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Introducciaon,

A principios del siglo pasado, ful aislado un
4 |

| opio que sc denomind corfina.  Para nediados dol

uso de éste alcaloide ecra preferido sobve ¢l Tdudano y
tractos crudos del apio.  Fud hasta c¢se momento cuando
esclarecidos sus efectos téxices y de adiccion, ademds

ciones analoésicas, cuforizantos y narcéticas.

de que, alin a bajas diésis, el isomero

mas potente desde el punto de vista farmacoldgico,

Ta posibilidaed de la existencia dentro dnl Sistena

receptor de alta afinidad veteroespecifico para

1973 Pert y Snyder, comprobaron la existencia de ta)
Y ¥ }

el tejido nervioso.

Las propicdades de los recceptores a opiaceos
ésta entidad cumple una funcidn fisioldgica dentro del
Hervioso Central (SKHC). Para moediados de los aiios 70,
evidencia a favor de ésta posibilidad, derivada de
fisioldgicos en que la estimulacidn eldéctrica del

alcaloide

viglo

lTevdgiro de lTa morfina

Nervioso

cstudios

del

217, el -
OLtros ox--
quedaron -
de

SuUs ac-

De 1a observacidn

era

s¢ contenpld -

de un
los opioides. En
entidad en -

sugirieron que

Sistema =--
existia

neuro

area gris cen--

tral del cervebro medio producia un efecto analtadésice que padia -
ser atenuado por la naloxona, sicndo ésta dltima un antagonista -
de los opiaccos. De ésta forma, era pasible que los receptores a
opiaccos, fueran ¢l blanco de accidon de vpioides endbégenos hasta
entonces no identificados, y cuyo efecto fisioldgico podia ser si
milar al de la morfina. Por esta rarvdén se investigé la capacidad
de que extractos crudos de cerebro minetizaran la accién de la
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morfina cn la contvaccion del vas deferens del ratén, y el ileum
de cobayo. Se comprobd de (wta rancra que los extracios poseen
una actividad opioide. [1 siguiente paso fud ¢l aistamiconto e
identificacion de las sustancias rvesponsables de éota actividad,
siendo las primeras en descubrirse, Yas denominadas encefalinas,
(Leucira Encefalina y Metionina Encoefalina) que sélo difieren en-
tre si, en ¢l aminodcido del extremn carboxilo, teniendo las ©--
guientes sccuencias: la Levcina Lncefalina, Tir-Gli-6li-Fen-Leu,

mientras que la Metionina Encefalina, Tir-Gl1i-Gli-Fen-tot.

La identificacidon y aistamiento de estos péptidos en 1975, -
aunado al posterior descubrimiento de una gren femilia de péptidos
opioides, han abierto un emplic campo de estudio. Las investiga-
ciones relacionadas con los péptidos endbgencs en ¢l SHC, han con
frontado @ los cientificos con problemas matodeldgicos en cuanto
a su identificacidn y cuantificacidn, va que las técnicas comun--
mente utilizadas para el andlisis de los neurotransmisores de --
origen no péptidico, resultan inadecua@as en este campo de traba-
Jo. La complejidad quimica de los péptidos ¥y sus bajos niveles
de concentracidn en muestras bioldgices, imposibilitan ¢l uso de

éstas técnicas.

Para el estudio de la funcion de 6stos pentapéptidos en el -
SNC, es necesario poscer una téenica de medicidn que tenga las si
guientes caracteristicas:
1) Especificidad hacia la sustancia que se desca medir,
2) Alta sensibilidad y precisian.

3) Capacidad para procesar simultancamente un gran nGmero de mues




tras.,

A efeclo, €l radioinmunoensayo ha sido ampliawnente utiliza-
do en necurobioclogia, por ser una técnica gue reunc éstas tres con
diciones derivando la especificidad y alte afinidad inherentes a

las reacciones antigeno-anticucrpo,

L1 objietivo de éste trabajo es el de desarrollar ésta téeni-
ca para la medicidn selectiva de las encefalinas, preparando conju
gados para inmunizacion, para gue con ellos, se¢ obtengan sueros -
especificos contra las encefalinas. [Cstudiando el titulo y afini
dad de los sueros, se cscoqerdn los que permitan desarvcellar un -
radioinmuncensayo altamente selectivo y sensible y optimizando
las condiciones de los radidinmunocnsayos para la deteccidn y medi
cién de las cuncefalinas en muestras bioldgicas, de ésta forma po-

sibilitan el estudio del papel de dstas moléculas en el SHC.




IT.- Antecedentes y Generalidades.

A.- Péptidos Opioides.,

L1 descubrimiento en antos pasadoe de la existencia de molécu
lTas con una alta actividad opioide (Hughes y col. 1978) dentro -
del SKRC, ha atraido la atencidn de muchos investigadores, por su
posible utilidad en la medicina. [l antiguao y continuo interés -
en Gsta clase de drogas, es el resultado inevitable de su utilidad
en medicina como sedantes, analgésicos, antidiarreicos, ¢ induc--
tores del sueilto, entre otros efectos. 1 mecanismo de accidn de
los alcaloides del opio comc la morfina y el ciento de sustancias
sintéticas relacionadas, ha sido objete de estudio por mids de --
200 anos (Eddy y May 1973). Derosne cn 1803 y Sertuner en 1805,
aislaron del opio crudo una sustancia cristalina denominada por -
el Gltimo investigador como morfina y mostrando que poseia el mis

mo efecto que el opio en el peorro.

Un gran nlimero de evidencias se han acumulado a lo larao de
los Gltimas 50 afios, mostrando que la accidn de los opioides den-
tro del organismo, dependen de su interaccidn con un receptor es-
pecifico. Esta evidencia fud ampliamente estudiada por Beckett y
Casy (1954), Portoghese (1965), Jacobson {1972) entre otros, y puc
de seor resumida como sigue:
a3) Existe una estructura quimica bdsica, capaz de producir todas
las acciones del opio. [sta estructurae bdsica se ha establecido

en referencia de las presentes caracteristicas de lYa molécula de




la morfina: siendo dindispensables la presencia de un anillo aro-
matico y el contenido de nitrogeno, generaltente como un amonio,

que esté localizado a una distancia de dos atomos do carbono salu
rado del anillo aromdtico, tawmbidn es de importuncia el grupo hi-
droxilo y el fendlico (Eddy y May 1973). Alguras sustancias sin-
téticas relacionadas con la maorfina. como la etorfina, poseen una
actividad de 5,000 a 10,000 veces superior a Ya morfina y difiere

en muy poco a la estructura de ¢sta. (figura 1)

b) La movfina es una moldécule asimétrica siendo la forma levégira
el isomecro activo, mientras que el dextrdgiro tiene muy poca acti

vidad.

c) Se ha observado que algunos derivados de la morfina, pueden ac
tuar como antagonistas de los opioides. Los cambios pequeios en

la estructure, por cjemplo la sustitucion dec un arupo alilo den--
tro de la movrfina, convierte a una droga de ser un potente analgé

sico, a otra que puecde inhibir ¢} efecto analgdésico de la morfina.
] I $

La farmacologia molecular de los opiaceos y sus receptores,
hacia pensar que la especificidad de estos Gltimos, estaba desti-
nada a reconocer y respender a una moldécula endégena, que produge
ra los mismos efectos que la wmorfina (Collier 1973). La eviden--
cia directa favorecia tal posibilidad, derivada de estudios neuro
fisioldgicos. Los estudios anteriores al descubrimiento de un -
ligando enddégeno, fueron veportados por 1969 (Reynolds 1969) en -
que la estimulacion eléctrica del perimetro dorso-lateral de la -

sustancia gris cenlral del cervehro medio, produce analgesia, pro-
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FIGURA 1.- HMorfina y wus Dervivados,

La morfina es el analgésico de mas amplio ucn, sicendo éste -
un alcaloide natural que se cxtrac del opio, aque es ¢l jugo descca
do que se obticne por la incisidon de las cdapsulas verdes que con-
tienen las semillas de la adorwidera, Papaver sommiferum. En el -
opio se encuentran dos grupos principales de alcaloides, los fenan
trénicos, entre les que se incluye la moriina y 12 codeina, y los
bencilisqquinolicos que incluye la papaverina y la noscapina. La
codeina es el 3- metiléter de la wmorfina, sin embarao a igualdad
en peso, es menos potente que la morfina. Por otro Tado la herci-
na o diacetitmorfina que es sintetizada a partir de Ta morfina por
acetilacion de los grupos OH fendlico y alcohdlico, es mis potente

que 1a morfina y de igual forma ¢1 lavorfanol.




bandose en cirugia de crploracion en ¢l cercbro de las ratas. Es
te dato es corvoborado por Mayer y Licbeskin (1974), al demostrar
que la estimulacidn eléctrica en el drea gris central del cerebro
medio, produce un efecto analadésico. La analgésia abtenida de és
ta forma, puede ser atenuada por la naloxona (Akil ot al 1972,
1976). Mientras que Jacob y col. (1974), c¢ncontraron que el ra--
tén puede ser mds sensible al dolor, por inyccciones en pequenas
cantidades dc naloxona., f£s recientemente gque se ha demostrado la
existencia de receptoren altamonte especiiicos para las moléculas
opioides, tanto en el cervebro como eon otras regiones. Goldstein
y col. (1971) fueron los primeros on descubrir tales receptores -
en el cerebro del ratén., Finalmente, la evidencia experimental -
hizo desvanecer las dudas y objeciones., cuando en 1973 los docto-
res Snyder y Pert comprobaron la existencia de receptores especi-
ficos para los opiaccos ce¢n e]l sistema nervioso. (Pert y Snyder -

1973a, b).

Se realizaron ecxperimentos marcando los sitios de unidn en -

forma reversible con opioides 3H (se requicre para esto de ligan-
dos 31 de alta actividad y especificidad). Un cuidadoso lavado -
para remover las uniones no cspecificas, demuestra que éstas exce
den en gran medida al nGwero de sitios cspecificos, los que se en
cuenran a una concentracion de 30 pmoles/g de cerebro (Pert y -

Snyder 1973a, b, Simon ¢t al 1973). fn clegantes estudios reali-

zados por Kuhar y colaboradores con lo técnica de autlorradiogra--

fia, demuestran la exislencia de receptores a opiaceos, encontran

dose que estan concentrados en drcas que regulan funciones involu

cradas con los opioides, cespecialmente Ta integracion de la per-




cepcidn del dolor y 1o cuforia (Pert ot al 1976, Atwen y Fuhar -

1977 a, b, c).

Estas obscrvaciones fucron reconccidas como indicios adiciona
Tes de la existencia de un opioide enddgeno, 3y cuya accidén era bl
queada por la naloxona. Hughes investigd la poesibilidad de mimeti
zar el efecto de 1a morfina. rnor medio de extractos crudos de cere
bro, en ensayos de inhibicidon de la contraccidn del vas defercns -
del ratdon y el ileum  de cobayo ante estimulacion eléctrica. Se -
mostrd de ésta forma, que los eatractos cercbrales poseen una molé
cula que mimetiza el efecto de 1a morfina y que es bloqueada por -
la naloxona. Demestrd de ésta manera gue tales extracltos conte--
nian péptidos con un peso molecular entre 200 y 700 daltones. Si-
multancamente, varios grupos poseian preparaciones parcialmente py
rificadas de extractos con moléculas opioides enddgenas de cerebro
de mamifero (Pasternak et _al 1975), do hipdfisis (Teschemacher et-

al 1975), y de liquido cerehroespinal (Terenius y Yahlstrom 1975).
Hughes (1975a, b) fudé quien aisld del cerebro de porcino los prime
ros opioides enddgenos en estado purc. a los que denoming encefa-

linas (Enc).

Su estructura fué descrita por Hughes y cal. (1975 ¢) y la que
originalmente pavecia ser una sola molécula, resulté ser la mezcla
de dos molcéculas distintas, que difieren tan <s6lo en el aminodcido
del extremo carboxilo, las cncefalinas (Enc) poseen la siguiente
secuencia: Tir-G1i-Gli-Fen-Leu (lTeucina encefalina, Leu-inc) vy -
Tir-61i-G1i-Fen-Met (metionina encefalina. Met-Enc), la proparcidn

determinada por Hughes fud de 1:0 respectivamente., Debido a su -




simple estructura, rapidamente fueron sintetivzadas y estudiadas en

muchos Taboratorios. La confirmacion de la estructura propuesta

por Hughes, fué obtenida pov Simantov y Snyder (1976), quienes ai

tun

laron el misnmo par de péptidos de cerebro de ganado vacuno, pevo -

en una proporcidn diferente a la cencontrada por Hughes.

Como punto de interés en su estructura, Hughes observd que la

secuencia de la Met-Enc estaba contenida en el polipéptido B-Lipo

tvofina (B-LPH). Es deciv que la scecuencia de la "Met-Enc corres--

pondia a la secuencia de aminodécidos del 61 al 65 de la moldécula

de B-LPH. Paraddjicamente, la sccucencia de aminodcidos de ésta -
hormona hipofisiaria, habia sido reportaoda diez anos atrds (Li et
al 1965) y se sabia ya que contenia la sccuencia completa de la -
hormona B welanotrofina (B-MSH). Proponiendose cntonces a la -
B-LPH como precursora de la 5 Msil y de Ya Met-Enc. Foco despuds -
Bradbury y col. (1976) que estudiaron ¢l fragmento carboxilo ter-
minal constitufdo por los aemincdcidos 61 a 90 de la B-LPH, informa
ron que ¢ste fraygmento tenia aclividad analgésica, asi como alta -
s

afinidad por los receptores cerebrales. Era claro, que éste frag-
mento también contenia la secuencia de la metionina encefalina
(61-65 de la B-LPH). A} mismo ticmpo Guillemin y col. (1976) ais-
laron varios péplidos con actividad morfaminétlica tanto del hipotd
Tamo, como de la hipdfisis., Ademis del ya mencionado fragmento -
carboxilo terminal de la B-LPH, Ylamado también B-endorfina (Cox -

et al 1976, Li et

al 1976, Bradbury et al 1976), identificaron las
sustancias denominedas o endoriina que es el fragmento 61-76 de la
B-LPIl y Ya ¥ endorfina con la sccuencia 61-77 de la B-LPH, Al -

igual que la B-endorfina, la &y ¥ endortinag contienen en su extre
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mo amino la sccuencia de la Met-Enc, proponiendo que la D-LPH se-
ria el precursor de todas cstas moléculas, Para 1977 Mains, --
Eipper y Ling encontraron que 1a secuencia de 1a B-LPH, a¢si como
de Ta hormona adrenocorticotrofica (ACTH) aparccian a su vez en -
otra molécula de un peso molecular mayor, denominandola pro-opio-
cortina (figura 2). Existen alaunos araumentos contra la hipdte-
sis expuesta anteriormente; por una parle no se explica el origen
de la Leu-Enc, y por otro lado Bloom y col. (1977) por métodos his
toquimicos, demostraron que las endorfinas y las encefalinas -~
(Enc) se encuentran distribuidas en diferentes agrupos neuronales.
Para 1979 se habia 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 ¢t al 1979) demostraron diferencias impor--
tantes en la aparicion de estos dos sistemas. Para fines del mis
mo afo, se develd la existencia de otras moléculas que posefan una
mayor semejanza a las Enc, como e¢s el caso de péptido triptico -
adrenal que tiene una sccuencia formada por Tir-Gli-Gli-Fen-Met-
Lis, o el heptapéptido adrenal Tir-G1i-Gli-Met-Arg-Fen (Stern et
al 1979), los que serian bucnos cendidatos como precursores para

Ta Met-Enc. Relacionados a la Leu-Enc se encuentra la &-Neo-on-

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

(Kangawa ¢t _al 1979) o el tridecapéptido hipofisiario, conocido -

3

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

Leu-Lis (Goldstein ct al 1979).

En los altimos afios se han descubierto diversas moldéculas

que poscen la secuencia de las Lnc, peroe el de mayor posibilidad
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FIGURA 2.- Péptidos Opioides.

La figura muestra la relacidn que guardan seqln su
primaria las encefalinas con los demds péptidos con act
de. La secuencia de eventos muestra la primera hipdtes
gen ontogenético de las encefalinas. Lstudios mdas reci
tran una diferencia en cuanto a la localizacidn de las
con los posibles precursores. Lsto, y la falta de una
plicacion al origen de la Leu-Enc, provocd la busqueda
cursores de las Encefalinas que estuvieran de acuerdo a
mientos hasta e¢ntonces adquividos. FEn la actualidad la

con mayor posibilidad de ser el precursor de las Encefa

11

estructura
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is en el ori
entes dewmues
Encefalinas
adecuada ox-~
de los pre-
los conoci-
molécula -

linas, es la

pre-proencefalina. Para mds detalles referirse al texto.




para ser considerado como precursor, es la Pre-pro-encefalina que
contienc cuatro copias de la Met-Enc por una copia de la Leu-Enc,
una Met-ECnc-Arg-Fen y una de Met-Enc-Arg-Gli-Leu, mostrando estos
dos dltimas péptlidos una alta capacidad opioide {Noda ct al 1982).
En un gran nGmero de descubrimientos que sc¢ han dado desde -
1975, aumentan el npdmero de preguntas, no s6lo las que se refie-
ren a la relacidn que guardan cstas sustancias entre si, o las ya
muy estudiadas acciones de tos opiaceos sobre el SNC (analgesia,
narcosis, ecuforia, adiccidn, dependencia, etc.), sino que se ex--
tienden a interrogar acerca de la integracidon de estas nuevas sus
tancias en los sistemas neuronales conocidos, su regulacidon y su
interrelacidon con otros sistemas. Asi su identificacidén y cuanti
ficacién en muestras bioldgicas, resultia ser una premisa indispen

sable para obtener las respucstas corvespondientes.




B.- Encefalinas en Muecblras Bioldgicas; [Istabilidad, Extrac-

cién y Procesamiento.

Los estudios de los cambios pest-mortem de las Enc, proveen
la base de los procedimicntos Gtiles para la extraccion de éstas.
Hasta anos recientes se obtuve evidencia directa de la estabilidad
post-mortem de las [nc en el tejido (Childer y Snydor 1979). La
gran cantidad de reportes, apoyan la estabilidad de Yas Enc den--
tro del tejido, cuando menos en las 6 horas subsiguientes al sa--
crificio del animal, no existiendo cambios e¢n Yas concentraciones
de Enc, pero la manipulacidon del drgano, produce la exposicidn a
las enzimas degradativas, que se encuentran separadas de las Enc

(Bayon sin publicar).

Existen reportes contradictorios con respecto al. método de -
sacrificio que causce la wenor perturbacidn en los niveles in vivo
de Enc. Los animales sacrificados por medio de irradiacidn con -
microondas, poscen vaelores mds alttos de Enc, que aquellos que fue
ron decapitados (Yang et al 1977b, Verhoef ¢t al 1980), y por
otra parte se ha reportado que la diferencia en el método de sa-

crificio no es significativo {Gros et al 1978).

Existe también evidencia que indica, que las disecciones rea
lTizadas en el tejido, o cualquier otra técnica que produzca le-
sion, trae un decremento en el contenido de Enc. (Bayon et al -

1978, lversen ¢t al 1978, Patey et al 1931, Bayon sin publicar).

Se han realizado varios intentes para lograr una manipulacidn
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del tejido sin un decremento en los niveles de Enc. La dirradia-
Cidn por microondas, ha sido reportada como un método satisfacto-
rio para la 7ijacidn del cerebro (Yang et al 1977, Rossier et al
1977b y Gros et al 1978). Realicando una perfusion in vivo con -

paraformaldehido neutralirsado, cestabilice de ioual forma la Enc -

cerchral (Bayon ¢t al 1980a, b, Hughes ol al 1977).

Por otra parte, se ha tratado de inhibir a las proteasas res
ponsables de la degradacidon de las Enc en el proceso de extrac--
cidn. Existen tres posibles cnzimas que participan en la degrada

cidn de las Enc dentro del SHC, una de ¢llas es una amino péptida

sa (Hambrook et al 1976, Dupont et al 1977, Mark et al 1977, -

Vogel y Altstern 1977, Craves ot al 1478, Craviso y Musacchio -
1978, Knight y Klee 1978, Simon et al 1979), otra de las enzimas

es una dipéptido hidrolasa (frdos et al 1978a, b, Benuk y Mark -

1979, Stine et _al 1980) y la mds reciente en ser caracterizada es
una encefalina dipeptidil carboxilasa (Malfroy et al 1978, Gore-

nstein et al 1979), las tres enzimas degradan a las £nc en pépti-
dos inactivos, dando como resultado de la primera enzima la libe-
racién del residuo del extremo amino del pentapéptido, y las - -
otras dos enzimas hidrolizan la unidén entre la Glicinas y la Feni

lalanina®

de la Enc. Se ha obscrvado que la bacitracina es capaz
de inhibir las protcasas cerebrales a una concentracidon milimolar
(Mitler et al 1977), siendo de igual potencia la puromicina
(Barclay y Phillips 1978), y con una mayor ecspecificidad el tior-
fano (Roques ot al 1980, Patey c¢t al 198Y). Asi mismo se ha ob-

servado aue ¢l uso de una mezcla de péptidos sintélicos, evita -

lTa degradacidn de las Enc (Henderson et al 1978, Patey et al 19871),




Se ha abservado que esiste una sustancial

Enc, cuando se recaliza la homogenizacian en

su preparacion y desproteinisacidn por calor

Gros et al 1978). Alternativemonte, la

fresco en un dcido fuerte, como ¢l HCY 0.1 N,

las Enc (Gros et al 1978, Miller et al

nas proteasas permanccen activas a

Una modificacian al procedimiento anterior,

ser un nétodo mads efectivo para la proteccidn de

inactivacidn de las proteasas in situ, antes

dos del tejido (Rossier et al 1977bh). E1 tejido

acético 2 M durante 15 a 30 minutos antes de su

previene cualquier pérdida significativa.

Otra consideracion que estd relacionada a

los péptidos opioides en el procesa, es la
} }

de ciertos aminodcidos, como es la metionina. El

antioxidantes parece no ser necesario en ¢l

por periodos cortos. FEn algunas ocasiones es

0.1% de mercaptocetancl cuando Tas muestras son

por largos periodos (Bayon c¢t al sin publicar).

extraccion y recuperacion de

puede ser estimado por comparacion de métodos

Las soluciones acuosas acidas salas

ventes orgdnicos polares, han sido ampliamente

traccidon de las Enc. E1 dcido tricloreacdtico,

do
amortiguadores

(Ros
homoanenizacidn del
par

1976a). 5

de extracer

1a estabilidad

tendencia

necesario

almacenadas

us

gradacion de las
para -
sier et al 1977b,
tejido
a -

cce proteger

in embargo algu-

un pHode 3.5 (Meck et _al 1977).

que ha probado -

las Enc, es la -

los pépti

hervido en dcido

homogenizacidn, -

de
de oxidarse

uso de agentes

manejo cotidiano o -

agregar -
a -20°C

Le eficiencia de

los péptides de la muestra bioldgica,

alternos.

o en combinacidn con sol

adas para la ex-

no es de amplio -
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uso, puesto que no solubiliza totalmente a las moléculas opioides

de alto peso molecular (Bayon sin publicar).

E1l proceso de purificacidn parcial o desproteinizacion pre--
via a la cuantificacidon de las Enc y endorfinas, con el uso de -
dcidos fuertes, novmalizan la permeacion cromatogrdfica, mejoran-
do su recuperacién. (Austen et al 1977, Rossicer et al 1977a, --

Rubinstein et al 1977, Hughes et al 1977, Liota et al 1978, Yang

et al 1978).
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C.- Principios, Desarrolle y Optimizacidon del Radioinwuno-

ensayo para la Medicidn de Opioidos.

La primera técnica utilizada para la deteccidn de las Enc en
el cerebro de mamiferos, fué el bioensayo en el vas deferens del
ratén o en el ileum de cobayo, utilizado por Hughes (1975a, b) du
rante la purificacion de los opioides enddgenos. Sinultaneamente
Pasternak ct al (1975) y Terecnius y Hahlstrom (1975%), establecie-
ron una técnica de compelicidén por la unién al receptor, o seca -
una técnica o ensayo al radiorecceptor. En este ensayo sc mide la
habilidad de los extractos del tejido pera competir con opiodes -
34 por la unidn al receptor, proveyendo una forma de medir la ac-

tividad de los opioides enddgenos (Pasternak et al 1975, Terenius

y Wahlstrom 1975, Simantov y Snyder 1976).

