ue hacer notar-  que existe u11a variación en los da 

tos reportado; de autor a autor, pero esto no quiere decir que -

exista un caos dentro del campo; mc;s bien se entiende que las téc 

nieas actuales para la extracción ele tejido, son muy diversas, 	- 

que son subjetivas, c,(1en?it s de la e istellc1a (le la vat- lacl6u elitt-e 

autor a autor en considerar cada región y su limitación. Lo im-

portante, es comparar los perfiles obtenidos entre los diversos -

autores y ver el comportamiento de la distribución tic las encefa-

linas dentro del cerebro. 

Referencias; 

A1, 2, 3 (Yan9 etal 1977), l, 2 3 (suero C8(60), C11(160), 

01, 2, 3 (1,1illet- et al 1978a) U 1, 2, 3 (Gt-osset al 1978). 

Abreviaturas: 

E - Estriado, 	Ht= Hipotálamo, 	IIc --Mipocaspa, 	A == Ami yda1a y 

S = Septo. 
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' 	 FIGU1,A 28.•- 	De,terininurc:i6n de.1 Pa cal el isino de los Extractos de - 

Tejido: 	Leu-f nc. 

La curva está expr- esucla co;n o el porc:etitu jc de un i 	nrix ima 

contra la cantidad de pél,Lido trío agrequdlo, o bien contra, la di--

1ución del tejido. Las rectas son el pron,eclio de cuando menees - 

tres animales, todos ellos realizados por duplicado y se expresan 

corno intervalos de valores. Las rectas son paralelas a la curva 

patrón. Los datos graficacios aquí son los (latos obtenidos del -

método de extracción ¡por• amherl i ta (XAD-2) . 
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biolórjica, es decir aún cuando 1O. animales escogidos estaban en 

Un intervalo determinado de peo, 1ü diferencia en el tamaño del 

cerebro era notable, aunado a esto se encuentra un posible error 

en la disección. 

De igual forma que para la Leu -i.nc, se determinó el parate - - 

1 isino de los extractos de tejido para Met-Cnc, dando como resol ta 

do la figura 29. En ella se puede apreciar que los extractos de 

tejido tiendan a comportarse de una tortita similar que a la curva 

de desplazamiento con Met.-Ellc. La dispersión de los datos nueva- 

mente se debe al mismo efecto que en el ensayo de Leu-F.nc, ya que 

son las mismas muestra s probadas en ambos R11 
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FIGURA 29 - Determinación del I'a►-a1elislno de los Extractos de 

T e j  ido: 	1,1ut-•Erlc. 

Al 	igua1 cjlle 1 a f l9(1ra 211  , 1 i1 Ctll'V-1 opresa c0In0 el 	17orce11ta 

je de 	unión 	máxima 	contra 	la 	carlt: idad 	de 	pc pt.ido 	o bien 	contra 	-- 

la dilución 	del 	tejido, demuestra 	un 	culnp,ortamienlo paralelo 	de 	- 
los extractos 	de 	tejido de 	diversas 	regiones 	del 	cerebro de, 	rata. 

Las rectas 	son 	de 	cuando menos 	el 	promedio 	de 	tres da tos . 



ciat0s sobre su re.guiac1on, s1IIt.es1s, calb1oS 111E.'LaI1oI1cos eCc. 

Las técnicas hasta ahora utilizadas en Neurobioloq la para el esto 

dio de los Neo rotransmisores tr•adicionales, no poseen las ear•aete 

rísticas necesarias para el estudio de los péptidos opioides, ya 

que su extructura y concentración en el tejida, provocan que la - 

resolución de las técnicas util izadas hasta entonces, sean insufi 

cientes para el estudio de éstas moléculas. 	En los él timos años, 

el estudio de los péptidos opioides, ha traído aparejado el (Iesa- 

rrollo Cte innumerables RIE, pue. ato que ésta técnica posee la ven - 

taja de tener una alta sensibilidad aunada a la especificidad que 

le confieren las caracterítiras del anticuerpo utilizado. 

