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INTRODUCCION.

Se ha demostrado que las prostaglandinas estan involucra-
das en algunos aspectos de la fisioiogia ¥y patologia pul-
monar, Las prostaglandinas E y F (PGE yPGF) se liberan en
el pulméh_bajo la accich de estimulos tales como hipoxia,
hiperinflacich, anafilaxis, embolia y edema pulmonar(l'Z)
En condiciones normales el pulmdn es capaz de degradar
prostaglandinas con bastante rapidez; las prostaglandinas
E y F del torrente circulatorio se metabolizan e inacti-
van casi totalmente a su paso por el pulm6n (3’5)..

Sin embargo antes de” inactivarse ejercen diversas acclo-
nes sobre el mfsculo liso y los vasos sangufneos del dr-
bol bronquial (6-10).

Las PGE producen vasodilatacién arteriolar y broncodilata
cién, las PGF tienen accién constrictora sobre vasos san-
gufneos y misculo liso bronquial (11).

Las PGF pueden contribuir en forma importante al sf{ndrome
de insuficiencia respiratoria idiopética del recién naci-
do, ya que son broncoconstrictoras y causan también
constriceidn arteriolar; pueden producir una disminucidn
en la ventilacidn por la broncoconstriccion y en ia oxige

nacifn de la sangre, por la disminucibn del riego sanguf-

neo pulmonar consecutivo a la constriceidn arteriolar,



Como en el sfndrome de insuficiencia respiratoria idiopdti-
ca se produce hipoxia, se puede desencadenar un cfreulo vi-
cioso que incluya: hipoxia —s aumento de PGF—sconstriccich
arteriolar pulmonar y de misculo liso brongquial, por lo tanto

mayor hipoxia.

Dada la importancia de estas sustancias en la clfnica, fue
necesario el montaje de una tédenica para su determinaciéh,

siendo esta el radioinmunoandlisis.

Igualmente se determinaron los valores de referencia de
PGE y PGF en reci€nh nacidos con apgar mayor o igual a 8 al

minuto, como un primer paso en el estudio de estos mecanismos.



GENERALIDADES
Qufmica de las prostaglandinas.

Las prostaglandinas (PG) se conocen desde 1930, habiéndo-
se estudiado sus actividades farmacoldgicas: vasodepreso-
ras y estimulantes del misculo liso, a partir de semen hu
mano, semen y gléndulas vesiculares de animales (12). Von
Euler establecid el nombre genérico de las prostaglandi-
nas basado en la suposicién de que éstas eran secretadas
por la préétata. Bergstrom en 1963 dedujo su estructura

(13) , ,
quimica relaciondndola al acido prostanoico (Fig. 1).

Fig. 1. Acido prostanoico. Estructura hipotética con la
-suel oo relacionan las prostaglandinas.

Todas ellas poseen veinte 4tomos de carbono, con un anillo
de 5 miembros al que se unen dos cadenas en carbonos adya-
centes, de siete y ocho &tomos respectivamente, estando

presentes en la primera cadena el grupo carboxilo y en la

segunda un grupo hidroxilo (Ci5).



En la actualidad se clasifican en dos formas:

(14). La primera se debe a la presencia

familias y series
de los grupos funcionales, unidos al anillo localizados en
las posiciones C9 y C11‘ Los miembros de la familia A (PGA)
presentan un grupo cetdnico en el C9 y un doble enlace entre
los carbonos C10-C11 (Fig. 2), en la familia B (PGB) tienen
un grupo cetdnico en el C9 ¥y un doble enlace entre los car-
bonos 08-012; las PGE poseen un grupo ceténicb ubicado en

7y ¥y un hidroxilo en el C,,. Finalmente las PGF en los 09 y

~hiben dos hidroxilos.
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Fig- 2. Elementos de clasificacion de las familias de las prostaglandinas



Ia clasificacidn de las PGs en series, se debe al grado de
insaturacidn de las cadenas laterales, indicdndose con un
subindice la cantidad de dobles enlaces presentes en tales

cadenas (Fig. 3).