Las investigaciones sobre los péptidos opioides, en relacidn
Py

a su funcion dentro del SHC, han confrontado a los investigadores

con problemas metodolbgicos, en cuanto a la identificacion y cuan

tificacidon de los péptidaos, que van wmdas alld de los 1imites de -
las técnicas neuroquimicas tradicionaltes. Lsto debido principal-

mente, a la mayor complejidad quimica de los péptidos sobre los -

neurotransmisores no peptidicos. Aunado a ésto, la cantidad exis

tente de neuropéptidos en el tejido nervioso c¢s sumamente baja.
Las demandas de cspecificidad y de sensibilidad, pueden ser re--
sueltas con métodos basados en ¢l reconocimicento esteroquimico --

de los péptidos, ésto e¢s, una interaccion moldécula a moldcula co-

mo la que ocurre cn cl reconocimiento antigeno anticuerpo. La in-
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munodeteccidn ha sido una de las mejores herramicentas en la com--
prensién de la accidén bioldaica de los péptidos, pués posce la ca
pacidad de discriminar moléculas en base a su extructura quimica

y no a su accién bioldgica, como es el caso de los bioensayos y -

las técnicas de medicidn por unidn al receplor.

Las técnicas de mds importancia en la actualidad, son las -
téenicas de inmunodetoeccion, que proveen la posibilidad del uso -
de un instrumento altamente especifico para el estudio de los pép
tidos. Ambas tdécnicas conocidas como radioinmunaensayo e inmuno-
citoquimica, han sido ampliamente uvtilizadas en el estudio de de-
sarrollo, distribucidén, transporte, liberacion, entre otras, de -
los péptidos opiaceos. Las técnicas de inmunodeteccidon, requie-
ren de la disponibilidad del suero inmune con anticuerpos de alta
afinidad y especificidad por el antigeno en estudio. Por ecllo se
resume & continuacidn los conceptos minimos sobre la respuesta in
mune, relevantes para la obtencidn de los anticuerpos (Ac), asi -
como los procedimientos generales para la produccion de inmunoge-
nos, la inmunizacidn y, la recoleccidn y titulacién de los sueros.
Posteriormente describimos én que se¢ ha2sa el radioinmunoensayo, -
sus variantes y métlodos de desarrollo, asi como los pardmetros que

los definen como sensibilidad, precisidn y especificidad.
1.- lnmunoglobulinas y Curso de la Respuesta Inmune.
En los animales superiores se ha desarrollado un mecanismo -

de defensa contra agentes patdgenos cexternos, como las baclerias

y los virus entre otros. La respuesta a la invasion de cualquier




material cxtrano, cstd wmediada por el sistene dinmunc, Gran parte

de la respuesta dnmune involucra a los anticuerpos (Ac), que po-
seen la capacidad de unirse al material extrafio que cs denominado
antigeno (Ag), y de ésta forma neutraliza el efecto del Ag dentro
del orvganismo. La unidén del Ac con el Ag es altamente especifica
propiedad que ha permitido ¢l uso de los Ac como una herramienta
analitica para ¢] reconocimiento y wmedicidn selectiva de ciertas

sustancias.,

La obtencidn de los Ac especificos para ser usados con éste
propésito, requierc un reconocimiento minimo del mecanismo de la
respuesta inmune. A ésto se refierce de forma resumida y esquema-
tizada, para proponer algunas consideraciones elementales respec-
to a los procedimientoé ¥y problemas relacionados a la obtencidn -

de los sueros.

Los anticuerpos son un grupo de proteinas relacionadas entre
si, que circulan en ¢l torrente sanguinco y que cn general se de-
nominan inmunoglobulinas (lg). En los mamiferos existen cinco ti
pos de lg que son lgM, laG, lghA, Igbh, 1gE. Siendo su estructura
bisica un par dc cadenas polipeptidicas, denominadas cadena pesa-
da, unidas entre si por medio de puentes disulfuro y asociadas ca.
da una de cellas, de farma similar por puentes disulfuro a un poli
péptido denominado cadena ligera (figura 3). Por cada par de ca-
denas pesada-ligera se une una molécula de Ay, E1 extremo termi-
nal amino de cada una de éstas cadenas, constituye la regién va-

riable del anticuerpo, por medio de Ta cual se une el Ag, ésta va

riabilidad estd en funcidn a diferencias en la secuencia de amino




['”“fﬁ"‘l
.

ﬁgwr
ey

el
e
Wy

<OF

=h

= G

- e
feda b i X\\ ",
.-‘2'{\ N
A
e Ay PR
LI Ll
o 5,

cadena ligera

cadena pssada
uniones

ones aisuliuro

amino termine
carpoxilo terminal
sitio de union del 4
region constante
regjon varjable
papaina

pepsina

tripsina

plasmina




20

FIGURA 3.- Inmunoglobulina,

Se encuentra representado en forma esguemdtica una Inmunoglo
bulina en relacidn a su funcion y fragmentos ensimaticos. Se -
muestran las diferentes regiones que da lugar la digestidn enzima
tica con diversas enzimas: La pepsina da lugar a la regidon deno-
minada pfc, mientras que la tripsina dard ovigen a los residuos -
que se denominan TpFc! Para mds detalle cansultar la revisidn -

realijzada por Winkelhake (1978).
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acidos en ésta regién de la molccula, y os la que da la especifi-

cidad al Ac.

La producciaon de las lgs en respuesta a la inoculacion de un
Ag 6 inmunogeno, consiste inicialmente en la produccidn de IgM, -
seguida por un aumento en la produccion de IygG y con la subsecuen
te disminucion de la cantidad de IgM. Una vez ocurrido éste feng
meno, Si se inocula una vez mas con ¢l mismo inmunogeno, lo cual
se denomina inoculacidn de retuerso, se producird un vdpido aumen
to en los niveles de IgG en el plasma, sin una aparicidn previa -
de IgM. Adn después de que los niveles de 1gG hayan disminuido,
es posible con frecuencia obtener nuevamente y en poco tiempo, -
una respuesta en el aumento de lgG, ya que, el organismo posec cé
Tulas denominadas de menmoria, las cuales preservan la capacidad ;
para responder o la presencia de un Ag al que se ha expuesto el -
animal anteriormente, y producir al ser estimuladas una clona de

células productoras de 1gG contra cse Ag.

2.- Inmunogeno, Inmunizacidn, Oblencidn y Almacenamiento de los

Sueros.

Ho cualquicr sustancia extrana es capaz de inducir la forma-
cion de lgs. Las moléculas pequenas usualmente no lo hacen y el
Timite inferior en el peso molecular para posecer inmunogenicidad,
es aproximadamente de 1,000 a 10,000 daltones. Ciertos inmunoge-
nos son mds potentes que otros. Generalmente entre mds grande -
séa una proteina o carbohidrato, mayor serd su inmunogenicidad.

Los Ac sélamente reconocen una parte de la molécula v a dicha re-
'




gién se le denomina determinante antigénico., En las proteinas,

el determinante antigénico consiste de pocos residuos de aminodci

do.

Algunas moléculas que por ser pequehas no poscen la capaci-
dad de estimular el sistema inmune por 5i mismas, son unidas a -
moléculas de alto peso molecular, que san capaces de despertar -
una respuesta inmune, denominandose entonces a la molécula peque-

fia hapteno., Este fendmeno ha sido ampliamente utilizado para la

-

obtencidon de Ac contra pequeiias moldéculas, gue se desea jdentifi-
car y cuantificar por métodos inmunoldgicos. Se han utilizado co
mo moléculas de alto peso moleculer o moléculas acarreadoras, la
albumina (ovoalbumina, albumina de suero humano o de bovino), la
polilisina, la tiroyleobulina y la hemocianina entre otras, pues--

to que ellas son buenos inmunogenos por s mismas.

Para realivar la unidn entre las moléculas de bajo peso mo-
lecular que no poseen inmunogenicidad, a moléculas de alto peso -
molecular, 1o mds descable eos Ta formacidn de una unidn estable -
covalente., Cuando es un polipéptido, la unidn con la proteina -
acarreadora, se suele realizar por medio de sus grupos amino o -
carboxilo. Las carbodiimidas y el glutaraldehido, son los reacti
vos mas utilizados para 1levar a cabe ésta unidn. Las carbodiimi
das pueden reaccionar con una variedad de dcidos débiles, activan
dolos para la formacidn de esteres o amidas. la reaccidon do las
carbodiimidas con el carboxilo de Tos aminodcidos, es la predomi-
nante a temperatura ambiente, (figura 4). Por otra parte ¢l glu-

taraldehido es un reactiveo bifuncional que forma bases de Schiff
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FIGURA 4.~ Reaccidn de Conjugacidn por medio del Glutaraldehido

o por la Carbodiimida,
Se presenta en la parte superior la reaccidn de la carbodii-
mida. Este recactivo necesita un grupo carboxilo y un grupo amino
para que se lleve a cabo la reaccion deseada. Existen dos tipos
de carbodiimida una que posece un anillo ciclico, mientras que la
otra es linecal. La primera reaccion se lleva a cabo entre el -
grupo carboxile de la Proteina y la carbodiimida, resultando un -
producto intermedio, la reaccién continua al agregar el hapteno -
-NH2 que se observa a la izquierda de la figura. La carbodiimida
ademds de la recaccidon principal, da otra reaccidn colateral produ
ciendo coma producto el N - protein - substituido urea {(Fhorana -

1953).

En la parte inferior se muestra la reaccidon del glutaralde-
hido, la reaccidn s¢ lleva a cabo por medio de los grupos amino.
Una vez formada la base de Schiff, puede ser condensado otro gru-

po amino, como se mucstra en la figura.
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con los grupos amino., E1 glutaraldehido pucde reaccionar con -
otros grupos, por ejemplo el hidroxil o ¢l fenol, pero la reac--
cion principal se realiza con el grupo amino (Habeeb o Hiramoto -
1968). Se ha observado que la primera ctapa de la reaccidn del -
glutaraldehido, envuelve la formacidn de un aminometilol, resul-

tante de Ta interaccion del grupo amine libre del hapteno con el

1

grupo aldehido del reactivo bifuncional, dicho ¢grupo resultante

puede condensar con otro grupo amino libre (figqura 4) (Fraenkel
Conrat y Olcott 18948a, b, Fraenkel-Convat y Mecham 1949, Habecb e
Hiramoto 1948). Los conjuagados resultantes de la unidn por medio

del glutarldehido poseen una orientacidn, la que es fdcilmente

predecible, donde todos los haptenos estan unidos por su extremo
amino, quedando de ésta forma el cxtremo carboxilo expuesto al -
exterior, posibilita laidentificacidn por anticuerpo. En ambos -
tipos de reaccidn se formaran ademds de los productos descados, -
productos colaterales, como es la fermacidon de uniones entre los
haptenos mismos o entre la proteina acarreadora, o productos cola

terales como los derivados de urea que produce la carbodiimida,

De los agentes acoplantes referidos anteriormente, el gluta-
raldehido posce una ventaja sobre la carbediimida, ésta es, que -
la reaccidn principal es llevada a cabo por medio de los grupos -
amino, tanto de la proteine acarvrcadora como del hapteno, por lo
que da sequridad por medio de los grupos que reaccionan, y de és-
ta forma determina la orientacidon del hapteno con respecto a la -
molécula acarrecadora. Para las Enc, es de importancia determinar
Ja orientacion del hapteno, puesto que si el hapteno se encucentra

unido a la molécula acarveadora por medio de su grupo amino, expo




ne el extremo carboxilo a los Ac, que es la regidn por la que se
diferencian las Enc; en caso contrario, si la unidén se realiza -
por el extremo carboxilo, ¢l reconocimiento inmunoldgico se reali
zard por la regidn secmejante a ambas Enc. En el primer caso se -
podrdn producir sueros que diferencien a ambas Enc, mientras que
en el seqgundo caso el sucro reconocerd en alto grado a ambas Enc,
Se obtienc la orientacion deseada en el caso de que la unién se -
forme por accidon del glutaraldehido que une al hapteno por medio
de su grupo amino JTibre, mientras que la carbodiimida puede reali
zar la unién tanto por su extremo carboxilo como por su grupo -

amino.

El glutaraldehido trae asociado la formacidn de polimeros, -
ademés de productos de oxidacidn del mismo, formando el dcido res
pectivo, reduciendo de désta forma la eficiencia de la reaccidn -
deseada. Una solucidn a éste problema, es la purificacidn del -
reactivo bifuncionral, mientras que 1a otra alternativa, es el in-
cremento en el tiempo de incubacidén y/o la concentracién de éste.
La primera posibilidad es laboriosa, mientras que la posibilidad
alterna ticre la ventaja de que los polimeros, asi como el dcido
en cuestion, no interfieren en la reaccidn deseada, siempre y -

cuando sc amortigue el pH de la solucidn.

E1 resultado del procedimiento de conjugacion puede ser es--
timadao por varios métudos. Uno de los mds utilizados, es la in-
clusion en la reaccidén de pequenas cantidades de hapteno marcado
radioactivamente, que facilita la deteccion entre los diversos -

productos obtenidos.
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Por otra parte la pureza del inmunogeno c¢s critica. Las jm-
purezas inducen la produccién de anticuerpos, si son reconocidos
como cxtranos, y su interferencia en ¢l ensayo, dependerd de su -
analogia con ¢l inmunogeno de importancia. Si las impurezas son
estructuralmente diferentes al Ag en cuestion y si dentro del en-
sayo no se encuentra una sustancia andloga, dicho contaminante no
tendrd importancia dentro del procedimiento. Pero la existencia
aunque sea en una pequelnia cantidad de contaminante parcial o to-
talmente similar al Ag, interferird en el cnsayo, par la produc-
cién de Ac contra éstas sustancias andlogas. Aunado a ésto, si -
dentro del RIE existe un contaminante idéntico, podra producir -

errores en la cuantificaciaon de la muestra censayada,

La respuesta inmunolégica a una determinada sustancia extra-
Ra, a pesar que tenga ésta un peso molecular alto, es con frecuen
cia baja. Con ¢l fin de incrementar la respuesta del organismo,
el inmunogeno es adwministrado conjuntamente con un adyuvante. EJ
adyuvante parece actuar como un ostimulante inespecifico hacia
los linfocitos, causando una reaccidn contra el cuerpo extrafio, -
produciendo un granuloma. Por otra parte el adyuvante tiene otro
efecto, que es la de prolongar la vida del inmunogeno, aumentando
el periodo de exposicidn a los linfocitos., Un adyuvante que ha -

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

mado por un aceite mincral con o sin micobacteria o bacilos inacti

vos, que conjuntamente con el inmunogeno que se encuentra disuel-
to en solucidn salina, se emulsifica para la realizacidén de la in

munizacion.
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La cantidad de cemulsidn inoculada es variable segin ¢l inmu-
nogeno en cuestion, la tendencia es a inocular dgsis bajas de Ag,
Tradicionalmente se inocula una désis de 1 mg de inmunogeno por -
Kg de peso, pero tales cantidades 59 se dan en fornma repetida pue
den producir un fendmeno de tolerancia y asi anular la respuesta
del animal. Las désis de inmunogeno en el drden de 10 ug a -
100 ug/Kg pueden producir altos titulos (Vaitukaitis et al 1977).
La utilizacion de ddésis bajas de inmunogeno, pueden producir anti
cuerpos con una alta afipnidad (Smith ct al 1964

, Vaitukaitis et -

al_ 1977, Vaitukaitis 1981). La condicidn para que se obtenga

una respuesta inmune, es que el inmunogeno se encuentre on préscg
cia de los linfocitos, si las cantidades de inmunegeno son bajas,
ésto inducird receptares en los linfocilos que tengan una alta -
afinidad por el inmuncgeno en cucstidn y de ahi gue los Ac posean

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

1875).

La via mds comin de administracidn del inmunogeno, e¢s la sub
cutdnea o la intradérmica. La respuesta inmune se ve incrementa-

da, si la inoculacidn se realira en varios sitios a la vez -

(Vaitukaitis et al 1977). Las diversas técnicas reportadas, in-

cluyen Ta inoculacidn en la regidn esplénica o intraarticular,
asi como en los cojinetes de las patas. Esta Gltima, se ha obser
vado que no aumenta la respuesta inmune Yy si, en cambio, produce
una lesién. La inoculacidn en varios sitios simul tancamente so-
bre ¢l dorso del animal por via subcutdnea o intradérmica, ha pro

porcionado bucnos resultados, y ha llegado a ser wuy popular,
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te en todo ¢l ensayo, incubandose a bajas temperaturas, para que
posteriormente se separen la fase del ligando (Ag) libre del uni-
do al receptor (Ac) (fiqgura 5). Asi eos posible establecer las
proporciones del Ag agqregado que es unida por el Ac en distintas
diluciones del suero en estudio. Por tanto ¢l titulo se define -
arbitrariamente cono la dilucidn y por e¢llo la concentracidén de -
suero, que es capaz de unir el 50% del Ag marcado radiocactivamen-
te, en las condiciones de reaccidn usades., Como se indica la --
unign de radioligando con el Ac depende de la ley de accién de ma
sas y por ello de la concentracidn de reactivos y de la constante

de afinidad.

La funcidon de la titulacidn es la de establecer cuales sue--
ros merccen una futura investiyacién, para estudiar posteriormen-
te su especificidad y afinidad por el Ay desecado, en funcidn del

RIE utilizado.

4.,- Radioinmunoensayo,

E1 radioinmunoensayo y las técnicas rclacionadas, cmpezaron
a desarrollarse hace 20 ahos c¢n muy pocos laboratorios. En el -
transcurso de los afos, ésta técnica ha sido ampliamente difundi-
da y utilizada para la medicidn de innumerables mo]écg]as y mu--
chos campos de la ciencia, en particular la endocrinologia, se

vieron beneficiados por su desarrollo.

E1 término radioinmunoecnsayo (RIE), fué acuiado por Berson y

Yalol (1961) para describir la técnica por ellos desarrollada, -
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FIGURA 5.- Principios de la Titulacién.

E1 titulo de un suero se determina realirando diluciones de
un suero, al que sc¢ le agrega una cantidad constante de radioli-
gando. Como se muestra cn la figura de izquierda a direcha, te-
nemos un aumento en la cantidad de anticuerpo de un nimero de 3
a 6 y al16, la cantidad de radioligando es constante, siendn éste
de 8 moléculas. En la fase final en el primer caso encontramos
la formacidén 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 porciento del trazador -

agregado que se encuentra unido especificamente.




31

que sc basa en la competencia por los sitios de unidgn del Ac a
una concentracidn constante, entre una cantidad constante de ra-
dioligando (ligando marcado radicactivamente) y cantidades varia-
bles de ligando sin ser marcado radicactivamente. Como se ilus-
tra en la figura 6, cantidades crecientes de ligando frio, despla
zan de los anticuerpos proporciones cada vez mayores del trazador.
Cuando las cantidades de ligando frio son conocidas, es posible -
trazar una curva patrén, que relacione las proporciones de traza-
dor unido con las cantidades de ligando frio que lo desplazan,
Esta curva puede ser empleada para inferir la cantidad de ligando
frio en una muestra problema, cuando se conoce el desplazamiento
del trazador, que se produce al incubarse en el medio de reaccion

establecido.

Existen dos tipos de RIL: el primero es un sistems 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 ¢l ligando y el radioligando si--
multaneamente y son incubados 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 agrecga en una etapa poste--
rior al radioligando para entablar una competencia por los sitios
de unidn del Ac. En algunos casos éste Gltimo, procedimiento, ha
tratdo un aumento en la sensibilidad del RIE, puesto que éste pro
cedimiento da una ventaja al ligando frio, haciendo que pequehas
cantidades de é1 pucdan tener un efecto significativo desplazando

al radioligando. L1 segundo tipo de RIE, es aquel en que no exis




P P

-
) ~
el ~, ¢ T
LS P % J _ ~
Sy AN :
et T \\w.\.\.. “\/v :.\\ ' I
Y
oo N S
¢ oo YT
o p Ly .
. A
b, P R ) .\\Q
« ‘ PN ]
§ N > RS \.\\
N ~ /LM\
-~ T
I ~ S N
<o ~ S .r..l.\aL : §
. N GRS e B e
. FUR St |
By e s e it it - m—————
)
o}
oo, P o
2 LT B
Samre ; 5 { LI
: P H
i . A./._!.. u
U~ £, 3 N
B Rt S “~ /%VV
~ >
~ e 0 A.M\
: b 2d WJ
: ool

O !
L -
\\b ol
}
! i
H |
1 l
' .
) ¢
i
)
{
L | '
- - R )
i
\ _ _ }
\‘ ! w }
) . ; .
n AR |
& w
<) o X

piIXedl

IUNO- -

L
3
0 55

z<
=
Oz

L

uotin 9,

tigeno

n
M0




32

FIGURA 6.- Principios del Radiocinmunoecnsayo.

En la parte superior encontramos cuatro condiciones distin--
tas, en que se conserva constante la cantidad de Anticuerpo (AC)
y Antigeno marcado (Ag+), y la variable es la cantidad de Ag -
frio. A) En el primer caso no hay Ag frio, por lo tanto los Ac -
estardn unidos en su totalidad al Ag+ (100:), B) en el segundo -
caso se agregan 8 Ag frios que compiten con los 8 Ag, establecien
do que aproximadamente el 50: estard ocupado en un Ac por el Ag+
y el otro 50Y se encontrard libre, C) en el tercer caso se agre-
gan 24 Ag frios, lo que significa que el 25% del Ag+t estard unido
al Ac, mientras que el resto se encontrard libre 6 Ag+, D) en el
cuarto caso se agregan 56 Ag frios para competir con 8 Ag+, el re
sultado es que 12.5% del Ag+ estard unido al Ac permaneciendo 1i-

bres 7 Ag+.

En la parte inferior se establece la curva correspondiente.
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te una competencia entre el radioligando y el ligando, generalmen
te se utilizan dos Ac, uno de ellos marcado radiocactivamente. Am
bos tipos de receptores se diferencian por el reconocimiento al -
determinante antigénico, teniendo el ligando dos sitios de recong
cimiento distitntos, uno para cada Ac. [Este método es Gtil, cuan
do el Tigando es dificil de marcar radioactivamente. E1 procedi-
miento se inicia incubando ¢l anticuerpo marcado radioactivamente
con la muecstra descada. €n una etapa posterior, se agrega el se-
gundo Ac que Se encontrard unido a una matriz insoluble. Se lava
la matriz, extrayendo el receptor marcedo gue no se haya unido, -
lTa cantidad de receptor radioactivo en la fase unida es proporcio

nal a la cantidad de ligando presente.

5.- Métodos de Separacidon del Ligando Libre del Unido al Anti-

cuerpo.

Cuando el principio fundawental en que se basa el RIE es la
competencia entre el ligando marcado y no wmarcado. La factibili-
dad de un RIE estd fundada, en la posibilidad de separar el ligan
do unido del libre. Los métodos de scparacidn utilizados para -
realizar éste procedimiento, dependen de las diferentes propieda-
des de los reactivos como e¢s carga, tamano, solubilidad, confiqu-
racion en ¢l espacio y adsorcidn entre otras. La mayoria de los

métodos por adsorcidn gencralmente renmueven el ligando libre.

Un método de separacidn ideal, es aquel que no debe afectar-
Ta distribucion de la vadioactividad entre la forma libre del 14-

gando de la unida al Ac. Las deficiencias on ésta parte son las




denominadas errores por mezcla.