Para desarrollar un [flE confiable se debe estimar sus 1 imita 

ciones y las ventajas de un determinado suero. IJn paso importan-

te es establecer la especificidad, del imitando que moléculas pue-

den competir por el Ac. Una molécula análoga que puede irlterf'e- 

rir 	en el ensayo es la Cnc complementar - ia, a la que se ew,¡peo pa- 

ra obtener el suero. De. los Gatos aportados el desarrollar el en 

sayo competitivo entre ambas [ rlc, encontramos que pequeños cambios 

en el quinto re si duo de l a Cnc , cono es l a d i rer0nc i a entre la Leo 

y la Met, traen que un suero sea esp('clfico hacia una u otra [nc. 

Este hecho lo muestra los bajos valores en el reconocimiento del 

C8(60) por la Me t. - [nc que es (1e 0.33':!. 	Aunque el valor para el - 

suero C14(160) en el reconocimiento por la Leu-Fnc es mayor sierl- 
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d0 éste 	de 	C.RY, 'lao 	oonjont.,m,nL, 11' 	selectividad '/e 	ambos 	- 

3u»ros 	por 	511 iomuooy 	oo 	[l 	onuxyo con 	la 	[du,[iuo con ambo  

sueros aporte datos 	sobre 	cl 	determinante que 	reconoce cede 	onti- 

U cucrpn. P ie 	U 	cnmp,tcnciu 	los ros oUtundo uoi carneo |/or iiiuu 	- 

del anticuerpo del 	suero 	Cl4(l60>. [l 	rv(onociwieoto de 	lo 	LDdnr 

I fina por 	ésto suero 	es 	oxplicudn 	considerando quo 	la [odor[ino 

en su 	extrcmo ami no 	|`osec 	lo 	s cenen ci0 de 	la 	NcL -[oc, e 	do Lo 	ten 

bajo de 	rurooucimiento del 	sucre 	Cl4/l6O\ que 	es 	de 	0.l:. por 	lo 	- 

U EndOrfioo, indica 	que 	es 	ooc'``nrio el 	del 	quioto 	ominoácido l) 

¥¥ 

bre para 	el 	reconocimiento por 	cl 	anticuerpo. Los 	datos de 	/ocn- 

DOcimiento de lo 	[nc 	cnmpl eme n|oria ^ as i 	como 	los 	(,^jos ,alores 	- 

de reconocimiento de 	la 	[odor[ina en 	uno 	do 	los 	casos indican 	- 

que se 	cumplió uno 	do 	los 	objetivos planteados 	inicialmente, ésto 

es proúocir 	un K}E 	espcc 	fi co 	paro 	cadu [oc ` 	ten 	codo d e 	sia 	for 

ma que 	recooVcer al 	Hoyteno 	por 	su 	cxtrenio cur|,oxilo 	y no 	po 	su 

lodo amino, 	ya que 	do 	acr 	do 	es te 	Ültixaa forma, 	el 	aoticuerpo re 

conocer 	de igual [orino 	a 	1 	Lnc 	cowpl cine nturiu 	y 	la [/tJorfi- 

nu, y 	las 	demás Eodnrfioos. 

También 	se probaron 	cl 	tripÜptidu (Tir-Gli'&li) 	y ml 	Jipéptj 

U do /Tir-Arg\, los 	res ulLndos 	pa re 	amhou sueros 	os 	necia tivo, 	pro - 

band0 de 	ésta [Oruu 	que 	cvando mcnns ono 	do 	lou 	prodocton Joyrada 

ti vos 	de 	las 	EnC no 	io ter' ficren 	oo 	cl onsayo 	(Me lfroy cfo_l 	l978\. 