Ry

3 PGy
Ra
COOH
2 Rs PGZ
Ry
COOH-
Ry Ry PG3

Fig.3. Elementos ea la clasificacion de las prostagiandinas en series

Un tercer elemento estructural de identificacidn de las PGs
es la orientacidn del grupo hidroxilo del carbono ) en el
anillo, si se'encuentra en el mismo lado de la cadena que
"tiene el carboxilo se le designa con la letra griega alfa
(oc) y en caso contrario con la letra beta (B) (15),

(Fig. 4).
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Fig. 4. Caracterizacién estructural de las prostaglandinas

Bioquimica de las prostaglandinas.
Precursores.

Los precursores biosintéticos de las PGs son 4cidos grasos
libres, esenciales y poliinsaturados, de 20 dtomos de carbono
¥ que dan origen a las series antes descritas siendo: 8, 11,14

4cido eicosatrienoico (dcido dihomo gama linolénico) (Fig. 5)

(16-18)
1 il
trienoico (4cido araquiddnico) que da orfgen a la serie II

que origina la serie PG 5, 8, 11, 14- £cido eicosa-

que es la mds importante desde el punto de vista biolégico y

5, 8, 11, 14, 17- 4cido eicosapentanoico para la serie 3.
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Fig.5- Precursores que originan a las diferentes series de las
prostaglandinas.

Los reportes mds extensos sobre la sfntesis de PGs hechos

en ves{cula seminal y en pulmén. por Samuelsson y colabora-

(19-20) permiten establecer las necesidades bésicas,

(21): prostaglan-

dores
debido a la elevada actividad de sintesis
dina sintetasa (que es un complejo enzimdtico microsomal),
écidos grasos libres Qe veinte Atomos de carbono con tres o
mds dobles enlaces (el deido araquidénico es el mds abundan-
te), donadores de hidrégeno, oxigeno molecular y cofactores

(agentes reductores)'(zz"zu).

La sintesis de las prostaglandinas puede llevarse a cabo
(14)

en cualquier célula a partir de sus precursores » slendo

esto un factor limitante, generalmente la concentracidn de




dcidos grasos libres es baja y los fosfolipidos son ricos

(25)

en ellos, su liberacidn es catalizada por una fosfoli-
pasa bajo el est{mulo de agentes ffsioos, qu{ﬁicos, influen-
clas hormonales o neurohormonales (26’30). El inicio de 1la
reaccidn es por la introduccidn de oxigeno en los carbonos
Cy=C,, del dcido (Fig. 6), seguido de una ciclizacidn, cata-
lizada por la ciclo-oxidasa del complejo prostaglandina
sintetasa (31’33). En el siguiente paso el endoperdxido se
isomeriza (por medio de la endoperdxido isomerasa) dando

la PGE, o bien; se reduce ( con la endoper&iido reductasa)
para obtener la PGF (34‘35). Si el 4cido araquiddnico es

el precursor empleado se obtiene PGE, y PGFZOune son las

PGs mds abundantes en los mam{feros.
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Fig-6. Formacidn y degradacion de prostaglandinas E y F,
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Algunas drogas como la indometacina, el écido_acetil salicf-

lico y otras sustancias actlan como inhibidores de la s{ntesis

(36-40)

de PGs
Catabolismo.

Las transformaciones metabdlicas de las prostaglandinas
(L1-42)

son muy rébidés en h{gado ¥ en pulm6h siendo su

(43'46). Las reacciones catabdlicas

vida biolégica muy corta
‘ (47-49)

de las prostaglandinas son: oxidacidn en el C15
(con la enzima 15 deshidrogenasa), reducciéﬁ entre los carbo-
nos C13-014 (50'53); beta y omega oxidacidn (B y W-oxidasa),

(Fig. 7)

B oxidacion

\\\\\\\\\w
» COO0H

4

/5

o
t‘ oxidacion

()

OH
reducdon

Fig.7. Principales vias metabdlicas de prostaglandinas
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Los principales metabolitos de la PGE y la PGF2dl° son:
15 ceto-13, 14 dihidro PGE y 15 ceto 13,14 dihidro PGFZaf
respectivamente y que son excretados en orina como tales o

bien como los derivados 4cidos correspondientes.