Los métodos de separacidén pueden ser considerados en varias-
categorias:
-Métodos electroforeticos y cromatoclectroforeticos. La electro-
foresis en papel, ha sido un método importante en el RIE, desde -
su utilizacion en el RIE de Berson vy Yalow pare la insulina (Ber-
son y Yalow 1961). En una simple electroforesis, la separacién -
del Ag marcado que se encucentra en el complejo Ag-Ac, estd deter-
minada por la migracion del campo eléctrico y en el caso de la -
hormona del crecimivonto (Hunter y Greenwood 1964) se tiene, que -
Ta hormona libre migra hacia el dnodo, mientras que complejo Ac -
hormona del crecimiento migra hacia el cédtodo, la separacién lle-
va varias horas. tro tipo de separacion electroforetica es cuan

do el soporte tiene una alta afinidad por el Ag reteniendolo,

1

mientras que el complejo Ag-Ac es desplazado por el flujo hidrodi
namico, la separacién obtenida por el campo eléctrico ¢s la nece-
saria para obtener una buena resolucién. Se obtienen buenas reso

lTuciones en aproximadamente 20 minutos. (Daughaday y Jacobs

1971).

Existe una desventaja practica en ¢sta metodologia, la cual
demanda tanto tiempo cowo espacio. Las scparaciones con muy bue-
nos resultados se llevan a cabo generalmente en cuartos frios.
Ademds para la determinacion de la radioactividad, es necesario -
que la tira en donde se realizd la separacidn, sca cortada en for
ma integra y fraccionarla trac como consccuencia una pérdida de -

resolucion, Por otra parte la capacidad en la mayoria de los ca-
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sos estd limitada a un volumen no mayor de 200 ul.

-Filtracidn en Gel. Cuando ¢l complejo Ag-Ac es de peso molecu-
Tar mayor que el Ag Libre, ¢s fdacil separarlos en una columna de
filtracion por peso molecular. Este método ha sido usado y de -
forma rutinaria en el andlisis de desplazamientos competitivos -
(Genuth et al 19¢5). Practicamente éste método no es de amplia -

difusidén, debido prineipalmente al tiempo y espacio que consumen

puesto que la preparacién de las columnas individuales ademds de
la preparacion de los eluyentes, requiere un trabajo que consume

demasiado tiempo.

-Precipitacion no especifice del Ag-Ac. Se han propuesto técni-
cas para la separacion de complejo Ag-Ac, como es el caso de la -
insulina, en el que se precipitae el complejo Ac~insulina por me-
dio del sulfito de sodio al 177 (Grodsky y Forsham 1960), aunque
la separacidn de la insulina es satisfactoria, existe cierta can-
tidad de insulina libre que queda atrapada en la fase insoluble,
y cambios ligeros en la precipitacidn alteran el grado de separa-
cién. Los reactivos mds 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 Tas proteinas las lg son las
menos solubles, son completamente precipitadas por estos reacti-
vos a una concentracién de 33% de sulfato de amonio, 70% de eta--
nol y 15% de polictilen glicol. La mayoria de los péptidos peque
fios permanecen en solucidén bajo dichas condieiones. La ventaja -
es que es un mcétodo rdpido y no requiere incubaciones especiales.

Los datos publicados no parecen ser confiables para un uso rutina
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rio, ademdas de que su separacion carece de especificidad,

-Inmunoprecipitacion, La precipitacidn del complejo Ag-Ac por un
segundo Ac dirigido contra el primer receptor, dan un producto in
sotuble que puede ser fdcilmente scparado (Skom y Talgame 1958).

Este es uno de los métodos de mds amplio uso en la actualidad, de
bido a la especificidad que significa en el empleo de un Ac, ade-
mas de ser uno de los métodos que menor interferencia introduce -

en el ensayo.

-Adsorcién al Ag libre. Muchos péptidos ticnen una alta tenden-
cia de ser adsorbidos a ciertos materiales sdélidos, entre los ma-
teriales mds usados se¢ encuentra la celulosa, vidrio, silice, tal
co o el carbon entre otros. Dentro de las técnicas de mayor uso
se encuentra la de separacidén del carbdn activado, que fué descri
to por primera vez para ¢l ensayo de la vitamina Bys (Miller --
1957). E1 carbdn activado es cubierto con dextrana, que actua co
mo una malla de filtracidon selectiva, permitiendo unicamente el -
paso a peqguenas 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 funcidn de soporte, manteniendo en
suspensién al carbdén activado, facilitando de ésta forma el proce
dimicento de adsorcidn. La proporcion de carbdn activado dextrana
depende de las moléculas a separar, asi como del volumen que debe
ser agregado y el tiempo de incubacidon, que cstan determinados -
ademds de la especie molecular por la concentracion en el ensayo.

La mayor parte de los RIE utilizan una relacidn 10:1 de carbén ac
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tivado dextrana de difercentes pesos moleculares seqgin el caso, £
tiempo en éste caso es de gran importancia, ya que ¢l carbdn acti-
vado actua como un seqgundo receptor, entrando en competencia por -

el Vigando con el Ac.

6.~ Condiciones y Factores que Intervvienen en la Optimizacidn

de un RIE,

De Ta comprensidan de los principios del RIE, reosulta claro -
que en cualquiera de sus modalidades, se requiere que se optimi--
cen las condiciones de la reaccidn para obtener la mayor sensibi-
Tidad, precisidn y especificidad que se pueden conseguir del anti
stero cmpleado. HNo estd de mids subrayar, que la concentracidn y

sobre todo la afinidad y especificidad del Ac por el Ag, son las

que establecen los limites a ésta optimizacidn.

Cuando se obtiene un dato positivo en el RIE, se debe de -
tener la seguridad de que la sustancia en cuestidén, es la misma -
que fué utilizada en la curva patrén, o ésta es una sustancia and
loga. Existen algunas sustancias que pueden interaccionar con el
Ac, ya sea que posean ¢l mismo determinante antigénico o parte de
€l1. Cuando se presenta el caso ea que sc tiene un determinante -
semejante, comunmente su constante de afinidad cs diferente a la
afinidad de la molécula original. Esta situacion sec analiza en -
graficas de trazador unido contra la cantidad de ligando. Si se
poseen determinantes antigénicos similares, se obtienen curvas pa
ralelas. Cuando el paralelismo de las grdficas sec pierde, ésta -

pérdida por si misma no es suficiente para demostrar la diferen-




cia entre los determinantes antigénicos, mas bien indicaria dife-
rentes determinantes estercoquimicos. Adn cuando se posean uni -
secuencia comin entre el liaganda de un extracto y la curva patrén,
la estructura espacial dmplica una diferencia on su constante de
afinidad (Lkins y HNewwman 1970).

]

Una experiencia comin al trabajar con curvas del tipo
Scatchard, es la produccidn de curvas bifdsicas (Rodbard v Catt -
1972, Ekins 1971). La heterogeneidad de los oitios de unién en -
el Ac, parcce ser universal, es de importancia recalcar que una -
especie dominante es la que aparentemente se encuentra en los in-
munoensayos (Darush 1962). La curva de dilucidén de muestras bio-
16gicas pueden presentar cuvvas bifdsicas o asimétricas que es-
tan relacionadas a la presencia de una poblacién heterogénca de -
Ac en el sucro en el RIE. La heterogeneidad de los Ac presentes
en el suecro, comunmente se debe a varios determinantes antigeni-
cos en el inmunogeno. La presencia de poblaciones de Ac con dife
vrente afinidad, pucde traer problemas serios en la determinacioén
de la cantidad de Tigando en una muestra, sobre todo cuando la in

flexidn se encuentra en la zona de mayor precision del RIE.

La identidad del ligando en una muestra bioldgica, no puede
ser establecida con certeza cuando sc utiliza un sGlo RIE, ya que
las moléculas andlogas a la descada pueden interaccionar con el -
Ac. E1 ensayo de la muestra en dos RIE que difieren en la especi

ficidad del suero por el antigeno, incrementa la posibilidad de -

realizar una corrvecta determinacidn en la muestra probada. La com

binacién de un RIE con un ensayo para receptor, puede ser errdneo
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en una determinacidn, puesto que puede cxistir un factor indeter-

minado que interficra en ambos ensayos (Takahashi et al 1979),

La sensibilidad estd definida como la minima cantidad de Ag
sin marcar o ligando frio, que puede producir un desplazamiento -
significativo del Trazador o radioligando en un RIE (Midgley et -
al 1869). Esta definicidon implica que el RIC en contraste con la
mayoria de los ensayos quimicos, no involucran un valor blanco, -
por ejemplo un cambio en la unidon mixime del Ag warcado producto
de otros factores que interficren con leos Ag competitivos. En la
mayoria de los ensayos quimicos, el valor blanco ¢s usualmente in
dependiente de la muestra ensayada y depende de los reactivos que
afectan el ensayo. En el RIE, el valor blanco es: producto de -
ciertos componentes dc¢ la muestre, que frecuentemente son descono
cidos y que pueden interferir en un enseyo en particular., Se han
reportado varios reactivos que pueden danar un ensayo, siendo es-
to particular para cada uno de ellos, un ejemplo de ésto es el bi
carbonato (Bayon sin publicar), asi como medios de soporte usados

en cromatografia, o residuos de solventes (Souza ct al 1970).

Hay que tomar en cuenta que la sensibilidad del RIE es depen
diente de varios factores: la constante de afinidad, la concentra
cion de radioligando y del anticuerpo asi como a la temperatura a
Ta que se 1leve a cabo el ensayo (Ekins et al 1968).

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

tante de asociacion de un suero, unicamente es necesario calcular

la sensibilidad. Pero tal ves el mejor pardmetro para comparar -
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varios sueros seca la constante de asociacion (Ka), que describe -

la avidez que posee un receptlor por su ligando.

Por otra parte es conveniente determinar la precision de un
ensayo, o sca el grado de aproximacion a un valor real, logrado a

través de la

ealizacion de un RIE. La vrecisidn de una técnica,
es una de las caracteristicas mas importantes. En sus limitacio-
nes intervienen los ervores sistemiticos y accidentales (Meiner -
et al 1969). Al describir la capacidad de un ensayo, se usa el -
término sensibilidad y precisidn, en forme vaga diciendo que el -
ensayo tiene una alta scensibilidad o alta precisidn, siendo éstos
términos muy relativos. La sensibilidad aumenta, conforme se puc
da medir désis méas pequeiias. La precisidn ecstd en funcién del ni
vel a que sea tomado en el RIE, fluctuando ampliamenic dentro de

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

los limites de error decrecen. Gradualmente ha llegado a ser uni
versalmente aceptado que ambos, la pendiente y la dispersidén en -
un punto, son los factores que determinan la sensibilidad y la -
precision. La sensibiilidad c¢s un caso limite de la precisidn;y -
puesto que es Ta minima cantidad diferenciable por el Ac; siendo
éste valor la minima dispersidon al valor dado y esto estd defini-

do por las caracteristicas del Ac y de las condiciones del ensayo.

7.- Condiciones de Incubacidn y Optimizacidn del Radioimno-

ensayo.

La cantidad de radioligando que se agrega a un ensayo, es de
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importancia en cuanto a la sensibilidad y precisidn de éste. A -
éste respecto hay que tomar en cuenta dos consideraciones: una -
estda relacionada a los problemas en la determinacidn de la radio-
actividad y otra el efecto de la concentracién del radioligando -
en el ensayo. En primer Jugar entre mayor seca la cantidad de ra-
dioligando, mejores serdn los resultados obtenidos en la determi-
nacion de la radicaclividad, Pevo por otro lado el aumento drds-
tico en la cantidad de radioligando, traerd como consccuencia una
disminucidn on la sensibilidad, aungue la exactitud en la determi
nacién de una muestra se vea aurentada. Para un ensayo se debe -
determinar la cantidad de radioligando, con base en la eficiencia
y errvores en la determinacién de la radicactividad, y a la sensi-
bilidad del e¢nsayo. Una solucidn que conjunta un aumento tantc -
en la sensibilidad como en la precisidn, es la de obtener radioli
gandos de alta actividad especifica, con ello se aumenta la canti
dad total de ligando. Pero a diferencia de un radioligando marca

do con 125

Iy que posee una mayor actividad especifica, el ligando
marcado con tritio consevva Ta misma conducta quimica y bioldgica

que los compuestos frios.

Por otra parte un factor que influencia la velocidad de la -
rcaccion, es la concentracidn 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 aumnen
tan la precisidon y el intervalo de trabajo, pero se obtienen bajas
sensibilidades. Por otro lado las diluciones altas del suero pro
ducen un desplazamiente de los Ac de baja afinidad, extrayendolos

de la zona de trabajo,
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se utilizan

pequenas

inespecifica a las pare-

acarreda innumerables crro-

tras bioldgicas, la adicidn de pro

say

al-
»

en o, conmo e¢s el caso de la

bovino {ASB) a concentraciones

fendmeno (Ratjcrzak y Huhel

parte la albumina previenc

ico de los compuestos en la mez-

de proteolisis, asi como otro

pueden ser minimizadas -

En términos practi--

a 4"C, en incubaciones prolon

gxperimental en el tiempo de

itico en la precisidn del ensayo.

un factor determinante en la can-

pera dar la concentracion dptima -

para ensayo. [Lntre mdis pequenio os el volumen de reaccidon, me-
nor serd la cantidad de reactivo para dar las concentraciones ade
cuadas. Existe una serie de factores que limitan el volumen mini
mo de un ensayo, esto ecs el aumento en el error introducido a) -
agregar cantidades muy pequefias, asi como el incremento en el --
error por mezcla en la ctapa de separacién. Por otra parte el vo
Tumen miximo estd delimitado por la cantidad de reactivos a utiti

realizado ensayes con un volumen minimo de 300 ul.

volumenes peqguefios, ¢s ¢l aumento

to que se dispone de una mayor can




tidad

de

suero

para éste fin,
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ITT.- Procedimientos Experimentales.

A.- Sintesis y Purificacidon del Inmunogeno.

Debido a que las moldéculas opioides son nmuy pequehas, ya que
consisten de cinco aminodcidos, por si mismas no son inmunogenos
y se les tiene que unir covalentemente a una molécula de alto pe-
so molecular como la albumina del suero bovino (ASB), que posee -
un peso molecular de 65,242 Daltons, y 60 residuos de Lisina, de
lTos cuales unicamente 18 se encuentran expuestos en su extructura
terciaria (Peters 1975, 1977), éstas Gltimas son de importancia,
puesto que son por medio de las que se realiza el acoplamiento -
con las Enc. La ASB posce por si misma la capacidad de inmunoge-
necidad en los conejos, y por ¢llo sc¢ logra cstimular la respues -
ta inmune de éstos. La antigenicidad hacia la ASE ayuda a la -
atraccidn de los linfecitos que puedon interactuar con los hapte-
nos que estan expuestos en su superficie., La ASB posce una serie
de ventajas sobre otras moléculas de alto peso molecular, comoc es
Ta alta purcza y facilidad con que pucde ser obtenida. La alta -
pureza asegura que no so introduzcan contaminantes en el momento
de la inmunizacidn. E1 animal de experimentacién producird Ac di
rigidos tanto hacia los haptenes unidos a ésta molécula, como a
diferentes regiones de la ASB, estos Gltimos no interferiran en -
el ensayo ya que los determinantes antigénicos entre el hapteno -

(Enc) y 1a ASE son muy diferentes.

La union covalente entre el hapteno y la molécula acarrecado-

ra se realizd por medio del glutaraldehido, recactivo bifuncional

%




que reacciona principalmente con los grupos amino, permitiendo -
asi conseqguir un inmunogeno en ¢l cual las Enc estardn unidas por
medio de su extremo amino a la ASB y exponen su extremo carboxilo,
por el cual se difercncian ambas fnc, ya que éste puede ser leuci
na o bien metionina, favareciendo de ésta forma la obtencion de -
Ac especificos para cada Enc. [sia propiedad de proporcionar in-
munogenos que pucden estimular la produccidn de Ac cspecificos pa
ra cada Enc, es Ta razdn principal para escoger ¢l glutaraldehido

sobre la carbodiimida, siendo ésta dltima inespecifica para la -

produccion de inmunogenos que produzecan Ac especificos para cada
hapteno, pués se tendrdan Ac que reconocerian el extremo carboxilo
1

como otros que reconocerian el cxtremo amino.,

En la tabla 1 se muestran los cdlculos de las cantidades de
reactives, para la recalizacion de conjugacidén entre la ASB y las
Enc. Los calculos estdn basados en la utilizacidon de 1 mg de -
Leu-Enc o Met-Ene segtGn el caso. La cantidad de Enc utilizada -
estd bhasada vn reportes publicados., en los cuales se ha obtenido
buenos resultados, la cantidad de 1 mg de Enc estd por debajo de
los limites de tolerancia para péptidos. Tomando en cuenta la -
estequiometria de la reaccidn, se realizé el cdlculo para la can-

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

|
|
|
1
de Lisina que posee éstla, suponiendo que todos los grupos amino -
de la Lisina se encuentran expucstos parva reaccionar con ¢l glu-
taraldehido y asi unir a la Enc. Para mas detalle sobre los cal-

culos de la cantidad de BSA se puede consultar la tabla 1 en la - ‘
columna correspondiente. De forma semecjante, se calculo los equi

valentes de glutaraldehido necesarios para 1levar a cabo la veac-

B
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cién de acoplamiento, los c¢dlculos se encuentran en la columna co
rrespondiente de la table 1 tanto para la Leu-Enc cowmo para la
Met-Enc. Con hase en los cdlculos extraidos de la tabla 1, se ob
tienc que para 1 mg de Enc se requiere 2.024 myg de ASE para ser -
conjugada a la Leu-Enc, mientras que la cantidad de ASB para rea-
Tizar la reaccidn con la Met-Enc es de 1.955 mg. Para la canti-
dad de glutaraldehido, considerando 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 -
reaccidén, se agreg6 una cantidad de 100,000 dpm que equivalen a -

3.9 a 4.0 ng de Enc Tritiada.

La formacién del conjugado se¢ 1leva a cabo a pH fisioldgico,
por éste motive se determiné el poder de amortiquacion de la solu
cidn utilizada como solvente, puesto cue ol pH de la solucidn de
glutaraldehido es 3. Datos reportados en ta literatura muestran
que el amortiguador de fosfatos 0.1 M con pl 7.4 es capaz de man-
tener el pH adecuado. Realizando la pruebe, se tiene que en 500
ul de éste amortiguador es capaz de mantener el pH agregando 15 -
ul de glutaraldehido al 25%. Procedimiento rutinario, para 1le-
var a cabo la reaccion de conjugacion es la siguiente: la ASB se
disuelve en un amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4, a una con-
centracidén de 4 my/ml. Se toman 500 ul de ésta solucidn que sec -
agregan a 1 mg de Enc segin el caso, tambidn se agregan 100,000 -
dpm de 3H Leu-Enc 6 1 Met-Enc en un volumen de 10 ul y se agita
a temperatura ambiente hasta obtener una solucidn homogénea, pre-
viniendo la formacidon de cspuma. A ésta mercla se le agregan -

20 ul de glutaraldehido al 5% y se agita la mezcla por 30 minutos




TABLA 1.-

CALCULOS

REACTIVO

eso Molécular

PARA

Leu-Enc

5565

Cantidad: 1 myg
Equivalente a
1.8 umoles.,

LA CONHCENTRACION DE

REACTIVOS PARA LA

CONJUGACTON

ASB

65,243
Himero de

Lisinas: 58-60

Cantided de Lis/ASB que

recaccionan: 1.8 u mol

Equivalentes de
ASB
65,243/58 -

Lis

1124

Lsto significa:

1124grkis=1124uglis
mo |l u mol

Lsto jmplica:

1124 ug X 1.8 u mol
umo l

=2024 uy

Relacidn Leu-Enc ASB (P/y)

T mg/2.02 mg
N Y
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REACCION DE

Glutaraldehido

100.13
(solu-
cion al 25%)
1068.7 ug/ul

Densidad

Cantidad de gluta-

raldehido basado -

en 1.8 umol de -
Leu-Enc. .
1.8 u molX100.13ug

umol
=180.23 ug gluta-
raldehido.

Correccion por den-

sidad y dilucion:

180.23 ug X 4
1068.7 ug/ul
= 0.674 ul

Utilizando una sol.
de glutaraldehido
al 6%

0.674 ul X 6§ =

= 3,37 ul

20 ul se
Un exceso
20ul/3,37

Con tiene
do:

ul=5.93




TABLA 1.- (continuacidn)

CALCULOS PARA LA COHNCERTRACTIOHN DE REACTIVOS PARA

REACTIVO Met-tEnce
eso Molécular 573

Cantidad
cquivalen a

1.74 u

CONJUGACTON.

ASB

65,243

Hiamero de Lisinas:
58-60

Cantidad de Lis/ASB
para reaccionar
1.74 u moles

Cquivalentes de Lis
ASB
65,243/58 - 1124

Esto sianifica:

1124grLis = 1124ug Lis
mol umo 1

Esto implica:

1124uglis X 1.74umol =
uo |

=1955.7 ug

Relacidn Met-Cnc/ASE (%)

Tmyg /1955 mg
=1:?
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REACCICHN DE

Glutaraldehido

100.13

Densidad (solu-
cion al 25%)
1068.7 ug/ul

Cantidad de gluta-
raldehido basado -
en 1.74 u mol de
Met-Enc

1.74 v mol X100.13 uc
umol

=1.74.22 ug gluta-
raldehi-
do

Correccién por den-
sidad y dilucién

174 .22 ue X 4
1068.7 ug/ul

=0.6508

Utilizando una solu-
cién de glutaralde-
hido al 5%

(0.6508)(5) =
=3.25 ul

Agregando 20 ul se
tiene un exceso de

20 ul/3.25 ul-6.47
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a temperatura ambiente.

La mezcla de reaccidn es filtrada por una columna de sevara-
cién por peso nolécular, Bio-Gel PG, con una malla de 100 a 200,
con una dimension de 0.9 por 8 cem., lLa muestra es eluida con un
amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4, con un flujo entre 120 y -
180 ul/min, recolectando fraccionce de 240 en tubos de polipropi-
leno. Se determina la absorbancia de las fracciones colectadas a
una longitud de onda de 280 nm en un espectrofotémeiro Zeiz. La

determinacidn de la absorbancia a 280 nm s necesaria debido a -

ot

que ésta os la longitud de onda a la cual absorbe la Tir , que con
tiene tanto la ASE cowo la Enc. Tawbién se obtiene e cromatogra
ma de la cantidad de radiocactividad, el que se ecstablece Lomando
una alicuota de (0 ul de cada fraccion recolectada, a la que se -
agrega 5 ml dec¢ liquido de centelleo, con la siquiente composicion:
2,5-Difeniloxerole (PPO), 3 gr; Triton X 100, 257 ml: Etilenglicol,

37 ml; Etanol, 106 ml y Xileno, 600 m1.

Se observa que la mezcla de incubacidn que inicialmente es -
transparente, al poco tiempo se torna de un color amarillo marrdn,
que se encuentra presentc en las fracciones que poscen el conjuga

do ASBE-Enc.

Conforme pasa ¢l tiempo, la cficiencia en la conjugacidn fué
disminuyendo. Este efecto es debido principalmente al aumento -
del ndmero de polimero y el dcido glutarico, derivados del gluta-
raldehido {(Guillet y Gull 1972), los que no participan directamen

te en Ta reaccidn principal. Para mantener la eficiencia en la -

_—,,,
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reaccion, se decidid cambiar las condiciones de incubacién. Estas

modificaciones se realizaron de la siguiente manera;

1) La cantidad de glutaraldehido se aumentd al doble, o sea un -
incremento de 12 veces la cantidad de equivalencia,

2) E1 tiempo de incubacidén sc incrementd a 45 minutos.

w
~—

La cantidad de qlutaraldehido se aumento a 22 veces sobre la -
equivalencia, y se incrementd el tiempo de incubacién a 18 -
horas. FE1 glutaraldchido fué agregado al 25 para evitar la -
dilucidn de la mezcla en una proporcidén de 15 ul para la Leu-

Enc y de 14 ul para la Met-Enc.

La eficiencia de la reaccién para ambas Enc se mantuvo cons-
tante en las condiciones 1 y 23 con ¢ste cambio se esperaba un -
aumento en la eficiencia, pero éste no ocurrio, la eficiencia se
mantuvo entre 25 y 36%. E1 cambio de procedimiento fué obligado
debido a que meses despuds de realizar la reaccion bajo el proce-
dimiento del inciso 2 fracasdé. Posiblemente el glutaraldehido -
contenia un alte indice de contaminantes, produciendo una disminu
cion en la eficiencia de la recaccidon que era inferior al 5%. Es-
te aumento en productos de oxidacidon y de polimerizacidn del glu-
taraldehido, y sus efectos, es contrarrestado aumentando la canti
dad del reactivo en cuestidn y aunado al incremento en el tiempo
de incubacidon, tal como se indica en el inciso 3. Los resultados
bajo el dltimo procedimiento alcanzaron la eficiencia que origi-

nalmente se obtenia.
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B.~ Inmunizacidn y Obtencidon del Suero.