Mientras que 	por otro 	lado, 	el 	JipépLi'|o denominado 	KiVtor[ina el 

¥¥ 
¥¥ 

cual parece 	que cumplo 	una 	fonciÜn 	im|/orL.IoLe cu 	la 	liboración de 

las [nc, 	(Takogi e/ 	o| 	l979) 	por 	cstur local izudo 	en 	la ni urna 	ro - 

1 OiÜO que 	éstas, no 	internccionon 	con los 	anticuerpos 	contra las 	- 

[ tic . 	UDu 	di sin inuciÜo 	de 	do 	rusiduns de 	omionücido 	del 	oxtrcmu 	- 

¥¥ 
U¥ 
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carl)oxllo, ca usad o por enzimi,, degcad doras, no alteran los res u1 

tados en extractos de muestras bioláq ic:cs; adurás éste resol tadf) 

propone la necesidad de éstos residuos paca la especificidad del 

anticuerpo. 	los IproductO de degradación de las [nc y la Eiotor - 

fina son demasiado pequeños para iutecaccionar en el sitio activo 

del anticuerpo, pués se cree que el sitio activo debe ser ocupado 

por 5 a 8 residuos de amino lcidos. 	Por otra p.irti , el aumento cn 

el número de aniinu.ícidos a lit Ve t:-l:nc. trae como consecuencia una 

disminución de la especificidac1, así lo muestran los resultados - 

de la 	Cndorf1na; de i gua 1 forma la red uccióti en el número de - 

aminoácidos, corno es el caso de la Tir• -Gl i-Cl i hace que t ste no - 

sea reconocido. 

En la tabla 7 se muestran los diversos RIE reportados en la 

literatura. Si se realiza una comparación en cuanto a e pecifici 

dad encontraremos que C8(60) es reís específico para la Enc coinple 

montan 	en más de 30 veces al RIE de Ya►►g, 1 .5 superior al de 	- 

Childer, 21 veces m s específico que el -(.ie Gros, 3. 15 y 9.9 veces 

más específico a los R1E: de M'i l ler a de Rossier. 	Si este mismo - 

suero se compara con el cruece de 	.-Endorfina tendremos que no cru 

za con este péptido existiendo ensayos que si lo realizan. Co►trpa 

rando por otro lacto el suero Cl4(160) en cuanto al reconocimien-

to con la otra Enc, se tiene que supera en 1.12 veces al de Vang, 

pero se ve superado por los RIE: de Chi l der que es 17.6 veces más 

específico, 1 .76, 	(8.8 y 14.4 m s específico el de Gros, Miller, 

A k i 1 respectivamente, mientras que el reconocimiento con la kE_n-

dorf1na estar todos en el mismo intervalo. 



TABLA 7.- 	Radioi;rnor nsayos para rEncefal iras 	a 

PEPTIDO 	b Animal 	Inmunizado Radio1inando 	SL.nsibilidad r 	:'eci¥icidad 	f 
(Antigeno) y 	conjugado 	c y 	niétodo d de 0tr 	.n- 	Endorfinas 

marcas cer"dl ina 

Met-Enc Conejo ( 3 H)-r1et-Enc L 	10 pr,oles 10 	a 	G((1 	) , 
-succini1 	Meé-Enc 
+succinii 	hemo- 
cianina 	a 	poli- 
lisina, 	CDI 

Conejo (`'H)-Leu-Enc 2 proles 10% 3(4° 	) 
-Hemocianina, 

CDI 

Conejo ( 3 H)-Met-Enc 10 pinoles ¿ 	0.5: I3-end (neg) 
-Hemocianina  
glutaraldehido 

Conejo ( 3H)-Leu-Enc 1 pmol X0.5':: C,-er;d (neg) 
-Hemocianina,CDI 

Conejo Mono1odo 125 20 fmoles 5°á d 	., (3(0.1º:) 
-ovoalbumina, 	CDI 1•iet-Enc 

-L. 	perox. 

Conejo MonoIodo 125 - 20 fenoles 7 cc  B(0.1%) 
-ovoalbumina, 	CDI Leu-Enc 

-C1. 	T. 

Conejo 125 I-ttet-Enc 10 (roles (1`: 3-end (rey) 
-ASA,glutaralde- -Cl. 	T. 
Nido 

125I-Leu-Enc 10 (moles C1 S-end (neg) 

" ( 3 H)-Met-Er..c 1 po1 0.2: B- 	at (0.2-0.4%) 

( 3 H)Leu-Enc 1 p!nol 5% B- 	a(0.2-0.4%) 

1251 -Leu -Enc 2 fenol es 3% a- 	oC( 	0.1%) 
-C1. 	T. 