La velocidad de secrecidn de las PG varia de 23 a 48 ug/24 hs
en las mujeres y de 109-226 ug/24 hs en los hombres (54).

Actividad fisioldgica de las prostaglandinas.

La importancia del estudio de estas sustancias, se debe al
hecho de que las prostaglandinas o los sistemas enzimﬁticos

de sintesis y degradaciéh se hallan en casl todos los tejidos
animales (55) y su concentracién o distribucidn se ha repor-
tado (56), ta}es razones hacen que las prostaglandinas parti-
cipen en funciones normales y patolégicas de los sistemas:
nervioso, cardiovascular, renal, respiratorio, hematopoyético,
endderino, reproductor, sensorial y gastrointestinal (57),
ademds tienen una relaciéh estrecha con el dolor y las reaccio-

(58)

nes inmunolégicas e inrlamatorias

La elevada actividad fisiolggica de las prostaglandinas se
refleja por el antagonismo que presentan las E y F,dada su
eétructura polar podemos analizar los efectos que presentan

£ (59)

estas dos PGs



12

Actividad de las prostaglandinas no polares contra las polares

(E > F).

Inhibe la secrecidn gdstrica.
Disminuye la presién sanguinea,
Relajan tiras del misculo liso de aorta,

Aumentan la natriuresis.

Actividad de las prostaglandinas polares contra las no polares

(F > E).

Efectos de infertilidad (provocando luteolisis en animales).
Elevacidn de 1la presién sanguinea en ratas.

Aumentan la constriccién de bronquiolos.

Generalizando los efectos antagénicos que pueden presentar

refiriéndose a las PGE, en animales completos se tiene:

Disminucion de la presidn sanguinea.

Incremento de la concentracidn del AMPc en trombocitos,
leucocitos, pulmones y ovarios.

Inhibicidn de 1la transmisiéh nerviosa.

Inhibicidn de la 1ipdlisis.

Dilatacién de bronguiolos.

Inhibicién de la congestidn nasal.

Aumento de la presidn ocular,

Incremento de la permeabilidad vascular.

Inhibicidn de la agregacién plaquetaria.
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E in vitro:
Inhibicidnh de las reacciones alérgicas.
Inhibicidn de las contracciones en tiras de uteros no

embarazados.

Finalmente efectos mezclados de las PGs E y F siendo PGE
:> PGF:

Incremento de la actividad uterina en el embarazo,
Induccidn del trabajo de parto.

E in vitro:

Contracciones del fieon del cobayo.

Contraccidn del colon del hamster.

Contraccidn del dtero de rata.

las prostaglandinas ademds. antagonizan ia acci&h de las

(60-61)
catecolaminas por la inhibicidn de 1la liberacidn de

(62) (63)

dstas o bien por la sintesis de las PGs , siendo

este un ejemplo de la retroalimentacion negativa que presentan

las prostaglandinas con otras hormonas,

Fisiolééicamente a las prostaglandinas no se les considera
hormonas ya que éstas se sintetizan en un tejido y son trans-

portadas hasta su sitio de acciéh, a diferencia de las PGs

que se sintet;zan y actdan en el tejido donde hacen falta (64).

\



Se han encontrado evidenclas de la existencia de recepto-
res para prostaglandinas unidos a la membrana de diferen-
tes tejidos (63- ), que pueden explicar'los mecanismos
de accidn de prostaglandinas, estos soﬁ de dos tipos de
unién, especifica e inespecifica, los primeros son depen-

dientes de Ca?t .
Farmacologia de las prostaglandinas.

Las prostaglandinas tienen una actividad farmacoldgica
variada, dependiendo de la prostaglandina de que se tra-
te, el tejido estudiado y también de la especie del ani-
mal de experimentacidn., En el corazdn ailslado de rata y
cobayo la PGE aumenta la contractilidad, ésta y la

PGF,, aceleran la frecuencia cardiaca, as{ mismo in vi-
vo la PGE provoca contracciones mds fuertes en mfisculo
cardidco. Ambas prostaglandinas citadas inhiben arritmias
cardiacas (67).