La inmunizacidén del conjugado ASB-ELnc se realiza en conejos
machos, de la raza lNew Zeland, con un peso mayor & 2.5 kg. Los -
animales previamente se aislavon durante 20 dvas, con el fin de -
1levar a cabo una seleccidn, climinando a los animales enfermos,
Y para que aumentaran de peso aquellos que posteriormente se uti-

Tizarian,

La primera etapa una vez scleccionados los animales, es la -
obtencidén del suero preinmune. Este se obtiene, por medio de cor
te en la vena marginal de la oreja del conejo, que previamente se
rasurd y se limpio. Para la produccion de una vaso dilatacién, -
antes del corte se aplica Xileno, limpiando el exceso de éste, an
tes de realizar el corte para evitar la hewolisis. Se recolectan
20 ml1 de sangre en tubos de poliestirence para centrifugar, espe--
rando por 30 minutos a temperatura anbiente 1a formacidén del cod-
gulo. Posteriormente con una espitula, sc despega el codgulo de
las paredes del tubo y se rvefrigera durante 24 horas para que ocu
rra la contraccidn de éste. Posteriormente se centrifuga a ---
1,000 g durante 30 minutos a 5°C, decantando ¢l sobrenadante, que
es la fraccion que contiene el suero. Mientras tanto al concjo -
se le aplica grasa como vasclina, en ¢l lugar del corte, una vez

que haya parado la hemorragia.

Los animales fueron separados cn doc grupos iguales, uno que
seria inoculado con bLeu-Enc, mientras que el otro se inoculard con

Met-LEnc., Cada grupo consistidé en 4 animales, dos de los cuales sc
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les administraria una dnice inmunizocion, a los otros se les da-
rian inmunizaciones de refuerzo mensuales., Las posibles diferen-
cias o ventajas existentes entre ambos métodos de inoculacién, no
podran scr probados estadisticamente, debido al ndmero reducido -

de inidividuos, ademds de la existencia de la vaviabilidad biolg

gica entre los diferentes sujelos,

La cantidad de¢ Enc dnoculada por enimal, se encuentra en fun
cién a le eficiencia de conjugacion. La désis escogida para la -
inoculacion para ambas Enc, dcbe ser wenor al valor de produccion
de tolerancia y por arviba de los valores minimos a los que se
pueden obtener de un suerao altamente especifico ( Siskind y Bena-
ceraf 1969). Se ha reportado en la literatura, inoculaciones con
diferentes conjugados de¢ Lnc, entre el que se encuentra el reali-
zado por Gros y col. (1978), que inocula 1.5 my de conjugado de -
ovoalbumina Enc. Tomando como referencia éste y otros valores se
mejantes, se¢ determing con base en el porciento de conjugacidn y
los valores antes discutidos, inocular 1 g de conjugado de ASB-
Enc, el que es emulsificado con adyuvante de Freund completo en
proporcion de 1:1 en un volumen total minimo de 1 ml, se procede
a emulsificar en un Ultra Turrax hasta que al poner una pequeia -
gota de emulsificado en un baio agua-hiclo permancce intacta. El
procedimicnto de emulsificacidn se realiza inmediatamente antes -
de su uso. La inoculacidn se realiza nov via intradérmica en el
dorso del animal, que previamente fué rasurado y desinfectado, la
inoculacidn se realiza en varios sitios para aumentar la superfi-
cie de exposicion del dnmuncgeno, ¢l namero de sitios varia entre

20 y 30, con un volumen aproximado de 50 ul (Vaitukaitis et al -
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1977). La inoculacidén de refucerzo se reaaliza bajo el mismo proce
dimiento, pero con una désis de 0.5 mg del conjugado de ASB-Enc,
siendo semejante a los datos publicados. Una vez terminada la ino
culacién del inmunogeno, sc recubre la zona con grasa como la va-
selina, para evitar subsecucntes infecciones en los sitios de la

inmunizacidon,

Los animales con inoculacidn Unica, sc¢ sangran cada 30 dfas,
mientras que los que se inmunizaron con inoculaciones de refucrzo,
se sangran 15 dias después de cada inoculacion. La forma de obten
cién del suero, es la ya desecrita, pero con una pequefia modifica-
cidén en cuanto al tiempo de refrigeraecidn, disminuyendo éste a 2
horas. Ademds se traté de reducir al minimo el uso de Xileno, pa

ra evitar la hemolisis,

En los casos en gue el titulo disminuyd, los animales veci-
bieron una inoculacidn de refuerzo por via intramuscular ,con una
désis de 0.5 mg de conjugado ASB-Enc, sin ser emulsificada con ad
yuvante., Este tipo de refuerzo tiene el objeto de proporcionar -
una mayor exposicidn del inmunogeno y que éste circule por todo -
el cuerpo, y asi de ésta forma activar de una manera mds rapida -
tas células de memoria. ftn la tabla 2 se¢ encuentra especificados

1os protocolos de inmunizacidon asi como de sangrado.

Existe un método alternativo para sangrar a los animales, és
te es la puncidén cardfaca. E1 preferir la obtencidn de la sangre
por medio del corte en la vena marginal, radica unicamente en la
seguridad del animal; puesto que si bien, se corre el riesygo por

medio de ésta técnica, de contaminar el suero con particulas exis




tentes en la piel del animal, se tomd la

fectamente la zona en cuestidn.

precaucion de limpiar per




TABLA 2. -

Conejo

Leu-Enc

Praotocolo de
Inmunizecion

Titulo maxi
mo {(%B.),
cualquigr di
lucidn

Met-Enc

Protocolo de
Inmunizacidn

Titulo mixi-

mo (“Bg) cual
quier dilucion

TRMUNTZACTON

Y ODTENCION

- muertos en periodo de cuarentena

C 4

.inoculacidn
unica

.sangrado a
los 30, 45
y 60 dias

.sangradao
c/30 dias

refuerzo in
tramuscular
207, 223 -

dias

.sangrado 7
dias postL.
a la inocu-
laciodn

20

C 6

.inoculacidn
unica

.sangrado
c/30 dias

.refuerzo in
tramuscular
207, 223 -
dias

.sangrado 7
dias post. a
la inmuniza-
cion

c2, C3,

c 8

.inoculacion
unica

.sangrado a
Tos 30, 45
y 60 dias

.sanqgrado
c/30 dias

.refuerzo in
tramuscular
207, 27?3 -
dias

.sangrado 7
dias post.
a la inocu-
lacion

41

C 10
.inocculacidn
unica

.sangrado
c/30 dias

.refuerzo in
tramuscular
207, 223
dias

.sanqgrado 7
dias post. a
Ta inmuniza-
cidn

10

€5, C9.

C 15

.inoculacion
maltiple -
refucrzo -
[ ,
monnu(J

.sangrado 15
dias desp.
refuerzo

.cambio de an-

tigeno
lLeu-Enc Met-
Enc 153 dias
sangrado 7
dias post.

a la inocu-
laciadn

C 13

.inoculacidan
miltiple -~
refuerzo
mensual

.sangrado 15

dias despucds
del refuerzo

.cambia de¢e -
antigeno
Met-Enc
Leu-Enc

153 dias
.sangvrado 7
dias post. a
la inmuniza-
cién

DEL SUEROD.

C 16

.inoculacidn
maltiple -
refuerzo -
mensual

.sangrado 15
dias desp.
refuerzo

.refuerzo in
tramuscular
153, 168
dias

.sanqgrado?
dias post.
a la inocu-
lacion

~N
[aM]

C 14

.incculacidn
miltiple
refuerzo
mensual

.sangrado 15
dias despué

del refuerzo

.refuerzo in
tramuscular
153, 168
dias

.sangrado 7
dias post.
la inmuniza
cion

36

-




TABLA 2.- Protocole de inmunizacidn y Obtencion del Suero,

Se puede apreciar los dos tipos de inoculacion realizados,
una inoculacidn Unica de 1 mg de conjugado y el segundo método -
el de inoculaciones m@itiples con una inmunizacidn inicial de 1 mg
de conjugado, mientras que los refucrzos se realizaron con la mi-
tad de 1a désis original. Ambas inoculaciones sec realizaron con
Adyuvante de Freund completo (v/v). También se muestra los refuer
zos por via intramuscular, una vez que el titulo del suero decayé.
En ésta tabla se incluye también el protocolo de sangrado y los -

resultados del porcentaje del mdximo titulo.

Los animales C15 y C13, fueron animales que se les cambio el
antigeno. Estos animales no respondievon a la inmunizacidn ini-
cial y se procedié a inocularlos con el otro inmunogeno, asi el -
que se inoculd originalmente con Leu-Enc se cambio por Met-Enc y

viceversa. Estos animales no respondieron al cambio de antigeno.
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C.- Caracterizacidon de los Sueros para Radioinmunoensayo.
} Y

1.- Titulacion.

E1 paso siguiente a la obtencion del suero, es la determina-
cién de su titulo. Para un suero se realizaron dos titulaciones,
una inmediatamente después de su cxtraccién y la otra conjuntamen

te con los demds sueros de un mismo animal.

En la figura 7 sc wuestra ¢l procedimiento seguido en una ti
tulacion. Se utiliza para el ensayo tubos de 12 por 75 mm de vi-
drio boro silicato, a los que se agreya 300 ul de amortiguador de
fosfatos 0.02 M, haciendeola isotdnica con 0.1% M de HaCl, ademds
con 0.1% de ASH. La capacidad amortiquadora probd ser suficiente
para tas muestras con pl de 6, con un volumen rutinario de 500 ul;
mientras que la salina isotdnica se agrega para aproximar a las -
condiciones fisioldgicas de actividad del anticuerpo. La ASE se
usd para prevenir fendmenos de adsorcidn inespecifica del radio-
ligando (Ratajzak ct al 1976 y Kakuma ot al 1979),

A éste volumen se le agrega 100 ul de radioligando. E1 radio
ligando utilirado, se¢ obtuvo de Amershem Inglaterra. La lLeu-Enc
(tirosil 3, 5 3H) Encefalina (5 1 -Leucina), es obtenida para una
raccidn de deshalogenacidn del derivado bromado por medio del tri
tio. Mientras que la Met-Enc (tirosil 3, 5 3) Encefalina (5 L-MHe
tionina) se obtience por el mismo método que la Leu-Enc, pero se re
duce antes de su purificacion on cromatografia de alta presién,

La actividad especifica para la Leu-Enc varia entre 62 a 65 Curies/-
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FIGURA 7.- Procedimiento de Titulacidn,

La figura muestra ¢l procedimiento rutinario de titulacidn de
los sueros obtenidos, Inicialmente se agregan 300 ul de amortigua
dor de fosfatos pH 7.4 y 0.15 M de HaCl. Pasteriormente se deci-
dido agregarlice al medio de incubacidn 0.01 de albumina de suero -
bovino grado RIE, para impedir la adsorcidn inespececifica. A ésta
cantidad se le agrega 100 ul de radioligando que contienc 4,000 -
cpm gque equivalen aproximadamente a 40 pmol, inicialmente se diluia

ésta fraccidon en aqgua, pero se¢ observd que existia una adsorcidn -

a las paredes del recipiente que lo contenia, pava evitar ésta
unidén no especifica, se diluyd en el amortiguador de fosfatos que
contenia 0.01% de albumina, probindese que el aumento de albumina -
no interferia con la titulacidn. Posteriormente se agregan 100 ul
ge suero diluido en medio de incubacion a una dilucidn de 17100, -
1/200, 1/400 y 1/800, pava dar las diluciones finales en el ensayo
de 1/500, 1/1,000, 1/2,000 v 1/4,000. Se utiliza tanto el suero -

preinmune como el especifico.

Se incuba por 24 horas a 4°C y posteriormente s¢ le agrega -
500 ul de carbdén activada-dextrana, a una concentracién de 1.25 vy

0.125% respectivamente. Sc deja incubar por 30 minutos a 4°C.

Posteriormente se centrifuga a 1,000 g durante 20 minutos,
Del sobrenadante se toma una alicuota de 500 ul que se¢ llevan a -

contar en un cspectrofotdmetro de centelleo liquido.




mmol, y para la Met-Enc es de 40 a 44 Curics/mmol. Ambos radioli-
gandos se obticnen disueltos en amortiguador de fosfatos 0.02 M -
pH 2.1 y en el caso de la Met-Enc ademds contienc 0.2° de mercap-
toetanol. La cantidad de radioligando agregado a cada tubo es de
12,000 dpm, buscando con e¢sto la minima cantidad de trazador y la

mejor precisiaon para ésta pruebe.

Por G1timo se agrega 100 ul del suero dilufdo en el medio de
incubacidn, para dar una dilucidn final en ¢l ensayo de 1/500, --
1/1,000, 1/2,000 y 1/4,000, se agita la mezcla de incubacidn en vi
bromezclador y se¢ incuba durante 24 horas a 4°C. Los sueros utili

zados aqui son tanto el suevo preinmunc come los especificos.

Posteriormente sc¢ procede a separar la fraccion libre del ra-
dioligando, de la unida al anticuerpo; para c¢llo se utilizé una -
mezcla de carbdén activado al 1.25% y de dextrana al 0.125% disuel-
to en un amortiqguador de fosfatos 0.02 M, pH 7.4, y 0,15 M de NaCl.
E1 carbdn activado dextrana se disuelve en un amortiguador semejan
te al de la incubacién, con la excepcidén de no contener ASB. Se -
agrega 0.5 ml de carbdén activado-dertrana a la mezcla de incuba--
cidn agitandose en vibromezclador e incubandose por 30 minutos a
4°C. Después de los cuales sc centrifuga a 1,000 g durante 20 mi-

nutos a 1°C.

Este tipo de prucha unicamente lleva dos controles, uno de
ellos es el trazador agregado (CTA), ¢l cual lleva el medio de in-
cubacidn 400 ul y 100 ul de radioliganda, pero en lugar de agregar

el carbdn activado-dextrana, se agrega 500 ul de amortiguador de -
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dilucion de éste reactivo; otro control que se aiiade cs el denomi
nado de capacidad de precipitacién del carbdon-dextrana (CPC), que
contiene 400 ul de medio de incubacidén y 100 ul de radioligando, -
la fase de separacion se agregard 500 ul de carbdn activado dextra

na. ©L[stos se tratan de igual forma que el resto del ensayo.

Del sobrenadante que contiene ¢l radioligando unido al anti-
cuerpo, se tomo una alicuota de 500 ul, a la que se agrega 5 ml de
liquido de centelleo, que fud descrito anteriormente. Se agita en

un vibromezclador y se determina la radioactividad.

La utilizacidon del carbén activado-dextrana para la separa-
cién del ligando libre, estd justificada por su bajo costo en com-
paracion a los demds métodos de separacidon, ademds de consumir un

minimo de tiempo y su fdcil reproducibilidad.
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2,- Radioinmunoensayo.

Una vez realizada la titulacidon, por medio de la cual se de-
termina que sueros poseen la capacidad para ser sometidos a un cs
tudio posterior, se debe desarrollar una curva patrén., La curva
igual que los subsccuentes ensayos, se realiza en tubos de 12 por
75 mm de borosilicato. En la figura 8a se¢ esquematiza el procedi

miento para la recaltizacion de un RIE. Inicialmente se agregan a

todos los tubos, 200 ul de medio de incubacidn, o sea un amortigua

dor de fosfatos 0.02 M pH 7.4, 0.15 M de NaCl y 0.017 ASB grado -
RIE. Posteriormente se agrega 100 ul de radiolicando ya seca 3 -
Leu-Enc 6 i Met-Enc, el trazador se disuelve con medio de incuba
cidon agregando 12,000 dpm, que se mantendrd constante para todos

los tubos. E1 tercer paso es agregar 100 ul de ligando frio, aque
competird con el radioligando por los sitios de unidn del Ac. Pa
ra este fin se emplearon las siguientes cantidades de Leu-Enc: -
20.93, 5.23, 1.30, 0.08 ng vy para la Met-Enc: 45.58, 9.09, 2.74,
0.568, y 0.142 ng. Por dltimo se anade ¢l suero especifico, agre
gandolo en alicuotas de 100 ul, a una dilucion final en el ensayo

]/500 Yy ]/4,000. Los sucros utiltizados para Leu-Enc son el -

de
C8 (45), C8(60) y C8(90), mientras que para la Met-Enc, se utili-
zaron el C14(75), C14(135) y €14(160). Tanto los sucros, como la

dilucidn de éstos se escogid con base en las titulacioncs.

Conjuntamente, se aitaden a los tubos de la curva patrdén el -
control de trazador agregado (CTA), que contienc 400 ul de medio
de incubacion y 100 ul dc¢ radioligando con 12,000 dpm; también es

necesario saber la capacidad de precipitacidn del carbdén activado

)
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FIGURA 8a.- Desarrollo del Radioinmunoensayo.

La figura 8a esquematiza ¢l procedimiento rutinario para la
realizacion de un RIL para ambas Enc. En el extremo izquicrdo -
se encuentra la escala de volumen en ul, que debe ser agregado -
para cada reactivo. Se¢ poscen 4 centroles que son: CTA (Control
del Trazador Agregado), CPC (Control de Precipitacidon del Carbén
Activado Dextrana), UNE (Control de Union no Especifica) y UM -
(Control de Unidén Maxima), que aompaifian @ una curva patrén, de -
la que unicamente se representan % puntos para ejemplificar a los

tubos de muestra bioldgica(marcados comoe M. biolog.).

En la primera etapa sc agreqga el amortiguador de fosfatos -
0.02 M pH 7.4, 0.15 M HaCl, 0.01" ASB (rcactivo 1). seydn 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 afhade unicamente a la curva estandar -
100 ul de ligando frio en diferentes cantidades ( 3 al 7), siendo
un ejemplo y 100 ul de muestra bioldgica 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 especifico) a to-
dos los demds tubos que asi se especifique. E1 suero preinmune y
especifico, serdn agregados a la misma dilucidn. Posteriormente
se procede a realizar una incubacidon durante 24 horas a 4°C, agi-
tandose previamente en un vibromezclador. Al término, se agrega
500 ul de reactivo 12 (amortiquadoer de fosfato pH 7.4, 0,156 M -

NaCl) unicamente al CTA y 500 ul de reactivo 12 {carbédn activado-




dextrana 1.25%;

clador y se

| sobrenadante, a

se determina Ta

incuban

1,000 g durante 20 minutos vy se
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0.125% respectivamente), se agitan en un vibromez

durante 30 minutos a 4°C., Se centrifuga a -

¥ toma una alicuota de 500 ul del -

Ta que se agregard 5 ml de liquido de centelleo y

cantidad de radiocactividad.
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FIGURA 8b.- Desarrollo del Radioinmunoensayo.

De los datos del ensayo, se procede a realizar los cdlculos.
En primer lugar se resta a todos los tubos la UNE, en la grdafica
estd representado con un valor basal. Los datos obtenidos en ca-
da caso, se relacionan con la unidn mdxima (UM) tomdandola como el
100%, (en la grdfica para simplificar no se mucstra éste paso), -
se extrae la curva patrén de los datos aportados por los tubos co
rrespondientes, y se traza la curva que pase por estos puntos.
Posteriormente el valor de union de las muestras bioldgicas se le
resta la unidon no especifica y se rclaciona con la UM, expresada
en porciento, éste valor se interpola en la curva y de ésta forma
se obtiene la cantidad de encefalina para cada muestra. El esque
ma representa la cantidad y los reactivos que Tlevan cada uno de

los tubos.

Abreviatura: CPC - Control de precipitacion del carbdn activado
CTA = Control de Trazador Agregado
Patrdn = Tubos-patrdn (curva patrén)
M. biolog = Muestra bioldgica
UM = Unién Maxima

URE = Unidon no fspecifica.
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dextrana (CPC), conteniendo 400 ul de medio de incubacidn y 100 -
ul de radioligando con 12,000 dpm. La diferencia existente entre
CTA y CPC, consiste en la fase de separacidn. Adewmds se utiliza-
rd un control de unidén no especifica (UHL), gque contiene 300 ul
de medio de incubacidn, 100 ul do'radioligando con 12,000 dpm y -
100 ul de suero preinmunc a las diluciones especificadas anterior
mente y por Galtima, un control denominado unidn mdxima (UM), que
Tleva 300 ul de medio de incubacidn, 100 ul de radioligando con -
12,000 dpm y 100 ul de cada uno de los sueros especificos, dilui-

V7500 v 174,000, hay que

do para obtener una proporcidén final de
hacer notar que este controel no conticene ligando frio para compe-

tir por el sitio de unidén del Ac con el radioligando.

Una vez que se agregan los reactives en ¢l orden en que fue-
ron descritos, y en “orma simultanea 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 cabo a 4°C, asi como todos los -
reactivos se agregaron a csa temperatura. Posteriormente se incu

ba la mezcla por 24 horas a 4°C.

Una vez terminada la incubacidn, se agregaran 500 ul de car-
bén activado dextrana (1.25%Y: 0.125" respectivamente) a todos los
tubos, menos al CTA al que sc¢ le agregaran 500 ul de dilucién. -
Se incuba durante 30 minutes a 4°C, después de 1o cual se centri-
fugard a 1,000 g durante 20 minutos. Se tomdé una alicuota de =--
500 ul del sobrenadante, y sc le determing le cantidad de radioac

tividad.




Para determinar la cantidad de Enc en una muestra, se utiliza
el suero adecuado, y sc agrega 100 ul de muestra bioldgica a dos -
diluciones, sustituyendo ésta, a Jla cantidad de¢ ligando frio cono-
cido. Se acompaiia a estos tubos, tanto con la curva patrdn, como
de Tos controles y se tratan de igual forma que éstos. Esto se ve
ejemplificado en la figura 8a en que hay dos tubos como muestra -

del procedimiento.

E1 volumen de incubacion, que e tomd para el desarrollo de
ambos RIE, es de 500 ul, siendo éste el que permite una adecuada
resolucién para la scparacion del radioligando libre del unido, -
al ser 1levado a 1,000 ul con la adicién de la solucidn de carbén
activado-dextrana. Por otra parte, e¢s lo bastante reducido como
para mantener bajo el gasto de suero, radioligando, y volumen de

muestra, sin sacrificar la precisidn del ensayo.

Un aumento en la cantidad de radioligando, traerfa un decre-
mento en la sensibilided, aunque se aumente la precisién, por éste
motivo se tomé la cantidad minima de radioligando que permita una

adecuada precisién, sin un decremento driastico de la sensibilidad.

Ademds se determiné, 1la capacidad de amortiguacién del medio
de incubacidn. Su capacidad amortiguadora, probd ser suficiente
para muestras, con un plt = 6, probadas en el volumen rutinario del
ensayo. La salina, sucle ainadirse para aproximar las condiciones
al estado fisiolégico de actividad del Ac. La ASB se utiliza prin

cipalmente para prevenir la adsorcidn inespecifica.

g
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3.- Procedimientos Cspeciales en el Radioinmunoensayo.

a.- Purificacidén del Radioligando.

Previamente al uso del radioligando en un ensayo, éste es pu
rificado en cromatografia en placa fina. Se utilizaron placas de
silica gel con base de aluminio, las quc traen incluidas en la ma
triz, una sustancia fluorescente a la exposicidn con la lux ultra
violeta de longitud de onda larga. Al depositar una muestra so-
bre la placa, Ta posicidn de ésta se¢ determina por la ausencia de
fluorescencia, apareciendo una zona de color plrpura sobre un fon
do verde fluorescente. Las placas usadas no se sometinron a nin-

gin procedimiento previo a su uso.