Leu-Enc 

Met-Enc 

Leu-Enc 

Leu- Enc 

Referencia 

Yang et al 
1977,Y 1978 

Yang et al 
1 97 7 , -T978 

Childers et al 
1978 	I 

Childers et al 
1978 

Gros et al 
1978 

Gros et al 
1978 

1,1i 11 er et al 
1978a, b. 

Mi 11 er et al 
1 978a 
- i 	et al 
1978 
Aki 1 et al 
1978 
Rossier et al 
1 977a 
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T/\ULA 7 . - 	kadio'1rununneosayos para Encef'rs 1 in;15. 

a. Los datos mostrado;, ejeml)lifican varios tipos de R1E: con sue 

ros específicos para las [oc, 5e ri]iestra la relación en cuanto a 

i)rocedimientos de inmunización, preparacion del ant.ic)eno y sensi- 

bi1 idad del ensayo. 	Esta tabla no incluye todos los RI[:s que uta 

1 izan comunmente un suero específico caracterizado con propósitos 

de inrnunoprecipitación o inaluno(;ltoquímica. 

b.- Abreviaturas: [3-end -- [3-endort'il)a; 	-end - 	-endorf'¡nai; 

' h1et-Cnc = 1,1et-encefa1ina; Leu-Enc 	Leu-entefalina. 

c.- En 1)rimer lugar se dan las moléculas acarreadoras, y después 

el agente acop1ante. Eta la mayor parte los conjugados son ernulsi 

ficados con adyuvante completo de Freurnd. 	Detalle de los pro toco 

los de inmunización aparecen en las referencias. 

Abreviaturas: 	CDI 	i 	etil 3((3d1meti1- ami mo 1)ropi1) carbodiimi - 

da , ASES - Al bumi na de suero bovino. 

d. - Métodos de iodinación Ci T =- método de la eloramina T 

Lp)cerox: = método de la 1actoperoxidasa 

e.- Cuando no se especifica en las referencias, el dato es obteni 

do de las curvas estandar a 2C);' de desl)la+zaamiento de trazador uni 

do. 

f.-- Neg - negativo (no dan dato numérico). 
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sueros 	CO60) 	y 	C1i1 	160 La 	c¥hccificicl¥tcl 	de 	ambos 	otro., 	 J 	( , 	►rer¥inite ) 	f 

realizar 	un 	adecuado 	reconocimiento 	inmuno1 	ieo 	de 	las Enc 	en 	- 

muestras 	biolócj'1cas. 	Como 	lo 	mue-1 Ira u 	las 	fi (1u ras 	27 y 	28 	can 	que 

tienen 	 los 	 las 	de se 	 curvas 	paralelas 	entre 	patrones 	y extractos 

de 	tejido, 	d orno sIrar'rdo 	que 	los 	stieros 	está n 	detectando determinan 

tes 	antiyén -icos 	similares, 	o 	cuando 	menos, 	los 	cuales no 	pueden 	- 

' distinguirse 	del 	c.ol¡¡1)ortamient.o 	de 	las 	Cnc. 	Po ropor otra 	parte, 

en 	que 	las 	curvas 	son 	paralelas 	la 	afinidad 	del 	Etc 	por éstas 	molé 

U culas es 	distinta. 

Existen esuchas otras sustancias op¡o¡dess que pueden interac- 

' 	tuar con los Ac descritos, como la dinorfina, B-enelorfina, [1-Ala 2- 

Cnc entre otras muchas, pero las posibilidades para realizar es- 

1 	tas pruebas por el momento est.Sn limitadas. 