En los vasos sanguineos 1la PGFop ¥ la PGE tienen activi-
dades antagénicas, siendo la primera vasoconstrictora y
la segunda vasodilatadora, en cambio en vasos placenta-
rios tienen una actividad selectiva e inhiben la permea
bilidad capilar (68). Por lo tanto la PGE provoca, una
disminucidn en la presidn arterial, un incremsnto en el
flujo sanguineo y un descenso en la resistencia perifé%l

ca. As! la PGF,y antagoniza estas actividades de la PGE.

14



Las prostaglandinas inhiben la secrecidn géstrica, en
miésculo circular, la PGE disminuye la contraccidn,
mientras que la PGF2°cila incrementa, en cambio en las

fibras longitudinales las dos la incrementan.

En los pulmones las PGE prbvocan vaso y broncodilata-
ciéh, en tanto que las PGF,, producen vaso y bronco-

(6-11).

rd
constriccion

El miometrio tambi€n sufre la accich de las PGs, re-
flejandose como un aumento en la contraccidn de este
mﬁsculo, siendo mas potente la actividad de 1la PGFo 0
que la de las demds, Empleada para provocar abortos

en diversas etapas del embarazo siendo mas amplio su
uso en el primer trimestre, provocando el desencadena-
miento del trgbajo de parto. En ovario incrementa la
luteolfsis dando con ello una posibilidad de ser
empleados como anticonceptivos. Sobre tejido placenta-

rio actdan incrementando la constricciéh(69).

Las prostaglandinas inhiben 1la agregaciéh plagquetaria

provocada por la induccidn de adenos{n difosfato (ADP),

debido a que previenen la esferizacidn de las plaquetas,

que se presenta previa a la agregacidn(36-70),

‘Las PGE elevan la concentracidh del AMP ciclico por

estimulacidh de la adenileciclasa ¥ la PGFyq estimulan

15
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la formacidn de GMP cfclico; como la relacidn de éstos
dos nucledtidos cfclicos controlan la funcidn celular, pro
vocan por ejemplo, en misculo 1liso el AMP ciclico una re-
lajacidn y el GMP cfclico una contraccidn (71).

Las PGE, PGF;o ¥ PGFpy estimulan la liberacién de ACTH
in vivo.y las PGE in vitro la liberacidn de HC. La PGF
presenta una influencia muy importante én la liberaciéﬁ
de prolactina y gonadotrofinas, la PGE provoca un aumen-
to en la secrecidn de tirotrofina e incrementa la libera
cidn de hormona luteinizante (4?).

A las prostaglandinas se les involucra en el metabolismo
del calcio, pudiendo participar en la liberacidn de cal-
cio de los huesos. También estéh asociadas con la l1libera-
cidn de insulina, potenciando la 1liberacidn de glucosa y
glucagon, inhibiéndose la concentracidn de glucosa por el
empleo de inhibidores de la sintesis de prostaglandinas,

tales como el 4cido acetil-salicflico y la indometagina.

La PGE antagoniza la respuesta presora, presentdndose en
este caso un ejemplo del fendmeno de retroalimentacich
ya que al estimular una terminacidn nerviosa se libera
PGE, produciendo ésta una inhibicidn de la sfintesis de

(72)
noradrenalina .

En el rifidn las PG regulan la microcirculacidn, reabsor-



cidn de agua y la excrecidn de sodio y potasio, la secre-
; .
cidh de renina provocada por infusidn de deido araquiddii

co en conejos, efecto,que se inhibe con indometacina,

17



ANALISIS RADIOINMUNOLOGICO.