Para purificar una muestra, sc utilizaren placas de 17 cm de
lTargo, cortadas en carriles de 1 cm de ancho, y poniendo la mues-
tra a 2 cm de altura de la base, quedando de ésta forma, 15 cm de
Tongitud pava la separacidén de los compuestos que acompanan a las
Enc. Se utilizé inicialmente una longitud de 10 cm para la sepa-
racién pero resultdo que el poder de resolucidn era muy pobre.
Conjuntamente se corre un carril con una muestra de Enc, ya sea -
Leu-Enc o Met-Enc seglin sea el caso, que servird de referencia.
E1 1quido de elucidn utilizado es monofdsico, consistiendo en la
mezcla de Cloroformo, Metanol, Agua, Acido Acético en una propor-
cién de 15: 10: 2: 3 segin el rcporte de Malfroy et al (1978).
Existen una gran cantidad de liquidos de elucidn para la separa-
cion de péptidos opioides (Malfroy ct al 1978), pero el que se de

cidio utilizar, es el que permite la scparacidn de diversos pro-
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ductos de degradacion de las I[nc por ejemplo productos radioacti-
vos y por otra parte scpara un producto de oxidacién el sulfixido
de la Met-Enc. La camara de cromatografia se sella y se satura -
cuando menos 1 hora previa a su uso, utilizando un volumen de me-
dio de eluciéon, suficiente para cubrir 1 cm de altura de la cama-

rad.

La muestra a purificar, es colocada sobre la placa con una -
microjeringa en el centro del carril y con un volumen de 2 ul se-
cando a continuacidn, con aire tibio, se repite el procedimiento
hasta completar el volumen descado. La muestra de Enc patrdn apli
cada es de 15 ug, tomada de una solucidn de | mg/ml, puesto que -
la minima cantidad de pentapéntido que es capaz de producir la -
ausencia de la fluorescencia, es de 10 ug. E1 poder de resolu--
cién de la placa, no permite la observacidn directa de las mues--
tras de Enc tritiada, puesto quce la cantidad de ¢ésta es inferior -

al limite de resolucidn.

Antes de iniciar la purificacidén, y una vez puestas las mues-
tras en la placa, ésta es observada bajo la luz ultravioleta; con
el fin de determinar la posicidén de las muestras de Enc fria, en
caso de la Met-Enc tritiada que contiene mercaptoetanol, 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 purificacidon, cs extraida la pla-

ca de la camara y se coloca en una posicién horizontal, marcando -
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cuidadosamente el frente de corrimicnto y se esperd gue se seque

a temperatura ambicente.

Huevamente se observa bajo la luz ultravioleta, determinando
con exactitud el frente de corrimiento y la posicidn de las mues-
tras de referencia. La posicidn de la Enc de referencia, es de-
terminada por la ausencia de la fluorescencia en la placa, la po-
sicidn de la muestra, tomando su desplazamiento desde el origen,
puede relacionarse con la distancia a4 la que se encuentra el fren
te de corrimiento desde el origen, a éste pardmetro se le denomi-
na Tndice de corrimiento. Lla detevminacidn de la fraccion de la
Enc tritiada en estado puro, es obtenida relacionando el indice -
de corrimiento de la Enc de referencia, con distancia desde el -
origen del frente de corrimiento. EV carril por el cual se puri-
ficéd la muestra radioactiva, es cortado en porciones de medio cen
timetro y colocada en viales de polipropileno, se agita en un vi-
bromezclador con 0.5 ml de agua, y una vez que ¢l silice es scpa-
rado de la base de aluminio, se agregan 0.5 a1 de etanol (Gros et
al 1978). £l agua y el metanol no se adicionan simultaneamente,
ya que el Gltimo entorpece el desprendimiento del silice de la -
placa. L1 etanol, ademds de ser un medio de extraccién, actua -

como un atrapador de radicales libres, impidiendo de ésta forma -

la produccidn de compuestos radioliticos.

Debido a que las Enc se encuentran disveltas en un amortigua
dor de fosfatos G.02 M, se establecidé los limites de confiabilidad
del método de purificacidn, Para éste fin sc purificaron muestras

de Lnc bajo las siguientes condiciones: Una muestira de Leu-Enc -
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fria disuelta en agua denominada mucstra de referencia, una mues-
tra de Leu-Enc disuelta en un amortiguador d¢ fosfatos 0.02M, y -
otra muestra de Leu-Enc disuelta en un amortiguador de fosfatos -
6.1M. De Tas muestras probadas, unicamente aquelle que posefa -~
un amortiguador de fosfatos en una concentracion de 0.1 M, se en-
contrd que Tas sales no interferian en la separacién de Tos diver
sos productos, pero si en la observacidn directa de la placa bajo
la Tuz ultravioletae, presentando un barride que abarca de 6 a 8 -
cm posteriores al frente de corvimiento, impidicndo de ésta forma

visualizar la regién en donde se encuentra la muestra,

Uno de los problemas de usar moldéculas radicactivas, es la -
descomposicion de éstas. tUxisten varios modelos de descomposicién
radiolitica, l1os que pueden explicar de alguna forma los compues-
tos que acompanna a la Cnc tritiada estos son: descomposicidn in-

3y de 12.2 anos; -

terna, debida a la emisién de radiacidén por el
aunado a esto se encuentra el efecto de la radiacidn B~ 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 rcactivas, intecraccionen con las Enc, estas -
moléculas pueden ser el producto de la radiacidn sobre otra molé-

cula cercana, con éste fin se incluyen en la solucidn un atrapa-

dov de vadicales Tibres como es el etanol, y por dltimo para impe

dir la inestabilidad termodindmica dc un compuesto y con e¢llo la

descomposicion, se mantienen a hajas temperaturas.

bh.- Coeficiente de Extincion Molar de las Encefalinas.
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Es de importancia la obtencién de el denominado coeficiente
de extincion molar, que permite la determinacion de la concentra-
cion de una solucidén de Enc. Para cvitar problemas relacionados
con el peso de pequenas cantidades de Enc y de ésta forma introdu
cir un error ya sea cen el momento de pesarla, o por el estado de
hidratacion de las moléculas de Enc, se determing éste pardmetro.
Este valor trae la ventaja de determinar la concentracidn de solu
ciones acuosas de £Enc en las que se pudo evaporar parte del sol--

vente.

Para cste fin se seco una pequeiia cantidad de Leu-Enc y otra
de Met-Enc, y posterioirmente se peso 1 mg de cada una de ellas, -
en una microbalanza. Lsta cantidad fué disuelta en 1 ml realizan
do la determinacién de agua bidestilada. Se determind la absor-

hbancia a cada una de las muestras a 280 nm.

En Ta literatura se encuentra reportado el coeficiente de ex
tincién molar (L) pava la Tir, que es de 3.1498, pero la determi-
nacién de la concentracidén de las Enc en una solucidn, bajo éste
valor, acarrearia varios crrores, puesto que ésta molécula ademds
del residuo de Tir, posce 4 mads que interficren la absorcidn.

Los valores de los coeficientes de extincidn molar para la Leu-

Enc es de 3.1000 vy para la Met-Enc es de 3.11562.

c.- Determinacion de la concentracidn adecuada de carbdn activado

dextrana.

En Ta literatura se encuentra una gran cantidad de valores -
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relacionados a ta proporcidn entre el carbdn activado (Horita A -
de Sigma) con la dextrana que varia en peso molecular. Con el fin
de determinar las caracteristicas de precipitacién, se probaron -
dos concentraciones: la primera con una relacidon de ?2.5% a 0.25%,
mientras que la seqgunda, con una relacién de 1.25% a 0.125% de -

carbdn activado-dextrana respectivamente.,

Las pruebas se¢ realizaron a las dos concentraciones de car-
bén activado-dextrana en titulaciones de diversos suevos de Leu-
Enc y de Met-Enc sueros C8 y C14 entre los O y los 90 dias, de-
mostrando la existencia de una disminucién en la unién especifica,
en la concentracidn mis alta de carbén activado en comparacidon -
con la mitad de la concentracidn de carbdn activado-dextrana.

Con 1o que respecta a la unidn no especifica, en el primer caso -
se observa una unidn muy pobre, mientras que la unidén no especi-
fica en el segundo caso es un poco mds alta. E1 aumento en am-

bos tipos de unién, no es proporciconal para ambas concentraciones

de carbén activado-dextrana. Las pruebas realizadas muestran

una ligera superioridad de la concentracidn baja de carbdén acti-
vado-dextrana debido a 1la cqmpensacién entre ambos tipos de unidn.

Este ensayo no es una pruecba definitiva, de que la cantidad usa

1

da de carbén activado-dextrana sea la mds adecuada, sino mas bien

que bajo las condiciones probadas se tiene la seguridad que la

1

cantidad de radioligando sin precipitar a altas concentraciones,
se ven disminuidos por debajo del 1imite de seguridad, siendo la
cantidad de radioligando libre que no es precipitado de 150 a -
210 dpm que es la cantidad minima, para que el carbdn activado -
dextrana no entre en competencia con el ligando unidoe al anticuer

po .




4.- Pruebas Control.

Existen algunas pruebas que deben de ser realizadas, con ol
fin de averiguar las posibles interferencias en el RIE, una de -
ellas es verificar la interaccidn de algunos reactivos con la for
macidn del complejo Ag-Ac. Estos recactivos pueden ser aquellos -
que se utilizan en la purificacién del radioligando, como pueden
ser resicuos de la matriz de las placas, 0 los liquidos de elu--
cidén de las Enc, en especial ¢l etanol, o por oitra parte contami-
nantes de las Enc debido a productos radioliticos que acompanan -

a la 3

H Enc pura.

Para los ensayos se utilizaron sueros de titulo conocido --
agregandolos en alicuotas de 100 ul, y diluidos a concentracidn -
tal, que diera al final '/500., /1,000, /2,000 y '/4,000 a los
que sec agrega 100 ul de radioligando con 12,000 dpm y 200 ul de -
medio de incubacidn, consistente en un amortiguador de fosfatos -
0.02 M, pH 7.4, 0.15 M NaCl.

Debido a que el radioligando es purificado en cromatografia
en placa fina, existe la posibilidad de que la matriz de la placa
interfiera con el ensayo, para probar ésta posibilidad se agregd
al ensayo 100 ul de una soplucidn madre, que es obtenida al disol-
ver 1 cm2 de placa de gel de silice ¢ de gel de silice con fluorg
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 para-
metros que serdn probados, son aquellos que sirven para purificar

la. Por éte motivo se utilizé un trazador sin purificar, y como
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referencia del efecto del silice o del silice fluorescente, se -
utilizé un control al que se le agregdé unicamente 100 ul de agua
en lugar de la muestra de silice. Los resultados en cascv de ob-
tener un efecto positivo en ésta prueba, serian reportados como -
un decremento o aumento en la unidn especifica. Para este caso,
ta prueba fué negativa para ambas situaciones, teniendose que on
ambos casos el silice o con silice fluorescente no interfieren --

en el ensayo.

También se probd el efecto del etanol sobre la formacidon del
complejo antigeno-anticucrpo, debido a que éste reactivo es utili
zado como un atrapador de radicales libres una vez purificado el
radioligando. Se probdé una concentracidn de 0.25% de etanol en -
el ensayo con el suero RB-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 probd, es superior a la cantidad que comun
mente se encontrard en el ensayo. Debido a que el radioligando -
puro, se encuentra disuelto en ectanol al 50%, tomando de ésta -
fraccidn una alicuota teniendo como 1imite mdximo 700 ul, con el
fin de extraer wunicamente la fase soluble en que se encuentran -
la 3H Enc, y de ésta forma no arrastrar parte del precipitado que
es principalmente de silice, con éste valor nos da un contenido -
de 350 ul de etanol. La muestra es diluida, en forma rutinaria -
en volumenes superiores de 30 ml considerese 100 ul por tubo, pa-
ra un ensayo minimo de 300 muestras, la cual nos da una concentra
cion de 1.16% al ser disuelta en el amortiguador de incubacién, o

sea que por cada 100 ul de muestra que contenga radioligando se -
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le agregard 1.16 ul de etanol, considerando ¢l volumen del ensa-
yo de 500 ul, tendremos que la concentracidén de etanol es de --
0.23%. Hay que tomar en cucnta que se estd usando como caso ex-
tremo y que generalmente se extraen los 700 ul de mucstra purifi-
cada, pero que el nimero de muestras en el RIE es muy superior d
las 300 mucstras, siendo genevalmente de 500 a 600 muestras por -
ensayo, dando entonces que la concentracion de ctanol dentro del

ensayo varia entre 0.11% y 0.147,

Por Gltimo se probdé el efecto del radioligando contaminante.
£1 radioligando contaminante sc define aqui, como productos radio
Titicos de la Enc tritiada que no son reconocidos por el Ac co-
rrespondiente. La prucha se realizd con sueros de titulo conoci-
dos, C8(45), C8(60) y Ci4(75). E1 radioligando contaminante es -
obtenido al realizar una purificacidon, y tomar los flancos de la

3

muestra pura de Enc “H. El ensayo se realiza en forma comparati-

va entre el radioligando puro y el contaminante. Los resultados

obtenidos, muestran un decremento en la unidn especifica con el -
radioligando contaminante, asi como un aumento tanto en la unidn
no especifica como en el control de precipitacién del carbén acti
vado-dextrana. El fendmeno observado en éste caso es muy comple-
Jo, ya que un aumento excesivo en la cantidad de productos radio-
1iticos, traerd como consecuencia ¢l incremento de estos en la fa
se soluble, que no son adsorbidos al carbdén activado. Un aumento

de ésta naturaleza, no trae aparejado un aumento proporcional en

la unién no especifica, introduciendo con ambos controles, erro-

res en la determinacidn de las muestras., Los efectos de la mues-

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 varijaciones para cl titulo 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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Tavado y Tas eluciones se vecolectan on fraceiones de 10 y 5 ml -
respectivamente. Sc¢ toman alicuotaes para determinar Ta cantidad
de radioactividad, y
Una vez determinada Ya forma de trabajo, se procedid a puri--

\
k A AR




g
ficer pavte de Jo, sobyvonadan b doe Tor B eobe s T
serian probador on ool P, 1ac ety e T fracoian vaheena -
dante, como Tas mucstve  ehtenidas de 1o oo X Copercial opor
Ambertita, se comolen o un oveboracion o e o
Un tercio del total o om oo troy de g Plr o o procen -

micnto se resuspenden o P00 ul ol wmartlao. dae 4 toto 0,07
Wopl 7.4, 0.15 1 de o', v 0.0 e A R ST Coolay muas
tras cs resus, . oadido en 00 Gl de oamoar T Guador Yo fonfalo. 0.0V
pH 7.4, 0.15% 1" de naCl, 9.07, e R O A ate 60 ul o de a0
1 N.

Se desarvallo un crnvayo con uns curve patedn tanto de {eu

Enc como de Muet-:nc paro ol sucro C3{G0C) , de Tuuad forma vora ol

suero Cl4(160Y., con un dntervalo do valores do o, ¢ nea LI2TG ug .-

P
Mientras que la cantidod de radioligendo ¢s constant, agregando

12,000 dpm.  Para ambes cucros sc roalirza ¢ CHSAY0 Comnar ttiva--

mente entre las dos concentrvaciones de awortiguedor.s de fonfatos.

Obteniendose qgue las curvas patrdn tanto dol asoriiguador ae fog-
{ i

fatos 0.02 4 como del 0.7 M ovon vimilares. sin canbio alyune on -

Ta sensibilidad,  Ademds se determind pava unae mucesiva ol contend

do de Leu-Fne como de Met-Lnc.




]V.- ETRISTI I RTRTIN

Ao Sinlesic y rurvifico o dn doel Ton une o,

EV primer pooo para obhtone orooun 1 de alil s onsibili
dad, es la de pocoer un i unosene «opos de o pra odcir Ao ewpecifi
cos y de olta afinidad hacia - ve dnmunogenas. Parae ol1o se roali-
26 Ja sintesis y la puriticecidn d 1o tovma que ¢ et blegid en

los procedimicenlon evperinentiates.  Los vesultades de tal reac--

cidn sc¢ encunntran en la figuara 11, o ella <o nuestry un croma

tograma representarivo doe los resultedos de la purificacidn de la

reaccidén de cenjugecion entre la Dno oy la ASE por medio del gluta

raldehido. En la parte suporior de 1o figura 11 e encuentra la
determinacidn de la abeovbancia @ 20 nm de Tao diversas fraccio-
nes tanto para conjugados de Leu-Ene como de Mot-fnc, Ln partie
inferior se encuentra la detormin «idn de Yo cantidad do 3H fne -
para las wismas muestras anteriornentie mencicnadas.

En el extremo izquierdo se cencuentre la reaccidn de conjuga-

b

cion de 1a Leu-Enc con la ASD, en que enconiramos dos picos de im
¢ .

portancia, el primero de.cllons celuye entre la fraccidén ¢ a 9 que

roscen un color amarillo maredn, miontras gue ¢l sequndo pico eolu
s "

ye en las fracciones 12 a 19. Hay que hacer notar que ambos pico

coinciden en el cromatograma de absorbancia como el de radicacti

vidad. Debido a que se estd utilicando una columna de filtracion

por peso molécular, el primer pico corvvesponde a las fracciones

que contienen el conjugada descado o sea ASE-Leu-Enc, ademas la -

1

resolucidon de la columna, no permite 1a scparacion de polimeros

e}
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FIGURA TT1.- Purificu ) Tnwane « no.

La Tigurae muestrera ol crvow o lograne doeopury “dcacian de da

reaccian cntere la ALL vy la Lue porv medi  del glulavaldenido,  Se

i

utilizaron columnay de Lic Gel 6, con unay dimoroidn de ) por

8 cwm, con un flujo crntre 120 v 180 Y7 n cocote fonpiy v, Cione

de 240 ul.  Los doloe estdn o-pyesados a 60 ul 3 ore cormvecaion do

atgunas Tracciones gue tuvierorn 300 ul . puecto aue 1o recoleccidn
s realizd manudlmente. Lo Ta figura 11 /o se one . ontre 1o deter
minacion de la absorb.ncia a 280 nm, it U ose envuontrae ta deter-

minacion de la radicectividad., U1 nteoro 1 covesopande o la Leu:

Enc, mientiras ol niwere ¢ covresponde o la

La eficiencia de conjugacion parae ambas [no es de 25 al 357,
Se tienen dos picos. siendn ¢1 que privere eluye ol que centiene

el conjugado ASE-Enc que posce un coltor amarillo arrdn.




de AGH y ASL qgue no

Low-Ine o a dimeaor

cion postoevior,

En el extyame

Ta Met-nc. A} dqu

IR

cos do importancia

v -

cion. ET primery pi

Enc, polimeron do 1

fracciones 5 4 G, y

el scgundo pico con

eluye entre las {ra

Por tanto para

primero que contien

cont

que ol segundo

Las frac¢ciones que

pico, las cuales se

segin el protocoio

Estas fracciones co

Ac especifico hacia

la secuencia de Tas
La eficiencia
un intervalo que va
1a ASB contienc 60
mos que de 18 a 20
cuando por cada res

91

Peaco ian Pl o oy cwe spent g la
oo 0 L U ogiuian Jooe b e enouna oy oc
dove ro o< cne o er by b0 e cion e Ta ASE caon
1 cae o parveo ta obra Ui co o encaentran dog o pi--

que cosnciden poay g aebos tipos de o deteraiva-
co oque covye . onde ol ocur cagado de Ta ASL-Net-

A AGE Yy At om0 cacesenar, wluye entre tas -

gue Cartbidn posoe un olor amoedllo wmarvién;
Tos dimeres de la ITne y e sin reaceioner -
ceioney 13 y 17

s reaca fanen oo b oevan dos picoes. el -
¢ prodouctor de alte peso wolecular, mientras -
fene conpuestos de pese meleculayr pequena.

son de dnterds, son Tas que incluyen al prime
Juntan y con ellas enuly’ficadas se inoculan

cstnblecydoy ¢ ientos

voprocedd exporimentalos,

ntienen ASH on diforentes forvas que producird
ella. Deb do 3+ que YTa de la AL no contiene
[nc, ¢sta no dinterfevird en ol cnsayo.

de lTa reaccidn de conjugacidon e encuentra en
del 25 al 2. para ambas Cnoc. Sabiendo que -
recidaos, vy obajo la eficiencia obtenida, sabe-

residuos de Lin estavdn ocupades, siempre y

iduo de Lis le seao unida una IFne.  Esto quiere




a2

decir gue Losdes Taw Lo esuer oM e idion de Ly se onuuen--
tron reaccionondo con ol gluteveldebido.  Hy hay que deccarviar ta
posibilidad de que vy vue on 1o veae ddn on ol glutaraldehido .
producen condencacionces .. ¢ un reqiduo « 13 esten unidas dos [ne.

Por olra perte tomando cn « ronte que ~o tenio | oma de Lne pa
ra reaccionar, haciendo la supasicion v aue no exiLten pordida
altguna, lendrewmos que 290 vg o 350 o de Ta IIne cotarda unide o 2 -
my de ASE., Lo que dmplica gue on una dngrolacicén e dinmunizd 1 omyg
de ASE con 125 a4 175 ug de [nc, mientrac qgque para una inoculacién
de refuerzo se inoculd 62,6 a 87.5 ug de Inc.
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FIGURA T12.- Purificac on del Radioliganio.

Muestra low cromaetogramas vesuitantor de Ta puriticacidan de
Leu~tnc tritiada en Ja parvte wucrior. vy de Met-Ene tritiada en -
la parte dnferior. 1 VYiguido de clucidn ey une wmescla de Clore-
formwo, Metencl, Ac. Acltico, Mgy {(ver Métodos). E1 cromatogram)
estd cexpresado como la longitud on om desde el orfagen, contrs la
cantidad de redioactividad encontrada on cada fraccion. En éste
caso sc¢ corven placas, de el doe cilicae con fluorofore, de 15, cm
de longitud por 1 cm de ancho., pare su determinaciGn se fracciona
en rectanqulos de 0.5 por 1 cm @ 1o quo - denominddo fraccidn,
Para determinar la posicidn de Te Onc parye se usan patrones de -
Enc fria. La relacidn entre la posicide Jde la muestra deseada, -
coh respecto con la longitud total a la que corrid la placa, se -
lTe denomina indice de <covrimicnto, para el caso de la 3H-L0u~tnc
es de 0.81 y para la Mel-Enc ¢s de 0.75, los cuales son inferio--

res a los reportados par la litervatura, 0.87 para la Leu-Enc

(Malfroy y col. 1978).




94h
La recupcracion oo ) Foe de dbo o plarca. o iddce, fdone un
inlervalo cntre 60 ¢ &6, o la can®idad Ju ' pue,ba inicialtien

Lo,

Por otra pavtc <o obnorvas gue envededcd fente dob rvadiclid

¢

gando trac el auvmento de producto  cor‘oninente  gue no pucelan ser

reconocidos cuimo inmuncg.nos por el Ao Par orodio de 1o deduce ian

matemetics mostrads oo ta fiqgura G, pucde coraoer 1a o puresa
del radioligando cue ¢ recoenocido por ol Ac Le Tigurae 12 mues-

tra un ejeaplo de la forma de obtence @ le pari ctro. La cantid:;

v
-

de radioligendo inmunologicom. nte vecenocido, varia do ur LNy
a otro, tendiendo o diwminuiy on contiiad oin reportar gue dste -
sea purificado. Para un ensoe/ vealivado con verios sueros simul -

taneamente, que pocecen Ta mizia cantidad de radioligando inmunolo

1

gicamente reconocible se puede extracr de la figura 13 Al Y A2 pa-
ra cada Etnc. En donde se cncaentran qardficas para varios suerons
realizando en un miswo ensoye. Los puntos son ¢ . traides de las
titulaciones y estan agraficades como ol inver<o de la fraceion de
radioligando unide contra las veces de dilucian. De grdficas de
éste tipo se obtienen que todas las rectas pasaen por un mismo pun-
to, el que significa el inverso de ta ‘raccidn del rad olicando -
inmunologicamente reconocible por el Ac. Conf@rmu.el intercepto
se aleja del origen, serd mayor la cantidad de contaminantes que
contendra el radioligando. ET valor minime que puede ser obteni-
do en estos tipos de grificas c¢s el de 1, que significa el 1007

de purcra. La fraccidn de unidn cspecifica, se¢ obtiene al realdq-
zar el siguiente cdlculo para cada punto de dilucidn:

(Unidn especifica/cantidad total de radioligando)

~fraccion de unién especifica




9t

La obltencion de varios de esto. valore,, on dioovion ) sayt, Guo
dificren en el viempo de realic . cion, conde ¢l vadioligando varia
en cantidad de contaminentce, <o pucde ubaovy ey cn Ya fiquia 13871,
en o Ta que se muestra Ta vido del tracador. DT tiempo utilicado no
¢s absoluto, debido a que ne o6 ticone un contral ded tracat,r, -

antes do gue arvibe al Taboratlerio,
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o~ Titulac an,
Se recovdard que drdcialtmente tue titulor
ron obtenidos on envavey realivaedos + diferente

se tienen rosullades 1wy variobles, puecro que e cfe un '
de dintevierencia que dmpide o coparacidon oulre varios one
E1 factor de intevforevcia, son los contaminanie, del rad.oo
do, que se comprobe que diginio s on la unicén caprcitica, ¥ @
ban lTa UNE y el CPCL. v con oiloe incremonian Ta veviccion oo
las titulaciones o veotizan o periodes largoy crtre una

Ademds estos ensayoe, taeron reoslicadoes conoun o

que ne ceontenia ASL, o1 anadiv (othe el tivo al

Cidén Lrac comwro Cunu ¢ enciaoun LeiGn de

+

cifica, dejando o Fura foria, guae 1a unian esroac

anticuerpo sca expresada do una S contia

.

obhser o

anara o

mento en la precisio Conjunbtanente se

cantidad de radiolicando que no ora

panible d

por el carhbdn activado dextran aun a la concu it

3
Gy

de éste. E1 cumwento on da cantidad de productes

se fué haciendo notorio conforaie e} tracador el

C

envejecia, por aumento en ta cantidad do

Para evitar los problemas antes mencionados,

toando

zar la purificacidn del radiol en

realizandola previawente a su ubtilicacion.