Un dato de importancia en el RI[: es la sonsibi1idad, en el - 

' 	 caso de la Leu-[nc para el suero C8(G0) y para la Met-[nc con el 

suero C14(160), se tiene una sensibilidad de 100 pd, esto signiti 

ca que pueden ser detectados 0.18 pmo1 de 1.eu-Enc y 0.26 pmo1 de 

Met -Enc por tubo, comparando los resol Lados con otros ensayos que 

utilicen [nr_ tritiada copio r•adiolicaando, tendremos que la sensibi 

lidad obtenida para el RIF de Leu - Cnc es mayor que la reportada - 

por Childers y col . (1978) y semejante a la reportada por )'kil y 

U col. (197£1); mientras que para el RIE de Met-Enc la sensibilidad 

I 

obtenida es mayor que la publicada por Yan9 etal (1977), Childers 

y col. (1978) y Akil y col. (1978). 	La utilización de un radio-

1 igando de alta actividad colmo 1 o sería el 1251 traería un aurnen -- 

to en la sensibilidad entre 20 y 50 veces (Gros etai 19713), y se 
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esperaría que la sensibilidad para los PIE desarrol lados sería de 

2 a 5 p . 	1 	la tabla 7 se ve que lo; PlL mil s senslb1es, son los 

que utilizan corno radialigando el 	I. La utilización de éste - 

tipo de rea C1;i va, traerla atuado un aumento en la precisión. 

Aunque la sensibilidad obtenida con un radiolitjando tritiado 

es buena, para algunos casos es un factor l imi t ante, con el fin - 

de aumentar dicha sen s i b u i di d , sin tener ciue cambiar de marca ra 

d ioacti va , se real i zar'on las incubaciones diferenciales  tanto a - 

tiempos cortos, de 24 horas como a tiewpos largos. Con estos en-

sayos se trajo una disminución en la precisión, sin que se aumen-

tará la sensibilidad. Este caso, se presentó principalmente por,  

el alto nivel de productos posiblemente cadialíticos, que no se - 

adsorben al carbón activado, y que permanecen en forma libre o - 

unidos inespecifica a los Ac. 	Este tenó:,eno trae como consecuen- 

cia valores altos ya sea en CPC o en UNE, o en ambos, de forma - 

tal que aumenten el ruido dentro del ensayo, interfiriendo de tal 

manera con la unión específica que presente un comportamiento in -

cierto. En el caso de la htet-Cnc los valores de interferencia - 

aunque son menores, siguen existiendo productos que permanecen en 

la fase unida al anticuerpo, ya sea en forma 1 ibre o unida inespe 

cífica al Ac. 	Hay que considerar que existe la posibilidad de que 

éste tipo de Ac tenga una afinidad semejante o superior por el - 

sulfoxido de la Met-Enc, y que si bien se están formando productos 

que no reconoce el Ac, también se están obteniendo productos de - 

oxidación que contrarrestan el efecto negativo de los productos -

radiol íticos (King y Mil lar 1 980) , estos Ac pueden ser producto - 

del inlnunotJeno oxidado en el momento de la emuls1ficación. 
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1 

for otra parte cuando se etect.u¿in mú11.i1)1es inuunizacioues, 

es la producción de Ac con diferente afinidad, que puede causar - 

muchos problemas. 	En la figura 19 se encueut.r•a un suero con (los 

grupos cte Ac con diferente afiie ida d, presentando se el mismo caso 

para toda la familia de sueros del Cl 4. 	La producción cte curvas 

bifásicas pueden ser el resol tacto además de otros factores que a 

continucación se mencionan y que refuer gin la idea de tener (los - 

poblaciones de Ac. 	Este tipo de curvas hi t sicas resul tan cuan- 

do se toman ensayos fuera del equilibrio (l'odhard et al 1977), en 

nuestro caso se obtuvieron de- ensayos real izados en equil ibrio, -

coirncidiendo tanto las curvas de incubación sir►ul tanea a 24 como 

a 48 horas. 	Por otra parte tau bión se comprobó que no existe una 

interferencia que perturbe el equilibrio. Este fenómeno se pre-

sentaría en caso de que el tiempo de incubación, en el procedi -

rniento de la separación entre la fase cte ligando unido al Ac y el 

libre, fuera muy larga. 	Se ha demostrado que con 20 minutos cte. - 

incubación de la mezcla de reacción con el carbón activado-dextra 

no a una concentración del doble, de la utilizada err nuestro ensa- 

yo en pruebas con hormonas, no existe efecto alguno. 	En nuestro 

caso, se observaron ligeros cambios a las dos concentraciones de 

carbón activado-dextrana en incubaciones durante. 30 minutos. Al-

gunos aspectos teóricos de la ci nética de separación cte la fase - 

1 i bre de la unida al anticuerpo ha s ido ampliamente estudiada por 

Rodbard y Ca tt (1972). 	En nuestro caso, la proporción de carbón 

activado-clextrana está calculada para que cte 3 a 4 ; del radiol i -

gando 1 ibre quede en la fase del sobrenadante (CPC) , aserturando - 

que el tiempo (le incubación como la concentración de la mezcla de 

separación, son las adecuarlas para impedir una interferencia por 

U 

1 
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un 	s.ecjundo 	rece ¡)tor