Los procedimientos de cuantificacich de sustancias quimi-
2 ! . s

cas en muestras biologicas son diversos y varfan su sensl

bilidad., Se muestran a continuacion lfmites de deteccidh

para diferentes procedimientos y la naturaleza del andgli-

- (73)

sis .
ANALISIS SENSIBILIDAD TIPO DE ANALISIS
(moléculas)

Espectroscopfa IR 1015 No destructivo
Espectroscopfa UV v 1015 No destructivo
Absorcion atdmica 1013 Destructivo
Emisidh a la flama 1013 Destructivo
Cromatograffa de 1013 Destructivo
gases
Radioisdtopo ke 1011 No destructivo
|RadioisStopo Jm 109 No destructivo
Radioisdtopo 32p 6x106 No destructivo

Las prostaglandinas son sustanclas que estdn presentes
en cantidades muy pequenas, los métodos que se han
empleado para cuantificacidn son diversos y su sensi-

bilidad diferente, en cuanto a las dificultadés que se
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han presentado pueden hacer impropio el uso de uno uw
otro método por su falta de sensibilidad, especificidad
incapacidad de cuantificacidn de alguna PG o bien; que
sean demasiado lentos y laboriosos(21).

A continuacion se enlistan los procedimientos mds co-

minmente empleados junto con sus caracteristicas.

PGs Ensayo Sensibilidad
(g/ml)

E, F, A Bioensayo 10'9
E, A, B Espectrofotometria

ultravioleta (278 nm) 10-6
E Espectrofotometria

de fluorescencia 10'6
E, F, A Beterminacidn enzimdtica

Cromatograffa de gas 10-9
E,F,A,B Detector de ionizacich de

flama 10-7
E,F,A,B Detector de captura de

electrones 10-10
E,F,A,B Detector de espectrdmetro

de masa 10-10
E Método de protefnas receptoras| 10-11
E,F,A,B Radioinmunoandlisis 10-11

El anilisis radioinmunoldgico es una técnica de deteccidn
y cuantificacidn de sustancias en muestras bioldéicas, en

la que se aplican las reacciones inmunoldgicas empleando



sustancias en cuya estructura se preseatan 1sétopos ra-
diocactivos como trazadores. Este procedimiento suele te-
ner las caracterf{sticas de ser muy sensible, especifico
y sencillo de realizar. Sus limitaciones estriban en dos
situaciones diferentes: la primera, que se trabaja con
material radiocactivo y se deben extremar los culdados en
el manejo de tal material ¥y la segunda es que.el costo
inicial del equipo empleado es elevado, y por tantp no
esta al alcance de cualquier laboratorio, pero la infor-
macion que proporciona es de gran utilidad en la clinica
de los enfermos, apoyando los criterios médicos en el

tratamiento de muchas enfermedades.

El andlisis radioinmunoldgico (cominmente conocido como
RIA o radioinmunoandlisis), sigue las bases establecidas
por Berson y Yalow en 1959 (74), cuyo fundamento se basa
en la competencia que se presenta entre un antigeno de
origen natural y un antigeno en cuya estructura tiene un
isdtopo radioactivo como trazador, por un anticuerpo espe
cifico para formar un complejo antigeno-anticuerpo., Tal

reaccidn se esquematiza a continuacidn:

Ag Ag-Ac

*ag *ag-Ac

20
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Ag representa el antigeno natural, +Ag es el antigeno marcado.
Ac es el anticuerpo especifico de los antigenos, +.Ag-Ac es el
complejo formado por el ant{geno marcado con el anticuerpo

vy +Ag es una fraccidn libre que no alcanzd a desplazar el Ag

natural, del complejo Ag-Ac.

El procedimiento de cuantificacidn de las sustancias, emplean-
do RIA no mide las cantidades absolutas de estas, sino que par-
tiendo de la premisa de que las afinidades de los'antigenos

(Ag ¥ +Ag) son iguales si se mantienen las mismas cantidades

de *ag y Ac, puede introducirse un factor de inhibicich de

la formacidn del complejo +hg-Ac, por un aumento del antigeno
natural o un antigeno usado como estdndar, de tal manera que
con los datos de radioactividad obtenidos en diferentes grados
de inhibicidn con el estdndar, puede referirsé a estos la
concentracidn de una muestra analizada en forma simultdnea a
la inhibicidn en la unidn del +Ag ya descrita, ya que la
radioactividad en el complejo es inversamente proporcional a
la concentracidn del Ag inhibidor (concentracidn del esteandar),
de ahi que la cuantificacidn de las sustancias en muestras

bioldgicas usando RIA sea relativa o no absoluta,

Caracteristicas del radioinmunoanilisis.