En Ta tabla 2 se encuenlran resumidos los

yor titulo obtenido para cada animal, con

neas para cada conrjo, asi podemos comparar el

O
"

RN

C S

productios
se procedia

cromatogr

resultados
titulac

nMayor

1oy wuvere

—

fempos., e

de inc.

edio de

orcion

I

T

ifica

conrecipil
racian idas
,in oprecip
raodicelige
radinlit
o

1t ia

Ta

Cn

o
jones simu

velor

RENRE:
1@

a

o fue -
oque
ctor -

Hy0s,

T iean

ot

N

form

3

otra,

bacid
cuba-
gspe
ol
u-
una
ada
alta
itar,

ndo

1

icos.
reali

plac

¢l
1 t\“-"

para

g -




99

lTa Leu-Ence, que so Licne para un aninal dnoculedo ura Gnica vez -
siendo esle animal ¢l CO, mientraen gue para la Het-Enc, el mejor
t{ulo se observa para el meétedo de inoculaciones do refucrso, sion
do ¢l que obtuvo ¢l mayor titulo ol Cl14. In Ya {figure 14 co mues-
tra el compor tamiente de evtos dos anime’vn, teniendo que 1 la i
gura 14a sc obsevva gue titulo del C8 eurenta rdpidarente obtenien
do los mayorces valoves a los 445 v 60 diay, doewpudcs de los cuales
disminuye Terntamente ¢l titule hiote un valor basal, a pesar de -
que se le incculd de refrevzo peor vie intramuscular, el titulo no
aumento, Por otra parte en la i gura 14bh se encuentra la respues-

ta inmune del C14 a dinoculaciones de refuerze por via intraddérmi-

ca, se obverva que el animal re-ponde

—

nmediatamente a la primera
inoculacidn, aum. ~Ltando el titslo con las incculociones de refuer-
20, alcanrando el mdximo a losw 7H dias despuls de la primera dinocu

lTacidn. Posteriormente doecace Tentamenie 1 pesar de ser veforrzado

mensualmente y nuevanmente responde después de un refuerzo por via

intramusculear, alcanrando el maximo Litulo a Jos 160 dias de la

primera inoculacian, A pesar del conli

uo ectimulo para que au--

mente su titulo, el animal no responde,

o R T e e T———

ey v A Y e
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FIGURA T4, - Titulecicon e bo o Su rvoo de  cu=-"ne y It bnc,

La figura wmucstra los dalo, e oo dos animeles que tienen -
el mayor titule. Las titulacioncs mostradaes, con realizadas oi--
multancamente para todos los sucvo, de un miszo aniwmal. Lo res-
sultados de Ta titulacidn covrencende o« las cueros de Leu-ine (8)

y de Met-Enc (14).

Se represcenta por Jos  siguivntes simboetos: o-0 Hnidn no es

pecifica,t -1 Unidn tot.ol.

A). Se ve el tranccurso de la respuestia inmune para un aninal, al
cual se le did « & inoccularidn dnice.  Se ohoerva que la unidn no
especifica es baja, y que su intecsferencia es minima en el ensayo.
La unidn total va aunmentaendo hasta alcancsar un mdxino a los 45~--
60 dias de la primera y Gnica inoculacidn. y posteriormente des--
ciende lentamente, hasta alcensar una bacal. A pesar de que se -

le reforz6 por medio de inoculacicnes porv via dintramuscular, el

animal no respondid. pormancciendo en su ostado basal, La unidn
total mdxima seo obtiene para la menor dilucién del sucro.

B). Comportamicento del animal inoculado con Met-Enc. Se inoculd
en miltiples ocasiones, observando que pesce una respuesta a los

75 dias de la primera inoculacidn, posleviormente deosciende su
]

titulo, logrando nuevamente un mdximo a los 160 dias. Hay que
hacer notar que entre ambos picos de midximo titulo, existe un va-
Tor minimo a los 105 dias despuds de la primera inoculacidn, des-

pués de la cual se did un refucrzo por via intradérmica aumentan-

do su titulo, posteriormente a ésto, sc¢ le da una inoculacidn por
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D.- Afinidad y Copacidad de Tos Antiouerpoe.,
’

La afinidad s uno de Jes pavdanctres gue Timften el de arvo-
1Mo de un RIE. Lo afinidad es una propicdad inteinseca de los Ac
de un determinado suero. Para 1o doeterminacion de JTaoafinidad, -
Ta que estard exprecada como la coenstante do disociacion, se esta
blecid un modelo malendtico, ¥y para ollo hay que recitivse a la -~
figura 10. De igual forwe la cayacidad de To. suerces es de dmpor
tancia el ser detoerminada, pués involucra la concerbracidn, y se
encuentra resumid, en Ta figura 9. Lo, detaliles de 5 obtencicon

se refirieron en los Procedimiontoc faperisontale:

PP

La capacid. d do los sueros, cotd cxpreseda cowo 1a concentra
cién de los sitiocs activos entre la constente de disociacidn. En
las figuvras 15 vy 17 se pucde extracr de 1o pendiente la capacidad
del suero. En la figura 1% se encuentran grdaficados los valores
para una titulacidon simullanca con los sueros del €8, Las grdfi
cas son del tipo Scatchard, teniendo como abscisa Ta fraccidn de
radicligando unido ecspecificamoente, que en Ta ordenada se¢ tiene -
Ta fraccidn de radioligando unida cupecificamente entre la dilu-
cidn final del suvero. NHay qgue hacer notar que todos los sueros -
interceptan a la abscisa en el miario punto, éste valor es 0.65, -
que es la fraccidn de radioligando inmunologicamente puro. Por -
otro Tlado se ve que la pendiente de Tas curvas aumenta de los -
30 a los 45 dias siendo muy cemejante a los 60 dias y decrceciendo
posteriormente. Estos datos puceden ser representados como lo mues

tra la figura 16 en que sc¢ ve que la mayor capacidad Ta tiene el
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FIGURPA 15.- Detormin «ion de Ta Capacidod del Su-vo de Leu-Dnc,

La fiqura mucsire lo repren.ontacion de graficas del Ui 0

Scatchard, de Tos diforeuntes rueron pava ol 8 dnwunivzada con -

Leu-Enc.  lLas graficas rvepreserten Ta fraceian de tracador unido

especificamente entre Ta dilucion final del csuern, contra la frac

cion de ltrazodor o radioligando inrunogrnaments vreconocible vy

unido especificamente. Lo datoc fuere procerados segtn la fi-
gura 9. La pendienice roepresonta lTa concentracidn d» suero entre
la constante de disociacion con <igno nreativo., Mientras que an
el intercepto con la abscisa, sc tiene la cantidad de radioligen

do inmunolocgicaments yuro o reconccible por el anticuerpo. Los

datos aqui mostrados fuoron obtenides en titulacicones simultancacs

para un mismo animal.

2
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FIGURA 16.- Cambio en la Capocidod de los Sucres: de Leu-Enc.

La curva representa los cambios en lo copacidad de Tes sue-
ros relacionando la concentlracion de anticucerpo sobre Ta constan-
te de disociacidn, en el transcurso del tienpo postevior a la pri
mevra inmunizacidon, Los datos fueron obtenidos scegun la figura -

9 y 15,

En Ta figura sc pucde notar que el pardameoiro mencicnado an-
teriormente, en que se ve que aumenta rdpidanente, obteniendose -
un maximo a los 45 dias y posteriorments descendiendo Tentamente.
Hay que recordar que el animal unicamente recibid una inmuniza--

cion a los 0 dias.




sucro C944L), 5 que « St tar a

la unica inoculacion del

cir sucros con altas capacidade

de lTos cualtes descionde Tentanen

un valor basal. En la  {Tigura 1

las curvas Scatchard para

cidn con las abscisae; tiene ¢l

¢l radioligando despudés de ser

placa fina, es 100 reconocibic

rresponde a las pendi

rntes, s

teniendo que entre los 75 y los

diente, haciendose notorio éste

de le primera inoculacidn. Hay

inoculado con inmunizaciones do
do

dido una inmunizacion

inmuncaoeno de

salor

chserva

refucerio

1054

Se ve que

Pou-tno, o vapar do produ

©oentree lo diac, dospuéds

{e hacia oo 90 dies, tendicndo a

7ose o cncuvontra do a anadloga,

~tne. “e o onbsury intoerac-

de 1, e lo guicere decir que

urificade por croasrtografia en

pov el anticucerpo.  Por lo quoe co

unr aurento gradual on ésta

dics ~ufre un cambio la noen-

entre Too 130 y 160 diss después

gue recordar Cote animel fué

qu e

vefucerso y que ¢l dia 1463 se le -

via Si los -

STeRY

valores de las pendientes extraidas de la figuve 17 son grafica-
dos con respecto al tiempo, obtendremos ta figura 18, en 1a que -
se observa un continuo aumento en la capacided de los sueros, pre
sentandose una meseta entre los dias 75 y 105, obtenidéndose el ma
yor valor a los 160 dias.

Por medio del modelo matemdtico extraido de la figura 10

(procedimientos experimentales),

de disociacion. Este pardmetro

rar Jos sucros con una mayor

los datos y la exiraccion de éstos

los

dos

en procedimientos experi

confiabilidad.

se puecde obtencer la constunte -
nos dard la posihilidad de compa-

La manipulacion de

!

valovres, sc¢ encuentran explica

mentales, 19 muestra

La figura
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FIGURA 17.- Delerivinaciaon do Ya 0opacidad del Suere de Mot Dne.

f

La figura mucctra Ta rveprvesent o oin del tipo Scatohard de
Tos diferentes sucros do C14 dnmunicade con Met-Enc.  Las graficas
estan expresadas como la fraccicy de rudiolige o unido espeeifi-
camente entre la dilucidn final del cuvero, conlea 1a fro.cion do
radioligando unido copecifice ente. L pendiconte representa me-
nos concentreacidn de suero cntee la constante de disociacion (ca-
pacidad del sucvo). Mientrur aque la extrapolecidn de 1a recta -
que corvta al eje de la abscina, no da Ta cant dud de radioligantdo
inmunologicemaente reconocible por ¢l anticuerro. Losw datos mos-
trados aqui, provienen de titulaciones simultancas Para una misna

serie de sucros.
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FIGURA 18.~ Cambios «n la Capacidad de lus Suervos de Met-lnc,

La grdfica mucstra o) tratsourso doe Ta capacidad de los suce-
ros, que velacionan la concentvacion de anlicuerpo cntre la cong-
tante de disociacidn en el transcurse del tiempo despuds de la
primera inmunizacion. Los dates fucron obtonidos ceogin la deduc-
cion matemdlica que so encuentra on la figura ¢y en la figura -
17. Se muesire que los refuerzos en ésile caso, Lraeen conlinuamen
te un aumernto en éste pardmetro, observandose une mescta entre
los 75 y 105 dias, despuls de loo cuales hay un c¢wnento hasta los

160 dias.
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FIGURA 19, -

LLa
Scalchard vy
En

la parte

ra C8(60
sente un
senta ésto
trando la

1a

En parte

obtenidas de
perior. S

figura 10,

cion

Simbolos:

0~0 4. . <
bnbd11u61on
nal
mientras

de

grafica wdenlra

cambio

fendmeno

utilizso ol

simultanca

1/4,000.

Delerm acion do 1o Conctanle de DV

Tan datos araficados o curvas

doble reciproca parva los suveros de Leu-Enc
superior se racstran las curvas de "ipo Sc.
C1a(160), viendo © gue en le curve para Leu-

de pendiento, mientras que parag

represado por el puntuo

erxistencia de dos poblocionss diferentoes
inferior se¢ encuentran las curvans do doble

los mismos datos gque en las grafices de la

podelo maetendsliceo que se

mostrades agui son extraidon de ensayos
Tlevada @ cabo a 24 hovas,

final del suero 11,500, :::dHuMGndM

Los circules son del suero C8(60) de
gue los tridngulos se emplean para el

Mot-Enc.
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un ejemplo de los date. tratadoy pOr el wodelo matomd ico eapnresa
do en lta figura 10. Se ob.crve en las cvaficas del tipo Scatchard
enn la pavte superior de la figura 19, micnlyas cn parte infe-

riov se cncuentran grificaes de dobhle recipiroco. Enr las graficas

tipo Scaetchard se pucde eoxtracy do la pendiente 1l reciproco de -
lTa constante de dicvociocidon cen <igno neaativoe, observando que pa
ra la Leu-tne Tas penaicentes parva das dos diluciones del caero on
que se realizdé el eroavo, son parvalelac. Do dgua’ forma e tie-

ne un paralelismo parva la curve del veotrens dereoho de ta figura

t
19, que corvresponde a Ja Met-Tno, se conserva el paralelismo aun-
quese encuentren cluvvas bifa<civcoes. bsle tipo de envvas bifasi-
cas, demuestran la existencia de dou poblaciones., con constantes
' . ~ - .
claramente diferente. Los valores do las constantes de disocia-

cion obteni;das de Tas grifices del tipo Scatchard, e encuentran

resumidas en la tabl:

3. Se comprobe los resultados obtenidos, -
realizando graficas de doble reciproca.  Se obterva que la curva

de doble reciproce para la Met-Enc no presenta la inflexidon debi

H

do a que e¢ste tipe de graficas. dan mayor peso a los valores cen

gue el RIE son oblenides con sayor precision.

En la table 3 cowmo s¢ habio mencionado anteriormente, s¢ en
cuentran las constantes de disociacion obtenidas por ambas formas
de graficacién. Se observa que para los sueros de Leu-Ene, las -
constantes de disociacidn obtenidas por curvas de doble reciproca,
Ta mayor afinidad la posce ¢l suero C8(45), scquida por el suero

C8(60) y posteriaormente por el C8(90); pero si se¢ observan los da

tos obtenidos de las curvan del tipo Scatchard, tendremos la mis-




TABLA 3. -

Suero

€8 (45)
c8 (60)
c8 (90)

C1a (75)
C14 (135)
Cl4a (160)

Constantes

e

Disociacion.

Doble -Reciproca

8.

(M)

g x 10710
Loy 1077
hov 1077
12 ¥ 10"8
58 % 10"
73 % 1077

110

Scatchard

(1)
1.7 X 10
1.2 X 10
1.2 X 10




ma constante porve los tres sucros.  Pava los sucros de Metl-lne se
ve que 1a mayor constanse de diceiacion ta posee 1 suero €14 -
(160), weqguido del cucro CIA(75; y despuls el CHU(IZ5), cucontrdn
dose que por ambos mcetodos de obtencion doe la Rd so tiene el mis-
mo comportamicento., siendo mucho 1§ cercano: los valores del €14

(160) y C1A(7H) en grdticas del tipo fcetchard. La razén de 64~

ta divcrepancia entre ambos procodimientos, es la diferencia en -
peso que dan cadd uno de les midtodos de graficacidn,  ©In resumen,

se tiecnen dos sueros de Leu-ince cen altz afinidad ¢l €C8(45) y (8

(60), aunque ¢l C8(90) posce una

afinidad wenor no es de alguna -
forma malo, mientras pova 1a Met-EInc unicamcnte so cuenta con un

,~

sucro el C14(160), teniendo une renor afinidad ¢l Co(75).

Conocidua la capacidad del suere y la constante de disocia~
cién, se pucde abltener le concentracidon de sitios activos, gue -
vienen resumidos en la tabla 4. Se observa que la mayocr concen-
tracion de sitios activos para los sueros del C8, lo tienc el C8
(60), seguido por el C8(90) y muy cercanc 2 éV, ¢l suero C&(45).
Mientras tanto, se obr-erva que para los sueres de Met-Enc. se tie
ne un aumento cn la concentracidn de sitioe activos conforae pa-
sa el Lliempo y aumente el ndmere de refucersos.,  Este mismo dato,
puede ser obtenido de las curvas del tipo “catchord de la figura
18 y figuras semejantes pava cada sucro, siendo la interceccidn -
con la abscisa el valor de g, que releciona la concentracidn de
sitios activos y la dilucidon (ver figura 10), o por medio de la -
interaccion de la ordenada en que se encuentra relacionada la cons
tante de disociacidn con q (ver figura 10). Por ambos mdétodos

Tas concenlraciones de Yos sitios activos son similarces.




TABLA 4. -

Concentracion de Sitios

Suero

Ce (

-
[
~—

C8 (60)
ce (90)

C1a (7%)
C14 (135)
cl4 (160)

hActivon

Ac

X

Anticusrypo.

107

&

"

112

T

T

v~ rhm———y S——— Y oo




L.~ Optimisecion d

Una vez que sc
cede a estlablecer 1

tener la mayor sens

Pavra la Leu-En
mejores resultados
bir los resultados
(60), ya que ambou
figura 20 se encuon
cubacidn diferencia
ne un comporvtamient
que Ta unidn inesnpe
fiere en la precisi

ciendo cste valor P

las curvas se empalmen, con un compoertamiento incierto.

dc los datos entre
la incubacidn difer
inespecifica alta.

cién similar a 48 h
ferencia entre las

fica para la incuba
35% del radioligan

cidon diferencial a

Comparando las

113

e o Tas condiciane, do dincubor Cdn.

he deterainedo Jos suveros o ulilicar, se pro-
as condiciones pltines de incubacidén, para ob-
ibhilidad y ur mejor porcienta do union.
Cose prebaron trves osuceros, tenidndose gue los
fueron parve ol CE(AN) vy C3{enY. Pare descri--
chblenidos, tomareron como e eanlo el suero €8
sueros tieoven el mismo com, o tanientlo., En la
tran los resultadus de écte cunsayo. En la in-
1 no fuera dol equilibrio a 48 horves, sc¢ obtic
o incierto en Tas dos dilucicnes probadas, en
citica (UNE) es alta, de forma tal, que inter-
on de los datos de Ta unidn especifica, y reduy
ara las des diluciones, provocando asi, que -
Comparan
ambas incuebaciones diferenciales, se nota que
encial a 24 horas, tambidén presenta una unidn
pero siendo en un grado menor que en la incuba
oras,permitiendo de éstae forma obtencer una di-
dos diluciones. Tenemos que tTa unidn inespect
cién fuera del equilibrio a 48 horas es del -
do agreqgado, disminuyendo a 207 en la incuba--

24 horas.

incubaciones en equilibrio con las que se on-

]
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FIGURA 20.-  Condicioncs, de Tncubacidn pare la Leu Une.

Se probarvon cuatro condiciones de incubacidn para los sueros

C8(AL), C8(00) y C8(U0). £1 couportamienio vo ¢l micwo en los -
tres casos, como ejemplo se tomd el sucro (2{60).  Se realizoron

des incubaciones diferenciales una a 29 horas, agregando ol radio
Tigando despuds de 20 horas (L 70) de haber agregado o1 Tigando -
frio, e incubando por 4 horan mé. a 4%, la ceagunda incubacidn di
ferencial se  wvealizd @ 48 horves agregando ¢l rvadioligando 4 ho-

ras antes de terminar ¢l ensave (44 horas)y siquiendo ol mismo -

procedimiento que ta anterior. Por ctro lodo <e realizaron incu-

1

baciones en equilibrio a 48 v 24 horas agregando 1 ligando v ra
J g ¢ { ¥

dioligando simultancawente. Las nrdficas esidn erpresadas como -
porcentaje de unidn especifica (unidn totul - unién no especiflica
expresado como el porcentaje del radioligando total agregado) vs.
la cantidad de Fnc fria agregada al ensaeva. En la parte suporior
se muestran las dos dincubacioncs realirades a 25 horas v en la -

parte inferior las de 48 horas. [n el marcen izquierdo seo encuen
tra la dincuhacién en cquilibrio, mientras en el extremo derccho

se exponen las incubaciones difervenciales.  Para mas detalle ver

el texto.

Simbolos:
0-0 dilucidn final del suero 1/1,500

A-A dilucidn final del suero 1/4,000
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cuenlran fucra del cquilibrio, tendrcemos que Ta union inespecifi-
ca de Tas primesas, oo nuy baja, Tlegand, a rer do 3 a 4, osto -
significa aprorivadamente una dissinucidn de un orden de magnitod
en éste valor, en relacidn o law incubaciones difer.nciales
te permite tener un enncyo claro en ombos catos de incubacivnes -

simultancas.

Comparandoe los valores de precipitecion del carbdn activado-
dextrana, se tendrd que éste dato se incrementa en las incubacio-
nes diferenciales, y aue va en aumento conforme se incrementa el
tiempo, caso que no se¢ nota en las incubaciones <imultarcas, tan-

to en ticmpos de incubacion cortos, come 24 horas, como aquellos

b

que son largos como de 48 hores.

Para el caso de los sueros de la Mel-Lnc, se tiene que unica

T

mente uno de los sueros obtiene buenos resultados, éste suero es
el C14(160), el suero C14(7%) aunque posee valores de unién espe-
cifica mas bajos es posible desarrollar un RIL con é1 E1 €14 --
(160) tienc un comportamiento similar al suerc de Leu-fnc, en que
se nota un comportamiento atunuado para las incubaciones diferen-
ciales, en que si bicn se tiene un aumento en los valores de unidn
inespecifica, no son tan altos como los del suero C8(60) ¢ C8 (45),
pués aumenta de 3 a 4. en las incubacionecs simultaneas de 7 a 8¢
en las incubaciones diferenciales. En las incubaciones simulta-
neas se tiene un aumento en el porcicento de unidén de radioligando,
sin que exista ninguna diferencia entre los dos tiempos de incuba-

cidn (figura 21).
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FIGURA 21.- Condiciones do Incubacion para t-Ene.

Se probaron cuatro condiciones de dincuba idn para los sue-
ros C14(75), C14(135) y C1a{160). La “igure unicamente muestra -
los resultados obtenidos pava el suvere C8(606).  Se vrealizan dos -
incubaciones diferenciales una a 24 hovas, agrogando ol radioli--
gando después de 20 horas (T°U) de puds de haber agregado el 1i--

gando frio, e incubando por 4 hoves wds o 47C: la sequnda incuba-

cidén diferencial <e¢ realivsd a 48 horas (Td“) siguiendo el proced)
a RN

miento antevior. Por otre parte, se realizavon incubaciones en -
equilibrio a 24 y 48 horas, agregando el ligando y el radioligan-
do simultaneamente. Las grdficas eslan expresadas como porciento
de unién especifica (unién total - unidn ne cspecifica, expresado
como porciento del radioligande totel agregado) vs., la cantidad -

de Enc fria osagregada al ensayo. [n la parte superior se encuen-

tran ltas incubaciones realizadas ¢ 24 horas y en la parte inferior

J

las de 48 horas. En el margen izquicerdo, e-tdn las incubaciones
simultaneas, mientras en el extremo derecho se exponene las incu-

baciones diferenciales.