1 
1.os 	datos 	obtenidos 	para 	la; 	constantes cle disociacion, 	va- 

' rían 	de 	una 	forma 	(le 	representación 	a 	otro. Las di fe reacias 	ex i s 

Lentes 	entre 	ani1)os 	 < 	, 	son 	di1)ido tipo.. 	de 	r¡r¥rfica_, a 	que 	las 	curvas ¡ 

del 	tipo 	de 	Scat,charca 	dan 	i qua 1 	peso 	a 	todos los puntos, 	niientras 

1 que 	las 	gráficas 	del 	tipo 	de 	doblo 	recíproca clan mayor 	peso 	a 	los 

puanLos 	que 	se 	obtienen 	con 	mayor 	pr•uc:isióu 	en RI1. Esto 	va 	auna - 

' do 	a 	los 	errores 	cient.ro 	del 	ensayo. 

Los resol ta dos 	de 	la 	con s tan t:e 	de 	d i socidción 	con 	la 	concen- 

' tración de 	los 	sitios 	activos 	(tablas 	3 	y 	4), 	nos 	muestran 	que 	- 

para 	el C8 	en 	sus 	tres 	sueros 	no 	cambia, 	pero 	existe 	tin 	aumento 	- 

' en 	la 	coticen Ira ci6ti 	d 	sitios 	activos 	¿r1 can Z.arldo 	un 	ra 	tlinlo 	a 	los 

60 	días, reqresando 	a 	los 	90 	días 	a 	un 	valor 	semejante 	al 	(le 	los 

1 45 	días. la 	figura Observando 	16 	en 	que 	se 	encuentra 	grafieado 	- 

' la 	capacidad de 	lo s 	s ueros 	del 	CO 3 	se 	ve 	que 	existe 	un 	pico 	a 	- 

los 	45 	días descendiendo 	lentamente 	a 	los 	60 	días 	, 	posteriormen- 

' te 	a 	los 90 	días. 	En 	este 	caso 	el 	suero 	C$3(45) 	y 	C8(60) 	combinare 

la 	concentración de 	sitios 	activos 	con 	la 	constante 	de 	disocia-- 

' las 	 doble 	 la 	di ción, 	al observar 	gráficas 	cle 	recíproca, 	para 	que 

' ferencia sea 	muy 	pequeña 	entre 	alabas 	capacidades 	de 	los 	sueros. 

El 	suero C8(90) 	posee 	una 	menor 	a ioidad 	que 	el 	suero 	C8(4cí) 	y 	- 

' C8(60), ademas 	de 	una 	menor 	concentración 	de 	sitios 	activos 	que 	- 

el 	suero C8(60), 	haciendo 	que 	su 	capacidad 	sea 	menor 	a 	los 	otros 

' dos sueros. Mientras 	 los 	 de 	Met-Lnc, 	el 	 - que 	para 	sueros 	 suero 

C14(160) tiento 	por' 	SU 	constante 	(le 	disociación 	como 	por 	la 	cocen- 

' tración de 	sitios 	activos, 	supera 	a 	los 	otros 	(los 	sueros. 	Se 	ob- 

1 
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se,rva claramente el cambio de lar capacidad del suero C14(160) com 

parirndo10 con los sueros C14(75), C14(105). Estos últimos sueros 

conl)ioao la conceritración de sitios activos con la coostante cle - 

afinidad para mente tier su capacidad similar. 	Paja estos datos, - 

se tienen dos sueros para la Leu-Lnc que combinando la concc'ntt-a- 

ción de sitios activos con la afinidad los hacen útiles para el - 

RIE, estos sueros son el C8(45) y CE.(60). Mientras que para la 

11et-Lnc se tiene un único suero, que combina tanto 1 a concentra-

ción cle sitios activos como la a fioidad y sensi1)i1 ida (1 para que - 

con él se pueda desarrollar un RIC. 