En el RIA se establecen una serie de registros o controles

para mantener un dominio esencial del procedimiento, a saber:



Cien por ciento de radioactividad (100% de R), este es un
control que permite conocer la actividad del *Ag que se

le agrega al sistema.

Cien por ciento de unién del anticuerpo (100% U), éste re
glstro permite conocer la capacidad de uniéﬁ/que tiene el

Ac por el Ag.

Unidn 1nespec{fica del anticuerpo, el cual permite valo-
rar la'capacidad'del Ac para unirse a otras sustancias

que no sea su ant{geno especffico.

Curva estéhdar. esto sirve para establecer rangos diferen
tes de unidn-+Ag -Ac por la inhibicidh‘de tal unidn, va-
riando las concentraciones del Ag inhibidor pudiendo en-
tonces construir una grdfica de porciento de unidn ‘tAg-
Ac contra la concentracidn del inhibidor e interpolar
valores de & de unidn obtenidos para una muestra de con-

(75)

- rd
centracion desconocida .

1a reaccidn de formacidn del complejo Ag-Ac es un equili-
brio dindmico por lo que precisa de un adecuado periodo
de incubacidn que permita alcanzar el equilibrio ndximo
en ésta formacidn. Para su cuantificacién se hace impres_

cindible 1la separacién de este complejo de la fraccidh
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no unida, el método de separacidn empleado debe ser compati- -

ble con la persistencia del complejo formado.
Las .t€cnicas de separacidh mds cominmente empleadas son:

Cromatoelectroforesis.-Pueden contribuir en forma importante
las técnicas de cromatograffa en papel o electroforesis en
acetato de celulosa para separar los antIgenos libres y los

_comple jos formados (76).

Precipitacidn con sales o disolventes orgdnicos.-Las solucio-
nes salinas mds frecuentemente usadas éon de sulfato de sodio,
sulfato de amonio y sulfito de sodio, de los disolventes,

acetona, alcohol y dioxano.

Adsorcidn del-Ag o del Ac a particulas éélidas.-Los adsorben-
tes mds comunes son: carbdn, talco, silicg, celulosa, resinas
de intercambio idnico que no son ciertamente especfficos

para el Ag, modificdndose esto por la-adicidn de otra sustancia

(dextran o albimina) que permite solo la adsorcioch del Ag.

Adsorcion del Ac a superficies sdlidas.-En esta técnica el
‘anticuerpo estd fijo o adsorbido a materiales pldsticos lo
que permite al Ag unirse para formar el complejo y por d;cén.

tacidn se elimina el Ag libre.



Filtracidh en gel.-La diferencia en la velocidad de paso
del Ag y el complejo Ag-Ac permite separar estos dos por

filtracidn en Sephadex, debido al distinto tamafio molecular
de las dos especies, pasando mds rapidamente el complejo

que el Ag.

Precipitacidn inmunoldgica o doble anticuerpo,-Esta técnica
estd basada en un aumento del voliUmen molecular del complejo
por una segunda reaccidn inmunoldgica actuando el complejo
como Ag y un segundo anticuerpo, precipitdndose esta masa,
pudi€ndose aumentar la precipitacidn por una ulterior centri-

fugacidh.

Para asegurar un perfecto procedimiento de RIA se han estable-
cido reglas precisas del control de este método y que a con-

tinuacidn se enlistan,

Precisidn: Puede definirse como el grado de variacidn en la
cuantificacidn repetida de una misma nmuestra alrededor del

valor promedio.