Simbolous:
0-0 dilucidn {inal del swero 1/1,500

A=A dilucidgn final del suero 1/1,400

[

. it ARy P iy



Para todo. los casos, Lanto parva o] CE(60Y, Co(ab) vy C1a(160)
se tiene que el mejor Lipo de dincubocion es la simultonca, no ob-
teniendose beneficios con las dncubaciones ‘iferenciales, on que -
se esperaba un gumento en ta senaibilidoed, y 51 bien se tuvo un
decremento radical en la precisicén,  Puesto que los resultados pa-
ra ambos Lipos de incubaciones simultancas son semejantes, se opto

por utilizar Ta incubacidn a 24 hores, que concume wmenos ticmpo.
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Fo- Sensibilidad y Precision
Un valor de dmportencio que o5 necesario deterniinar para to-
do RIL, es Ta scnsibilided, ya que por medio de Cota, se obtiene

Ta minima cantidad de fue detectate por encayo,

De lTos datos de la optimizacidan de las condiciones de incuba
cién, ( figuras 20 y 21) pucden extracise un valor estimative de
Ta sensibilidad., no se puede dar un valor exacto, debido a que -
l1os intervolus de valores de Tigando VTibre son wmuy amplien. Pero
ésto no impide dar un valor aproximado de Ta sensibilidad, encon-
trando que ¢ste valor pare los tres sucros de Leu-tnc, CB(45),
C8(60) y el CB(90), poseen una sensibilidad por arriba de los 81
pg, siendo muy similar la sensibilidad para el suecro C8(60) y €8
(45), mientras que la sensibilidad para el suero C8(90) es un po-
co menor comparada con los otros dos sueros. Mientras que para -
la Met-Enc, se obscerva gue Ta mayor sensibilidad se obtiene para
el suero Cl4(160), siendo ésta menor al minimo valor probado o -
sea que es menov a 142 pg. Los otros dos sueros tienen una sensi
bilidad ligeranmente wayor a éstle valor, siendo entre los dos sue

ros restantes el de mayor sensibilidad el C8(75).

Para definir el valor mds preciso de la sensibilidad para -
ambos sueros, o sca el C8(60) y 1 C14(160), se realizd un ensayo
con los intervalos de valores wds pequeiios. E1 valor obtenido -
para la sensibilidad de ambos sueros, se encuentra alrededor de -
los 100 pg. Para mis detalle ver las fiquras 22 y 23 que sc¢ en-

cuentra esquematizado una curva patvén para cada suero,
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FIGURA 22.- Sensibilidad y {opeciticidad pera Leu-Unc,

La grdfica muestra ta curve de deosplazamicento con Leu Inc oy

con Ket-tnc. La curva esld erypresada coro porcentaje de unidn

.

maxima ¢s decir la uniGn especiiica para cada punto con respecto
al control do¢ union miximae o sea aquel on ool que no contiene 14-
gando frio, expresado en porcicnto, contra la cantidad de péptido

frio. La diltucion final del cueve o6 de 3/6.500,  La sensibili

dad del ensayo es de aprosimadaciente 100 pg.  Conjuntamente se -

muestira el desplazamiento ocasiorado por 1a Met-tnc. Hay que ha-
cer notar que lasensibilidaed del encavo <o encuentra al 80 de -

unioén midxima, que estd por debajo de la sona de interferencia con
los demis andlogos de Tas Encefalinas.  Obscrvando la curvﬁ de -
desplazamiento con bLeu-Ene tencuos una peguena mesera entre 6,400
a 51,200 pyg de péptido agregado, parc este fendmeno no Lience gran

importancia debido a su valor de unidn mdxima,

Si Tos datos son graficados en una forma logit (in B/F) con-
tra el logaritmo de la ddcis o de péptido agregado, se obtienen -
curvas paralelas para el desplacamiento con Leu-Enc y de Met-Enc.
Determinando de ésta forma que el anticuerpo reconoce el determi-
nante antigénico simitares, pero sua afinidad por ellos es diferen

te.-’

Simbolos: I significa Intervalo de valores.
0-0 Leu-Enc

A-D Met-Lnc
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FIGURA ?23.- Sensibilidad y topecificidad pava Met-Unc,

20

La grafica mucstra la curvva de dewplazamicnto con Leu-Enc y -

‘con Met-Fne, o -End. fa curva cstd cvpresada como porcentaje

d

0 -

union maxima contra la cantidad de péptido frio agregado al ensayo.
N J

La sensibilidad y la especificidad se realicvaron parva el wuero

C14(160), a una diluciaon final de 1/1.500. Se observa Ja curva de

desplazamiento con Metl-EFnc podemos ver que la sensibilidad se en-

cuentra a los 100 pg de pépltido frio. Teniendo un intervalo de -

trabajo de 100 py a 6,400 pg.

Simbolos: Sienifica intervalo de valores, en caso de no exijs-
tir diferencia entre los valores unicamente se sefia

Ta ¢l punto sin intervalo.
o-0o Leu-Enc
A-hH Met-Inc

D-0 & -Endorfina
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La dilucion del sucero cs un factor importante para determi-
nar la sensibilidad del ensayo. De T1a figura 24 e puede obser-
var que las curvas de diloucion a 1/1,500 ticnen un forma sigmoi-
dal, mientras que Tas curvas de diluciones 1/4,000 no acaban de
completarla, lo que le da a ¢sta Gltima dilucion und mayor sensi
bitidad, pero existe una pérdida deo Ta precisidn, encontrandose
gque el menor ervor introducido ey parva Too menoves diluciones
del suero, asi como el mejor intervalo do trabajo. Las sensibi-
lidades anteriormente expresadas, se obtuvieron ¢ un dilucidn -
final del suero de 1/1,500 para ambos suercs. Para las ditucio-
nes 1/4,000 se observa un decvromento en Ta precisidn, siendo muy
notable para ¢l suero C14{160) en que el intervalo de valores es
de poca confiabilidad, puesto que Ta curva se encuentra por deba
jo del 107 de unidn especifica. Sicendo Csto 0ltimo esperado si

se observan las curvas de titulacion ({igura 14).

Del ensayo a intervalos pequeinas de ligando frio, puede ob-
tenerse otra observacion de importancia, y ésto es el comporta-
miento del anticuerpo a diferentes cantidades de ligando frio.
Como se observa en la fiqgura 22, en la curva de desplazawmicento -
de Leu-Enc fria para el sucro C8(60) nou posee puntos de ambigue-
dad, ésto es, que a un mismo porciento de unidn mdxima, no exis-
ten dos o mds valores de Vigando frio. De presentarse fendmenos
de ésta naturaleza, traeria como consccuencia que el intervalo -
afectado no pueda ser utilizado y éste fenomeno trae aparejado -
una disminucion de la sensibilidad. De forma andloga se pucde -
extraer de la figura 23, que para el sucro CH4(160) no posce pun

tos de ambiguedad.
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FIGURA 24.- TFfecto de 1a Concentracion del Soorn,

La gratica muestra la unidn wiximag a dos diluciones del sue-
ro C8(60) y €C14(160). Para la dilucion finol del suero de 1/4,000
se tiene que ésta posce Ta mayor scencibilidad, debido a que ¢l in-
tervalo probado adn no completa la forma sigmoidea caracteristico
de estas curvas. Si s¢ observa detenidamente, alrededor del 507
de union maxima, la cual es la region de lrebajo de un RIE, pués
posee la mayor precisidn, se tiene que la curva a una dilucidn
final del suero 1/4,000, supera a la curva del suero a la dilucidn

final de 1/1,500.

Simbolos: o-0 dilucidn final del sueros 1/1,500

6-06 dilucién final del sucvo: 1/4,000
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Por otra parte se calecula la precision para ambos ensayos.

Cste valor c¢s obtenido do Tas figuras 2y 23 de lon interva
los para un punto que c¢s interpolado dinfcialmente a la curva pa-
trén y de ahi al eje de las abocisne., Con eote valor se puede -
predecir la confiabilidad -de una determinacidn, y los intervalos
en Jos que probablemente sc encuentre o1 valor veal. Obteniendo-
se que para el RIE de Leu-Unc se tienc un valor de -80, 160 puy

mientras que para el RIL de Met-Lnc ey de =120, = 160 pg.




G.- Tspecificidad de Tos Suero

La especificidad «e determing una vers que se optimizeron las

condiciones de miaxima sensibilidad,

Debido a la existencia de divercan meldéculas que poscen ya -
sea en farma parcial o tolal ¢l determin nte antigdnico contra el
que estdn dirigidos low anlicucrpos, sc tienc que proceder a de-
terminar la especificidad de cada suero para cada una de las nold
culas, esto es determinar la proporcian on que cado nioldécula and -
loga, compite con el Yigando e pecifico por ¢l silio active del -

anticuerpo.

En el caso de Jla Leu-Enc, te probavon cuatro sustancias and-
logas, que son: Met-Enc, d-Endorfina, Tiv-G1i-G1i y Tir-Arvg.
Dichas sustancias poscen una sccuencia de aminodcidos semejante a
la Leu-Enc, que pueden competir por los sitios del anticuerpo.

Los resultados de este ensayo se encuentran en la tabla o y la fi
gura 22, en las que sc representan los datos obtenidos. En la i
gura 22 se tiene una curva de desplarzaniento con Leu-Cnc y otra -
con Met-Enc, encontrindose que la curva de desplacsamiento posce -
una sensibiltidad de 100 pg y un intervalo de {rabajo de 100 a
6,400 pg, mientras que la curva de desplacamiento con la Met-Onc
posce una sensibilidad de 25,600 pg, lo que significa que se¢ nece
sitan 256 pg dec Met-Lnc para desplazar un pg de Leu-Enc. En la -
tabla 5 se tiene que el porciento de roeconocimiento del suero
C8(60) para la Met-Enc, es de 0.33%, el que permite diferenciar a

ambas Enc. Por otra parte este suero no reconoce a la o-Lndorfi-
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TABLA L.-  Sensibilidad; Fapecificidad,

En Ta tabla cce muestran los difoerentes datos obtoeonidos
de los ensayos realizador con ol suero C2(60) v C14(160),

con Leu-Enc, Met-Cne, & Endorfina, Tir-G11 Gli. Tir-Arg.

Suero Diltucidn  Sustancia Sensibi- Pept ido Reconoci- Interva-
final del Tidad. 80 (laogit) miento valo 0til
sSUero (pg) (pa) ‘ (¢ Unidn

mdxima)

C8(60) 1/1,500 Leu-Enc 100 11%

Met-~Enc ¢5,600 24,000 C.233 {85
ol ~End 0.0007 {83.2
Tir-G14-G141 0.0007 (84,0
Tir-Arg (&4
C14(160)1/1,500 Met-Enc 100 160

Leu-Enc 1,400 1,200 &, 8d

X -End 0.1 <100
Tir-Gl1i-G1i 0.0015 {100
Tir-Arg 0.0015 (100




~

na, ni a la Tir-G1i-GYi v Tir-Aryg, Tays cuales dan Tineas hovizon-

tales por arvriba del 83° de union mixima, y do éota forma inutili
za esa parte del ensayo que estd o.presado como rango Gtil en la
tabla 5. May que hacer notar que lTa sensibilidod para este suero
se cncuentra por debajo del VTimite de interferencia. Observando
Tas curvas de desplazamiento tanto de Ta Leu-bnc cowme de Met-Enc
para el suero C8{60), tenemos gue ~on paralelas, dato confirmado
al realizar graficas del tipo logit ( Ln U/L) contra log de la d¢
sis de péptido agrcgado, en que se tienen curvas paralelas, demos
trando que se tienen determinante: ontigénicoys semejantes, pero -

que difiere Ta afinidad dol Ac por cllos.

En el caso del sucro C14(160), se¢ probaron la Leu-Enc, En-
dorfipa, Tir-Gl1i-G1i y Tir-Arg obteniendose la figura 23, y los
datos de la tahla 5. Esta figura muestra que ¢l anticuerpo unica
mente reconoce a la Leu-Enc y a la & Endorfina. Ambes curvas son
paralelas a Ya curva patrdén, por lo que poscen determinantes anti
génicos similares, pero difiere la afinidad del suero por cllos.
La curva de desplazamiento con la Leu-Enc en el dintervalo por arri
ba del 85% de union maxima, pierde su paralelismo con la curva -
patrdon, mientras que aproximadamente por debajo del 20 ambas cur
vas presentan un cambio en la pendiente. Lste suero reconoce en
8.88% a la Leu-IInc que e¢ un valor mavor que ¢l obtenido por el -
suero C8(60) para la Etnc andloga, adends reconoce a la « Endorfi-
na en 0.1%. Por ello se requicren 11.2 pg de Leu-Lnc para despla
zar 1 pg de Mel-fEnc. Por otra parte no existe nwinguna interferen

cia con los demds péptidos probados. 1 dintervalo de trabajo se

extiende de los 100 pg a 6,400 pg aproximadamente.,
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Representando los datos tanto del desplasawiento con Met-Cne
y & bndorfina para el suero €14(160), en grificas del tipo logit,
corroboran el paralelismo de Tas curvas en loo intervalos preesta
blecidos. Hay que hacer notar que para el C8(00) como pare el -
Cl14(160), una disminucidn en el ndmero de aminodcidos para cual-

quiera de las Ac, no lo reconoccen cono Aq.




o= Determinacidn de la cantidad de tnce’alinag on Tejido Nervioso,

Los resultados que se obtienen de la purificacidn parvcial de
Tas Enc, en ¢l experimento para la detlevminacion de las condicio-
nes de trabajo, se muestran ocn la figura 25, En ella se observa
que Ta Lnc no eluye cuando Ta columna cs Tavade con el HCT 0.1 N,
y que la mayor parte de ¢sta cluye en Tos primeros 5 ml, cuando -
Ta columna c¢s Tavada con metonol al 90 , v muy poca de la fnc se
obtiene en los siguientes b ml.  Los datos expresados en la grdfi
ca, son c¢l resultado de cuatre columnas montadas y lavadas bajo -
el mismo procedimiento. La recuperacidan de las encefalinas en és
tas columnas cs de 78 © 7.5%. Lxiste una dificul tad pare la wanu
tencion del flujo constante a 1 ml/min, por éste motive se¢ regula
é¢ste cuando la columna se lava con Metanol al 900 y se coteja nue
vamente cuando se equilibra con el HC1 0.1 R. Basdndose en los re
sultados obtenidos, se determing excluir con 40 ml de HC1 G.1 My
eluir a las encefalinas unicamente con 10 ml de metanol al 903,

Se calculd la recuperacidn de las nmuestras bioldgicas, una -
vez que fueron ecvaporadas a sequedad y resuspendidas en un amorti
guador de fosfatos, siendo éste valoy de 88.8 Yan , dato que -
se obtuvo de 4 casos. E1 volumen en que fucron resuspendidas las
muestras, se obticne al realizar los cdlculos basados en la nece-
sidad de agregar 100 ul de muestra al ensayo, y que éste valor, -
se ecncuentre dentro del intervalo de¢ trabajo. Los cdlculos estan
basados en Tos datos reportados en la literature (Yang ot al 1978).
Conjuntamente se realizé la medicidn de pH una vez que las mues--

tras son resuspendidas. Los resultados se encuentran resumidos -
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FIGURA 25.- Recupevacidon de fncefaline de Columnas de Amberlita

KAD -2

La grdfica mucstra el procedimiconto scquido para determinar
los pardmetros de la purificacién parcial de las Enc.  Se utili-
zd un extracto crudo de tejido al que se¢ agregd Lnc 3H (%0 . Leu-
Enc y 507 Met-Enc). Se lava con 40 w1l de HCI 0.1 N, recolectan-
do fracciones de 10 ml. Se observa que la Enc permanece adsorbi
da a la resina. Posteriormente se eluye Ta £nc con 40 ml de Me-

tanol al 90%, recolectando fracciones de & ml.




en la tabla 6. De ellos <o observa que el amortiguador de fos--
fatos 0.07 M hasta ahora usado, no s capaz de amortiquar el pH -
de la fraccion sobrenadante, en ninguno de Tos & casos que se pro
baron; mientras que la fraccidn purificada por amberlita poseia -
pH de 7.4. Posteriormente se ensayo un amortiguador con una con-
centracion de 0.2 M a pH 7.4, resuspendiendo las muestras en 500
ul, obteniendose que la fraccion sobrenadante no podia ser amorti
guada, mientras que la fraccidn parcialmente purificada poseia un
pH de 7.4. Debido a que ninguno de los dos amortiguadore. es capaz
de amortiguar el pH dcido de la muest¥a, se decidid realizar una
valoracion con HNaOf 1 L. De Jos datos extraides de la table 6, -
se determind resucpender las mucestras de la fraccion sobrenadante

en 440 ul de awmortiquador fosfatos 0.2 M y 60 ul de NaOQil 1 N.

Las.curvas patrdn de los RIE de los sueros C8(60) y Cl4 - =
(160), realizadas a las dos concentraciones de fosfatos, son simi
lTares tanto para las curvas de Leu-Enc como para la Met-Inc reali
zadas simultaneamente. E1 pH de las muestras ensayadas a su con-
centracion de 0.02, afecta definitivamente la formacidn del comple
jo Ag-Ac, de forma tal, que los valores en prociento deo desplaza-
miento, no entran en el intervalo de trabajo, mientras que las
muestras ensayadas con el amortiguador de una concentracion mas -

alta, no presentaron ningin problema.

kn la figura 26, se muestran los resultados obtenidos al com
parar las dos formas de extraccidén. Puede verse que los valores
de la purificacién parcial por medio de la amberlita, son superio

res que los datos de Ya fraccidén cruda. La posible interferencia,




TAELA 6.

Valoracion de Ton pib de Tas wmuestras de tejido.

Condicidn pll,
1) 20 ul de Ac Acético + 400 ul Bufer PO, 0.02M 3
2) 5 ul de Ac Acético + 400 ul Bufer PUH 0.02i0 5

3) Amigdala 1 t400 ul Bufer PO, 0.02M 5.%
4) Amigdala 2 +200 ul Bufer PO, 0.02M 5.0
5) Hipotdlamo 1 +400 ul Bufer POy 0.02M 6.5
6) Hipotdlamo 2 +400 ul Bufer PO, 0.02M 4.5
7) Septum 4 4400 ul Lufer POy 0.074 5.0
8) Estriado 7 +400 ul Bufuer POy 0.024 5.5
9) 5ul Ac Acético #4000 ul Bufer PO 0.2 5.0
10) 100ul _de 9) +400 ul Bufer POy 0.2M 5.5
11) 100ul de 9) +400 ul Bufer PO, 0.2M 5.5
12) 2ul Ac Acético + 60ul NaOH IR +400 Bufer PO4 0.2 9.5
13)  5ul Ac Acético ¢ 60ul HaOH Ii# +400 Bufer POy 0.2 7.0
14) 10ul Ac Acético + 60ul HaOH IH +400 Bufer PO4 0.2M 5.5
15)100ul de 12) +400 ul Bufer POy 0,21 8§.0
16)100ul de 13) +400 ul Bufer PO‘1 0.2HM 7.5
]7)]00“] de 14) 1400 ul Bufer POC 0.2H4 7.0
8) Oul Ac Acético +400 ul Bufer POy 0.2HK 7.4
9) 2ul Ac Acético +400 ul Bufer POy 0.2M 6.5
20) 2ul Ac Acético + 60ul NaOMW IN +400 Bufer PO, 0.24 10.01
21) 2ul Ac Acético + 60ul NaOH IN +400 Bufer POy 0.2M 8.5
22)100ul de 20) +400 ul Bufer PO4 0.24 10.0
23)100ul de 21) +400 ul Bufer PO, 0.24  7.%

(continua)

o




Conclusion:

2 ul de Ac Acélico
5 ul de Ac Acético

si son amortiquados con la NaOl y el Bufer 0.2M
10 ul de Ac Acético

cuesta un poco de trabajo amorticuar el pH.

24) Muestras para el cnsayo + 60ul KaOl IN +440 ul
Bufer P04 7.0 a 8.0

Conclusidn:
Los residuos de dcido acdético se encuentran por arriba de 2 ul
de acético y por debtrajo de los 10 ul.
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FIGURA 26.- Determinecion de tncefalina en el Tejido Hervioso:
Comparacion entre lo {fraccion sobrenadante y la -

fraccion parcielmenic purificada,

Se muestran los dates obtenidos en Tas cantidades de Leu-Enc
de las siguientes regiones: Awigdala, Hipotdlamo, Hipocampo, Es-
triado, Septo. Asi mismo sc compara la purificacidén parcial por
medio de la amberlita XAR-2, con un extracto crudo de tejido. La
extraccion del tejido viene detallada en el texto, siendo la Gni-
ca diferencia entre ambas fracceiones, la purificaciéon por amberli
ta en uno d¢ los cascs. En la pavte superior de lo figura, se en
cuentra la cantidad de Enc por region, micntras que cn la parte -
inferior, se encuentre la relacion entre la cantidad de Enc y su
contenido en proteina. Se observa que la mayor cantidad de Enc -
se encuentra en el Estriado, pero la 2cporcidn con lTas otras ra-
giones disminuye, cuando se reolaciona ¢ésle valor al contenido de

proteina.

Simbalos:[] fraeceidn sobrenadante

[ fraccidn parcialmente purificada por Ambertita XAD-2




se debe a un reoctivo uwtilizado en la vatvaccidn o preparacidn del
tejido, muy bien podria ser el acido acético, probado ya en RIL,

o bien residuos de rvevina do owmberlita,  Cuolquicra de las dos for

mas producirian un valor blanco, siendo ¢l primer ca<o un valor -
blanco positivo. Por otra parte se obtuvieron los resultados para
Ta cantidad de Mel-Unc para las mismas muestras.  Lno la figura -
27 By se encuentran los resultados de la cantidad de Lnc en pmol vy
corregida por proteina. Y la mayor cantidad se encuentra en ol
Estriado. Conjuntamoente en la figura 27 B, se muestran los resul -
tados de la cantidad de Leu-Enc espresada en pwol/my de proteina -
extraidos de los dateos de la figura 26 y obtenidos a su ver por -
muestras pavcialmente purificadas por la amberlita, de igual forma

que los resultados para Met-Inc, En Ja figura 27 83, se tiene la

relacion Met-Unc/Leu-Enc para cada regidn, teniendo que el Hipocam

po es ¢l que posece la mayor proporcion.

Como se mencioné en los antecedentes, el encontrar un parale-

Tismo entre una curva de desplacamienrnto, con otra sustancia andlo

1

ga, nos da idea de la similitud en ¢l reconocimiento del determi-

nante antigénico por el Ac. Para e¢llo se determindg el paralelismo

1

existente entre los extractes del tejido y las curvas de desplaza

miento para el sucro C5(60) (figura 28). Si s¢ observa, se propo
nen rectas que son paralelas o la curva de desplazamiento de Leu-
Enc, aparentementc la desviacion cn cada punto es muy grande, pero

graficanda individualmente cada regidn, los puntos sc ajustan per

1

fectamente a una recta paralela a la curva de desplazamiento con

el péplido frio. La gran dispersion en los datos mostrados, es la

intervencidn de otros factores, 1os que se deben a Ta variabilidad
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1

FIGURN 27, Comparacion de Ta Cantidad de Lncefalinag en el Tejido.
En Ta parte dzquicrda de Toa grdfica se encuentra la cantidad
de Met-Lnc en pmol/mg de Proteino. Se comparan low datos con los
publicados por otros autores. [n la parte media de la grdfica se
muestra la cantidad de Leu-fne prol/mg de proteina, de igual for-
ma se compara con los datos publicados. ©n le¢ parte derecha se -
representa la relacidén entre Met-tnc y Leu-Enc en las diversas -
regiones. fHay que hacer notar que existe una variacién en los da
tos reportados de autor a autor, pero esto no quiere decir que
exista un caos dentro del campo; mds bien se enticende que las téc
nicas actuales para la extraccidon de tejida, son wuy diversas, -
que son subjelivas, ademds de la existencia de Ta variacidn cntre
autor a autor en considerar cada region y su limitacidon. Lo im-
portante: es comparar los perfiles obtenidos entre los diversos -
autores y ver el comportamiento de la distribucion de¢ las encefa-

linas dentro del cerchro.