Basándose en el modelo mat.cm,ítico de la figura 9, se puede -

obterler la figura 13. Es de importancia considerar éste punto, -

sobre todo para determinar el estado en que se encuentre el radio 

ligando, puesto que éste factor introduce una discrepancia o una 

interferencia en el ensayo. La variación en la calidad del radio 

ligando, afecta la precisión de los datos obtenidos, encontrándo-

se que entre más productos de la radio1isis, tendercí a disminuir 

la unión específica y del control de precipitación. 	Existe una - 

limitación al emp1eo de radio1i9ando tritiaelo, principalmente cie - 

bido a la cantidad de productos contaminantes. La curva de la fi 

gura 13 nos perrnite predecir el tiempo d e utilidad de un radi01i-

gando y con esto disminuir el número de ensayos que fracasen, prin 

c¡pal meo te por la baja calidad de la 3N E:nc, 	por contaminación - 

de produc tos que no son reconocidos por• el Ac . 

Para 	la purificación 	parcial 	de 	las Fnc, 	se encuentra 	que 	la 

recuperación de 	las 	columnas 	de 	Aml.rerlita XAD-2 son 	satisfacto-- 
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rias, 	el irnitiancio 	una serie 	(le 	conilronerrtes yuca 	interfieren 	en 	forma 

1 inespecífico 	con 	el ensayo 	(ver 	figura 	26). La 	cantidad 	de 	Ine 	en 

las 	5 	regiones 	del cerebro 	ensayarlas, 	finé mayor 	en 	el 	Estriado, 	- ' pero 	al 	relacionar esta 	cantidad 	con 	el 	contenido de 	proteína, 	se 

I 
ve 	evi den tornen te 	disminuida la 	proporción que 	gua rciddba 	con 	1 as 	de- 

más 	regiones. 	Este mismo 	prob1uma 	puede preso ir tarse 	en 	la 	de termi ' nación 	de 	la 	cantidad de 	Ene 	en 	muestras 1)io169icas. 	Para 	impedir 

tal 	efecto 	tanto 	en las 	muest.ras 	1) 	o1ógicas, como 	en 	los 	patrones, ' son 	tratados 	en 	1 a mi sino 	forma . 
La cantidad de Encefalina en el tejido está representada en - 

la figura 27, en ella se encuentra expresada la cantidad de Leu- 

• Cnc y Met -Enc. 	Se puede observar en forma comparativo los valores 

' 	 obtenidos por varios autores, así como la relación existente entre 

Met-Enc y Leu-Enc en las diversas regiones. 	Existe una gran dife- 

rencia entre los diversos protocolos seguidos por varios autores, 

U tanto en la forma de realizar la disección, como de la forma de ex 

• traer las Encefalinas y de evitar su degradación. 	La técnica uti - 

' 	 lizacia para la disección de las diferentes regiones es la de 	-- 

Glot'rinski e 1 versen (1966), que es la utilizada por la mayoría de 

1 	los autores, mientras que la técnica de Pall:ivits (1973), es titil i 

' 	 zada por Kobayashi y col . (1978). 	La forma de extracción de las - 

encefalinas y de prevenir la degradación va desde el uso de ácido 

acético 1 N al uso de IIC1 	de ácido tricloacético y microondas. 

La mayor cantidad de Met-Cnc por muy de proteína, fué encontrada en 

I el Estriado, el cual contiene una zona rica de Encefalina, que es 

' 	 el Globus  Pal  l iclus. Mientras que para la L.eu-Lnc se encontró que -

el Ilipotá1am o es el que contiene la mayor cantidad, siguienclo1e en 
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cantidad el Estriado (figura 27). En general los datos obtenidos 

U para el suero C8(60), son mis al tos que los reportados en la bi - 

b1io9rafía, de igual forma se encuentra para el suero C14(160), - 

' 	pero a diferencia del anterior Yang (1977) ohtiene valores m s - 

al tos para el Hipotálamo y 	para cal Estriado. 	Comparando entre - 

'. 	los diversos autores los datos no coinciden, siendo el caso de - 

' 	Gros (1978) el que obtiene las cantidades m s pequeñas. 