Variacich intra-anflisis: Es un indicador de la precisidn
y reproducibilidad en la medicidn de una misma muestra a lo

largo de un radioinmunoandlisis.

Variacidn inter-andlisis: Es la medida de reproducibilidad

de una misma muestra a través de diferentes andlisis.



25

Sensibilidad: Es la mf{nima dosis detectable que es signifi-

cativamente diferente de cero.

Especificidad: Puede definirse .como el reconocimiento selec-
tivo de la estructura a espudiar que desea cuantificarse
sin interferencia de estructuras anﬁlogas u otras sustancias

presentes en la muestra,

Exactitud: Es el grado de acercamiento entre el valor obte-
nido a traves del radioinmunocandlisis y la concentracich

real de la muestra.

Existen elementos que coadyuvan a garantizar la confiabilidad
del método, este es meramente la aplicacidh estadistica a
los datos obtenidos, que confieren con los elementos aporta-

dos, criterios de aceptacidh o rechazo del proceso,



26

CENTELLEO LIQUIDO.

El centelleo 1fquido es un método empleado para la deteccidn
de radiaciones de baja energia (radiacién B). Su principio se
basa en las interacciones que se presentan entre una sustancia
radioactiva distribufda uniformemente en el seno de un 1l{quido
de centelleo y sus constituyentes.(Fig. 8). La composicidn

del 1{quido de centelleo, bdsicamente estd{ hecha de una mezcla
de un disolvente y un soluto, él primero excita sus electrones
moleculares en presencia de radiacidn beta, esta excitacidn se
transmite al soluto el cual actfa como un emisor de fotones,
quienes se captan con la ayuda de un fotomultiplicador, el que

(73)

transforma la sefial luminosa en una seflal el€ctrica

o + 00 — 00 Rodiacion beta (=)

. Emisor
o + 00 — @ + O)é):))

o0 + O)))) — C() O)))} ml:s disolvente
on—-on & O

O+ (O - ON O ©° O
{© - (© ©

Fig.8. interacciones que sepresentan en el proceso de centellieo Ifqufdo
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Caracter{sticas del proceso y de sus componentes,

Para que el proceso sea correcto, la muestra a contar deberd
reunir las sigulentes caracteristicas}.que sea estable durante
un perfodo de tiempo suficientementelamplio de almacenaje y
conteo, que. la eficiencia de conteo sea compatible con la acti-
vidad de la muestra y'e} tiempo de conteo, .la obtencidn de los
datos con exactitud estad{stica razonable, la eficiencia de
conteo sea reproducible y guarde relacidn al blanco, sin repe-

ticiones o demasiadas manipulaciones.

Ias bases que se tienen que tomar en cuenta son; las activida-
des del material, precisi&n requerida, nimero de muestras que
se indluyan, el tipo de informacidn esperada y un tiempo de

preparacidn de muestras disponible.

Las muestras que son susceptibles de cuantificar por medio del
proceso de centelleo 1iquido pueden tener en su estrurtura
los isdtopos radioactivos m&s comunes y se muestran a conti-

.

nuacidh:
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S{mbolo Isdtopo Vida media Energfa max.
afios dfas (meV)

N Tritio 12.3 0.018

the Carboro-14 | 5,568 | o.155

90sr | Estroncio-90 | 27.7 0.545

32p | Fosforo-32 | 14.3 1.71

355 Azufre-35 89.0 0.167

45Ca Calcio-45 165 0.254

Isdtopos que emiten radiaciones beta.

Los elementos que constituyen el 1liquido de centelleo deberdn
ser de elevada pureza, "grado centelleo", La eleccidn del
disolvente estd limitada por la presencia de electrones mole-
culares para ;u excitacidn con la radiaciéh, el tiempo de dura-
ci6h del estado de excitacion molecular deberd ser adecuado
para asegurar una mayor transferencia energética del material
radioactivo al emisor, el disolvente y el emisor deberdn ser
fisica y quimicamente compatibles entre sf y con el material
radioactivo, tendrd que comsiderarse costo y- disponibilidad