Referencias;

A]’

2, 3 (Yang et_al 1977), “1, 2 3 (suecro C8(60), C14(160), -

C

1, 2, 3 (Miller et al 1978a) "1, 2, 3 (Gross_ et al 1978).

Abreviaturas:
E = Estriado, Ht= Hipotdlamo, He-Hipocampo, A - Amigdala y

S = Septo.
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FIGURA 28.-  Determinacidn del Paralelismo de Tos Ixtractos de -

Tejido: Leu-Enc.

La curva estd expresada como el porcentaje de unidn mixima -
contra la cantidad de péptido frio agregado, o bien contra la di-
lTucion del tejido. Las rectas son el promedio de cuando menos -
tres animales, todos e¢llos realizados por duplicado Y 50 expresan
como intervalos de valores. Las rectas son paralelas a la curva
patrén. Los datos graficados aqui son los datos obtenidos del -

método de extraccidn por amberlita (XAD-2).




bioldgica, c¢s decir adn cuando los animales escoygidos estaban en

un intervalo determinado de peso, la diferencia en el Ltawmano del
cerebro era notable, aunado a esto se chcuentra un posible error

en la diseccion.,

De igual forma que pare la Leu-lne, se detlerming el parale--
lTismo de los extractos de tejido pava Met-Unc, dando como resulta
do la figura 29. Etn e¢lla se puede apreciar que los extractos de
tejido tiendan o comportarse de una forma similar que a la curva
de desplazamiento con Met-Enc. La dispersion de los datos nueva-
mente se debe al mismo efeclo que en el ensayo de Leu~-Enc, ya que

son tas mismas mucstras probadas en ambos RIE.
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FIGURA 29 ,- Delerminacion del Paralelismo de los [xtroctos de -

Tejido: Met-Enc.

Al dgual que la figura 28, la curva expresa como ¢l porcenta
je de union mdxima contra la cantidad de péptido o bien contra -
la dilucién del tejido, demuestra un comportamiento paralelo de -
los extractos de tejido de diversas regiones del cervebro de rata.

Las rectas son de cuando menos el promedio de tres datos.

s vcopor e e
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V.- Discusion.

Para el estudio del papel biologico que cumplen las Lne den-

tro del organismo, sc requierc una scrice de métodos que aporten -
( | 1 |

datos sobre su rogulacion, sintesis, cambios metabdlicos otc.
Las técnicas hasta ahora utilizadas en Neurobiologia para el estu
dio de los Neurotransmisores tradicionales, no pouscen las cavracte
risticas necesarias para el cstudio de los péptidos opioides, ya
que su extructura y concentracion en el tejido, provecan que la -
resolucidn de Yas técnicas utilizadas hasta entonces, secan insufi
cientes para ¢l estudio de dstas meléculas., En los Gltimos abos,
el estudio de los péptidos opioides, ha traidoe aparejado el desu-
rrollo de innumerables RIE, pucesto que ¢fsta técnica posee la ven-
taja de tener una alta sensibilidad aunada a l& especificidad que

le conficren las caracteriticas del antlicuerpo utilizado.

Para desarrollar un RIE confiable se debe estimar sus lTimita
ciones y las ventajas de un determinado suero. Un paso importan-
te es establecer la especificidad, delimitando que wmoléeculas pue-
den competir por el Ac. Una molécula andloga que puede interfe-
rivr en el ensayo c¢s la [nc complementaria, a la que se empleo pa-
ra obtener el suero. De los datos aportados ¢l desarrollar el en
sayo competitivo entre ambas tnc, encontramos que pequeiios cambios
en el quinto residuo de la ELnc, como c¢s la diferencia entre la Leu
y la Met, traen quce un sucro sea especifico hacia una u otra Enc.
Este hecho To muestra los bajos valores en el yeconocimiento del
C8(60) por la Met-Lne que es de 0.33 . Aunque el valor para el -

suero C14(160) en ¢l yreconocimiento por la Leu-fnec es mayor sien-
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do éste de £.87, «enaluon conjuntamente lTa velectividad de awmbos -
sueros por su inmunogeno.  El entayo con la Ldovrtina con ambos
sueros aporta datos sobre ¢l delerminante que reconoce cada anti-
cucrpo. Prescentando unicamente una competencia por Jos witios
del anticuerpo del sucro C14(160). E1 veconocimiento de la Lndor
fina por éste suero ecos vaplicado cunsiderondo que la Endorfina
en su extremo amino posee la sccuencia do la Met-Enc, ol dato tan
bajo de reconocimiento del sucre CHA(160) que o5 de 0.1 por la -
Endorfina, indica que es necevarvio el del quinto aminodcido 11
bre para el rcconocimicnto por ¢l anticuerpo. Lu- datlos de¢ reco-
nocimiento de lta Enc complementaria, asi como los hajos valores -
de reconocimicnto de la Endorfina cn uno de los casos indican -
que se cumplid uno de los objetives planteados inicialmente, ésto
es producir un RIE especifico pava cade Enc, teniendo de déota for
ma que recohocer al Haptence por su extremo carboxilo y no por su
lado amino, ya que de ser de esta Gltima forma, el anticucerpo re
conoceria de igual forma a la Lnc complementarie vy la Endovrfi-

na, y las demas Endorfinas,

También sc¢ probavon el tripéptide (Tir-Gl1i-G1i) y ¢l dipdpti
do (Tir-Arq), los resultados para ambes sueros es negativo, pro-
bando de ¢ésta forma que cuando menos uno de los productos degrada

tivos de las Enc no interficren en el cnsayo (Malfroy ct al 1978).

Mientras que por otro lado, ¢l dipéptido denominado Kiotorfina el
cual parece que cumple una funcidn importante en la JTiberacion de
Tas Inc, (Takagi et al 1979) por estar lacalizado en la misma re-

gién que ¢stas, no interaccionan con los anticuerpos contra las -

Enc, Una disminucion de dos rvesiduos de aminoacido del extremo -
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carboxilo, causado por cnzinmaty degradedoras, no alteran los resul
tados en extractos de muestiras bioldgicas, adewmdy é4te resultadp
propone la ncecesidad de éstos reciduos para la copecificidad del
anticuerpo. Los productos de degradacion de Tasw Enc y 1a Kiotor-
fina son demasiado pequefios para interaccionar en el sitio activo
del anticuerpo, puds se cree que ol silio activoe debe scer ocupado
por 5 a 8 residuos de aminodcidos. Por otra parite, el aumento en
el nmero de aminodcidos a Ja Met-Inc trae como consecuencia una
disminucion de la especificidad, asi lo muecstran los resultados -
de la Endorfina; de igual forma la reduccidn en el nGmere de -
aminoadacidos, como es5 el caso de la Tir-G1i-Cl1i hace que dste no -

sea reconocido.

En Ta tabla 7 se muestran los diversos RIE reportados en la
Titeratura. Si se realiza una comparacidn cn cuante a especifici
dad encontraremos que C8(60) es mids cupecifico para la Enc comple
mentaria en mas de 30 veces al RIL do Yang, 1.H superijor al de -
Childer, 21 veces mads especifico que ¢l-de Gros, 3. 15 y 9.9 veces
mids especifico a los RIE de Miller o de Rossicer. Si este mismo -
suero se compara con el cruece de A-Cndorfina tendremosque no cruy
za con ecste péptido existiendo ensayoes que si 1o realizan., Compa
rando por otro lado el sucro C14(160) en cuanlto al reconocimien-
to con la otra Enc, se tiene que supera en 1.12 veces al de Yang,
pero se ve superado por JTos RIE de Childer gque es 17.6 veces mas
especifico, 1.76, <€8.8 y 44.4 mis especifico el de Gros, Miller,
Akil respectivamente, mientras que el reconocimiento con la AEn-

dorfina estan tudos en el mismo intevvalo,




PEPTIDO
(Antigeno)

Met-Enc

Leu-Enc

Met-Enc

Leu-Enc

Met-Enc
Leu-Enc
Met-Enc
Leu-Enc
‘Met-Enc

Leu-Enc

Leu-Enc

TABLA 7.-

Animal Inmunizado
y conjugado ©

Conejo
-succinil
+succinil hemo-

cianina a poli-

l1isina, CDI

Met-fLnc

Conejo
-Hemocianina,
Ch1

Conejo
-Hemocianina
glutaraldehido

Conejo
-Hemocianina,CDI

Conejo
-ovoalbumina, CDI

Conejo

-ovoalbumina, CDI

Conejo
-ASA,glutaralde-
hido

Radioimnoensayos para
Radioligando

v métododde

Sensibilidad

marcas

(3H)-Met-Enc < 0 proles
(3H)—Leu—Enc ¢ 2 pmoles
(3H)-Met—Enc € 10 pmoles
(3H)Y-Leu-Enc % 1 pmol
;-‘,onolodo125 €20 fmoles
let-Enc

-L. perox.
Monolodol9® £ 20 frmoles
Leu-Enc

-C1. T,

(a1 o4

1{“’I—Met-Enc 10 fmoles
-C1. T,

2

1‘SI—Leu—Enc 10 fmoles
(3H)-Met-Enc 1 piol
(3H)-Leu-Enc 1 pmaol

o

1“SI—Leu-Enc 2 fmoles

-C1. T.

Encetfalinas

toanecificidad
Gtre tn- trdoriinas
cefaltina

107 A B {4)
L 0.5 B-end (neg)

£0.5¢ B-end (neg)
5% & 4 B{0.1%)
7. & 4 B(0.1%)

1% B-end (neg)

{1, B-end {neg)
0.2 B- o (0.2-0.4%)
55 B- (0.2-0.4%)
3% B- o&( 0.1%)

Referencia

Yang et al
1977,71978

—
[Co ¢t
~3

ng et al
7, 1978

Childers et al
1978

Childers et a

1878

Gros et al
1978

Gros et al
1978

Miller et al

1978a, b.
Miller et al
1878a

Akil et al
1978

Akil et al
1978

Rossier et al
1977a

v
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TABLA 7.~ Radioinmunocensayos para Encefalinas,

a.- Los datos mostrados, ejemplifican varios tipos de RIE con suc
ros especificos para las Enc, se muestra la relacion en cuanto a

procedimientos de inmunizacidon, preparacion del antigeno y sensi-
bilidad del ensayo., LEsta tabla no incluye todos Tos RILs que uti
1izan comunmente un suero especifico caractevicado con propdsitos

de inmunoprecipitacidn o inmunocitoquimica,

b.- Abreviaturas: DB-end = B-endorfina: -end - -endorfinas

[ 4
Mot-Enc = Mot -encefalinay; Leu-Cnc = Leu”-encefalina.

c.- En primer lugar se dan las moléculas acarreadoras, y después
el agente acoplante. FEn la mayor parte los conjugados son emulsi
ficados cén adyuvante completo de Freund. Detalle de los protoco
los de inmunizacidn aparecen en las referencias.

Abreviaturas: CDl = i, etil 3(3dimetil-amino propil) carbodiimi-

da, ASB = Albumina d¢ suero bovino.

d.- Métodos de iodinacidon CIT = métado de la cloramina T

Lperox - métodeo de Ta lactoperoxidasa
e.- Cuando no se especifica en las refercncias, el dato es obteni
do de las curvas estandar a 207 de desplazamicento de trazador uni

do.

f.- Neg - negativo (no dan dato numérico).
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La especificidad de ambos sueros, C8(60) y C14(160), permite
realizar un adecuado veconocimiento inmunoldgico de las Enc en -
muestras bioldgicas. Como lo mucstran las figuras 27 y 28 en que
se tiencn curvas paralelas entve los patrones y las de extractos
de tejido, demostrando que los sucros estin detectando determinan
tes antigénicos similarces, o cuando menos, los cuales no pueden -
distinguirse del comportamiento de las Unc. Pero por otra parte,
en que las curvas son paralelas la afinided del Ac por éstas molé

culas es distinta.

Existen wmuchas otras sustancias opioides que pueden interac-
tuayr con los Ac descritos, como la dinovfina, B-endorfina, D-A]a2~
Enc entre otras muchas, pero las posibilidades para realizar os-

tas pruebas por el momento estdin limitadas.,

Un dato de importancia en el RIE e¢s la sensibilidad, en el -
caso de la Leu-tnc para el suero C8(60) y para la Met-Lnc con el
suero C14(160), se tiene una sensibil<dad de 100 pg, esto signifi
ca que pueden ser delectados 0.18 pmol de Leu-Enc y 0.26 pmol de
Met-Enc por tubo, comparando los resultados con otros ensayos que
utilicen Enc tritiada como radioligandu, tendremos que la sensibi
Tidad obtenida para el RIE de Leu-Unc es mayor que la reportada -
por Childers y col. (1978) y semejante a la reportada por Akil y
col. (1978); mientras que para el RIE de Met-Enc la sensibilidad
obtenida es mayor que la publicada por Yang ct al (1977), Childers
y col. (1978) y Akil y col. (1978). La utilizacidn de un radio-

. o - [ .
ligando de alta actividad como 1o seria el 251 traeria un aumen-

to en la sensibilidad entre 20 y 50 veces (Gros et _al 1978), y sc
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o  PRIE desarrollados seoria de
0os RIL mas sensibles, son los
La utilizacidn de déste -

aumento en la precision,

con un radioligando tritiado

Timitante, con ¢l fin -

tenery que canbiar de marca ra

jones difervenciales tanto a -

iecmpos largos. Con estos en-

precisién, sin que se aumen-

presentd principalmente por

nte radioliticos, que no se -

ermanccen on forma libre o -

fendrmeno trae como consecuen-

UL, o en ambos, de forma -

ensayo, interfiriende de tal

resente un comportamiento in-

« valores de interferencia

o productos que permanecen en

en forma libre o unida inespe

e exisle la posibilidad de que

cmejante o superior por el -

sulfoxido de la Met-Enc, y que si bien se estdn formando productos

que no

oxidacién que

radioliticos (King y Millar

del

reconoce

inmunogeno oxidado en

el Ac, también se es

contrarrestan ¢l efect

1980), e

¢l momento

tin obteniendo productos de -

0 negativoe de los productos -

stos Ac pueden ser producto -

de Ta emulsificacian.




Por otra parte cuando s¢ efectuan miltiples inmunizaciones,
es 1a produccidon de Ac con difervente afinidad, que puede causar -
muchos problemas. - Cn la figura 19 se encuentyra un suero con dos
grupos de Ac con diferente afinidad, presentandose ¢l mismo caso-
para toda la familia de suecros del €14, La produccidon de curvas
bifasicas pueden ser el resultado ademas de otros factores que a
continucacion se mencionan y que rvefuerzan la idea de tener dos -
poblaciones de Ac. Este tipo de curvas bifasicas resultan cuan-
do se toman ensayos fuera del equilibrio (Rodbard et al 1977), en
nuestro caso s¢ obtuvieron de ensayos realizados en equilibrio, -
coincidiendo tanto las curvas de incubacidon simultanea a 24 como
@ 48 horas. Por otra parte también se comprobé que no existe una
interferencia que perturbe el equilibrio. Este fendmeno se pre-
sentaria en caso de que el tiempo de incubacidn, en el procedi-
miento dg Ta separacicon entre la fase de ligando unido al Ac y el
Tibre, fuera muy larga. Se ha demostrado que con 20 minutos de. -
incubacion de la mezcla de reaccidn con ¢l carbdn activado-dextra
na a una concentracion del doble de la utilizada en nuestro ensa-
yo en pruebas con hormonas, no existe efecto alguno. En nuestro
caso, se observaron ligeros cambios a las dos concentraciones de
carbén aclivado-dextrana en incubacioncs durante 20 minutos. Al-
gunos aspectos tedricos de la cinética de separacion de la fase -
1ibre de la unida al aenticuerpo ha sido ampliamente estudiada por
Rodbard y Catt (1972). En nuestro caso, la proporcién de carbdn
activado-dextrana estd calculada para que de 3 a 4% del radioli-
gando 1ibre quede en la fase del sobrenadante (CPC), ascqgurando -
que el tiempo de incubacidn como la concentraciaon de la mezcla de

separacion, son las adecuadas para impedirv una interferencia por
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un segundo receptor.

Los datos obtenidos para las constantes de disociacion, va-
rian de una forma de representacidon a otra. Las diferencias exis
tentes entre ambos tipos de griaficas, son dibido a que las curvas
del tipo de Scatchard dan igual peso a todos los puntos, mientras
que las grdficas del tipo de doble reciproca dan wmayor peso a los

puntos que se¢ obtienen con mayor precisién en RIE. Esto va auna-

do a los errores dentro del ensayo.

Los resultados de la constante de disociacidn con la concen-
traciéon de los sitios activos (taeblas 2 y 4), nos muestran que -
para ¢l €8 en sus tres steros no cambia, pero existe un aumento -
en la concentracién de sitios activos alcanzando un minimo a los
60 dias, regresando a los 90 dias a un valor semejante al de los

45 dias. Observande la fiqura 16 en que se encuentra graficado -

la capoacidad de los suecros dol C8, se ve que existe un pico a
los 45 dias descendiendo lentamente a los 60 dias y posteriormen-
te a los 90 dias. ©[n éste caso el sucero C8(45) y €C8(60) combinan
la concentracidn de sitios activos con la constante de disocia--
cidén, al observar las grdficas de doble reciproca, para que la di
ferencia sea muy pequena entre ambas capacidades de Tos sueros.

E1 suero C8(90) posec una menor afinidad que el suero C8(45) y -
C8(60), ademds de una menor concentracidén de sitios activos que -
el suero C8(60), haciendo que su capacidad sea menor a Jlos otros
dos sueros. Mientras que para los sucros de Met-Enc, el suero
C14(160) tanto por su constante de disociacidén como por la cocen-

tracidn de sitios activos, supera a los otros dos sueros. Se ob-
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serva claramente ¢l cambio de la capacidad del suero C14(160) com
parandolo con Jos sueros C14(75), C14(105). atos Gl timos suerns
combinan la concentracion de sitios activos con 1a constante de -
afinidad para mentener su capacidad similar. Bajo estos datos, -
se tienen dos sueros para la Leu-Enc que combinando la concentra-
cion de sitios activos con la afinidad los hacen dtiles para el -
RIE, estos sueros son el C8(45) v C8(60). Mientras que para la

Met-Enc se tiene un dnico suero, que combina tanto la concentra-

cion de sitios activos como la afinidad y sensibilidad para que -

con é1 se pueda desavrollar un RIL.

Basdndose en el modelo matemdtico de la figura 9, se puede -
obtener la figura 13. s de dimportancia considerar éste punto, -
sobre todo para determinar el estado eu que se encuentre el radio
ligando, puesto que éste factor introduce una discrepancia o una
interferéncia en el ensayo. La variacion en la calidad del radiog
ligando, afecta la precisidn de Jos datos obtenidos, encontrdindo-
se que entre mds productos de la radiolisis, tenderd a disminuir
la unidn especifica y del control de precipitacion. Existe una -
Timitacidén al empleo de radioligando tritiado, principalmente de-
bido a la cantidad de productos contaminantes. La curva de la fji
gura 13 nos permite predecir el tiempo de utilidad de un radioli-
gando y con esto disminuir el nidmero de ensayos que fracasen, prin
cipalmente por la baja calidad de la 3“ Enc, por contaminacidn -

de productos que no son reconocidos por el Ac.

Para la purificacion parcial de las Lnc, se encuentra que la

recuperacidn de las columnas de Amberiita XAD-2 son satisfacto--
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rias, eliminando una serie de componentes que interficren en forma
jnespecifica con ¢l ensayo {(ver figura 26). La cantidad de Enc en
las 5 regiones del cerebro ensayadas, tud mayor en el Estriado, -

pero al relacionar esta cantidad con el contenido de proteina, se

ve cvidentemente disminuida la proporcion que guardeba con las de-
mds regiones. Este mismo problema pucede presentarse en la determi
nacidén de la cantidad de Enc en muestras bioldgicas. Para impedir
tal efecto tanto en las muestras bioldgicas, como en los patrones,

son tratados en la misma forma.

La cantidad de Encefalina en el tejido estd representada en -
la figura 27, en ella se encuentra cexpresada la cantidad de Leu-
Enc y Met-Enc. Se puede observar en forma comparativo los valores
obtenidos por varios autores, asi como la relacidn existente entre
Met-Enc y Leu-Enc en las diversas regiones. Existe una gran dife-
rencia entre los diversos protacolos seqguidos por varios autores,
tanto en la forma de realizar la disecccidn, como de Ja forma de ex
traer las Etncefalinas y de evitar su degradacidn, tLa técnica uti-
lizada para la discccion de las diferentes regiones es la de --
Glowinski e Iversen (1966), que es la utilizada por Ya mayoria de
los autores, miecntras que la técnica de Palkivits (1973), es utili
zada por Kobayashi y col. (1878). La forma de extraccidon de las -
encefalinas y de prevenir la degradacion va desde ¢l uso de dcido
acético 1 N al uso de HCY, de dcido tricloacético y microondas.

La mayor cantidad de Mect-Lnc por mg de proteina, fué encontrada en
el Estriado, el cual contiene una zona rica de Fncefalina, que es
nl Globus Pallidus. Mientras que para la Leu-Enc se encontré que -

el Hipotdlamo es el que contienc la mayor cantidad, siquiendole en
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cantidad el Estriado (figura 27). [n generval los datos obtenidos
para ¢l suero C8(60), son mis altos que los reportados en la bi-
bliografia, de igual forma se encucentra para ¢l suero C14(160), -
pero a diferencia del anterior Yang (1977) obtiene valores mds -
altos para el Hipotdlamo y para ¢l Estriado. Comparando entre -
los diversos autores los datos no coinciden, siendo ¢l caso de -

Gros (1978) el que obtiene las cantidades mds pequceias.,

La relacidén entre Met-Enc y Leu-Enc varia de region a regidn
ésta es mayor en el Hipotdlamo, 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 lTa cantidad de Leu-Enc o de Met-Enc, se estd hablando
de una sustancia que es reconocida por ¢l anticuerpo. existicendo
la posibj]idad de una molécula con un determinante antigénico pa-
recido o igual, que sca 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 interensayo para el RIL de Met-Enc fué de 4.50%.

Existe un fendmeno de dilucidon en RIE que es limitanle en és
ta técnica y sc debe principalmente a que sélo una porcidn del Es
triado contienc la Enc, mientras que el resto unicamente aporta -
al contenido de proteina. Por otro ltado existe una limitacion en
cuanto al uso del RIE, ésta es la incapacidad de sequir el curso
temporal de las Enc, ya que las muestras bioldygicas que se obtie

nen tienen que ser procesadas, durante la cual sc destruye la es-




tructura anatémica de¢ la reqgidn

. Por otra parte existe una limi-

tacion en cuanto a la sensibilidad de un RIE sobre todo en rela--

cidén al cambio que-es posible d

estén por debajo de éste valor,

ctectar en mucestras biolégicas que

Se sabe que en experimentos de -

T1iberacidn de encefalinas, la cantidad de Enc liberada va de 0.5

a 5% de la cantidad de Enc por

regidn.

Lstos valores lTimitan el

el uso de la técnica a las regiones de alto contenido de Enc, que

presentan un cambio significativo.

Una vezque so lan caracter
RIE, pueden ser utilizades en o

RIE, Entre éstas tdécnicas dest

izado los sueros por medio del -
Lras técnicas que complementan al

acan la Inuunocitoquimica y la Cro

motografia de afinidad. La primera cubre algunas limitaciones -

del RIE, Ta inmunoadsovcidn en

precipitqcidn permiten una alta
o paso de fraccionamiento. En
td enfocado en el desarrollo de
las mismas en el estudio de los

te y liberacidon neuronal de las

columnas de afinidad o la inmuno-
purificacién de las Enc en un sé-
la actualidad, nuestro trabajo es
estas técnicas, y el empleo de -
precursores metabolicos, transpor

Enc .,
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