La 	relación 	entre 	Met-Enc 	y 	Leu-Enc 	varía 	de 	región 	a 	región, 

ésta 	es 	mayor 	en 	el 	Hipotálamo, 	dato 	que 	es 	coincidente 	con 	el 	de 

otros 	autores, 	siendo 	el 	valor 	obtenido 	en 	nuestro 	ensayo 	semejan 

te 	al 	de 	Gros 	(1978) 	y 	Yang 	(1977). 	Cuando 	en 	ésta 	parte 	se 	re- 

fiere 	uno 	a 	la 	cantidad 	de 	Leu-Enc 	o 	de 	Met-Enc, 	se 	está 	hablando 

U de 	una 	sustancia 	que 	es 	reconocida 	por 	el 	anticuerpo, 	existiendo 

la 	posibilidad 	de 	una 	molécula 	con 	un 	determinante 	antigénico 	pa- 

igual, recido 	o 	que 	sea 	reconocido 	por 	el 	anticuerpo 	receptor. 

Un 	dato 	de 	importancia 	dentro 	del 	desarrollo 	del 	RIE 	es 	el 	error 

inter 	e 	intraensayo. 	Para 	el 	RIE 	de 	Leu -Enc 	se 	obtuvo 	un 	error 	- ' intraensayo 	de 	6.76%, 	y 	para 	el 	RIE 	de 	Met-Enc 	fué 	de 	4.33`.; 	mien- 

tras 	que 	el 	error 	inte►rensayo 	para 	el 	RIE 	de 	Met-Enc 	fué 	de 	4.50:. 

U 
U 

Existe 	un 	fenómeno 	de 	dilución 	en 	RIE 	que 	es 	1imitanto 	en 	és 

ta 	técnica 	y 	se 	debe 	principalmente 	a 	que 	sólo 	una 	porción 	del 	Es 

triado 	contiene 	la 	[nc, 	mientras 	que 	el 	resto 	unicamente 	aporta 	- 

al 	contenido 	de 	proteína. 	Por 	otro 	lado 	existe 	una 	limitación 	en 

cuanto 	uso 	del 	RIE, 	ésta 	la 	incapacidad 	de al 	 es 	 seguir 	el 	curso 

temporal 	de 	las 	Enc, 	ya 	que 	las 	muestras 	biológicas 	que 	se 	obt:ie 

non 	tienen 	que 	ser 	procesadas, 	durante 	la 	cual 	se 	destruye 	la 	es- 

U 
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tructtrra anatómica de la región. 	Por otra parte existe una 1ir+ri- 

	

1 	tación en cuanto a la sensibilidad de un I;IE sobre todo en rela-- 

ción al cambio que -  es posible detectar en muestras bio1ógie,+s que 

estén por debajo de éste valor. 	Se sabe que en experimentos de - 

1iberación de encefalinas, la cantidad de Enc liberada va de 0.5 

a 5% de la cantidad de i_nc por región. Estos valores limitan el 

el uso de la técnica a las regiones de alto contenido de [tic, que 

presentan un cambio significativo. 

Una vez que se han caracterizado los sueros por medio del -

RIE, pueden ser utilizados en otras técnicas que complementan al 

RIE, 	Entre éstas técnicas destacan la Innunocitoquímica y la Cro 

motografía de afinidad. La primera cubre algunas limitaciones - 

del 	R1 E, la inmunoadsorción en columnas de afinidad o la inrnuno -

precipitación permiten una alta purificación de las Enc en un só- 

lo paso de fraccionamiento. 	En la actualidad, nuestro trabajo es 

tá enfocado en el desarrollo de estas técnicas , y el empleo de - 

las mismas en el estudio de los precursores metabólicos, transpor 

te y liberación neurona1 de las Fnc. 
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