(77). Los

en el marcado ademds de no ser quemiluminiscente
compuestos aromdticos son de uso comin en el centelleo lfquido
debido a que poseen elevada eficiencia en la transferencia

“de energia; pueden usarse disolventes puros para muestras solu-

bles en ellos, o bien; estos mismos disolventes y un agente

emulsificante para muestras acuosas.
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Campo de centelleo del foton
e
3
-]
[-3
[ -3
2
°
$
a

concentracion

concentracidn optima

autoextincién

soluto

Zonas de la concentracion

Fig.9. Zonas de actividad del soluto en funcidn a su concentraoidn

Las sustancias de mayor uso como emisores son compuestos

. s . s
conocidos quimicamente como oxazoles y oxadiazoles, se

les nombra empleando las abreviaturas de sus nombres

'quimicos, como se ve en la figura 10.
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OL-0

2,5—difenil oxazol PPO

] |
/'L-@—k
0 Ng (]
(2,6~ bis (5~ terbutil-2 benzo oxazol)-tiofeno) PBOT
—N : :
/
o
2-(4—bifenil) -5 (p—terbutil- fenil)-1,3,4-oxadiazol
Butil-PBD

C(CH3)3

Fig.10. Centellodores primarios, longitud de onda 360~ 400nm.

Dicha figura muestra las estructuras semidesarrolladas de
los centelladores primarios (cuya longitud de onda de
fluorescencia esta entre 360 a 400 nm) y en la Fig. 11

la estructura, nombre quimico ¥y abreviatura de los cen
telladores secundarios (longitud de onda de fluorescen-

(78)
cia entre los 400 a 420 nm) .
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CHy CH3
OUOUQ
' 0

1,4 Bi(2-(4-metil-5 feniloxazolll))-bengeno
('dimetil POPOP)

A

2-(4'-bifenil)l-6~fenil-benzoxazol

O_t“ B (PBBO)
0
,. CHg s
(2-(Naftil)- 5~ feniloxazol ) »
e ol ool

(p-bilo-metestiril )benceno)
(Bis-MSB)

Fig.11.Centelladores secundarios con longitud de onda de 400-420 nm.

En las siguientes tablas se muestran las caracterfsticas

de los centelladores.

. PICO DE CAMPO | CONCENTRACION

TIPO | EMISOR | FLUORES |DECAIMIENTO| DEL OPTIMA
CENCIA FOTON (g/1)

P .

R PPO 375 1.4 0.83 3.8

T ]

.’;_I BUTIL | 385 1.0 0.69 6-12

= | PBD

I

o . -

s PBD 375 1.0 0.69 8-12




PICO DE CAMPO | CONCENTRACION
TIPO | EMISOR |FLUORES |DECAIMIENTO| DEL OPTIMA
CENCIA FOTON (g/1)
‘8. PBOT LVYS 1.6 0.61 0.2-0.%
E
C .
U POPOP 415 1.5 0.93 0.2-0.6
N
D
A DIMETIL| 427 1.5 0.93 0.2-0.6
R POPOP
I
o
S o NPO Loy 2.1 0.94 0.2-0.6

Enmascaramiento de la energfa "quenching".

Este fendmeno es muy comin en el centelleo 1fquido
bfsicemente es la reduccidn de fotones que logra detec-
tar el fototubo, puede deberse a cuatro causas importan-

tes:

Impurezas contenidas en la muestra que compiten con los
centelladores por la energfa transferida al

disolvente.

Color presente en el 1fquido de centelleo que absorbe

los fotones producidos en el seno de é1.

Dilucidn del emisor, que no consigue transformar toda la

energia transferida por el disolvente,

~
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Absorcidn de radiaciones beta en el caso de que no haya un
{ntimo contacto estable o ffsico de los componen
tes del 1fquido de centelleo con la muestra ra-

dioactiva.

En el presente trabajo se consiguid disminuir la influen-
cia del enmascaramiento empleando la técnica.del estdndar
externo que se describe en el capitulo de material y métg

dos.
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MATERTAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Se estudiaron los niveles plasmdticos de prostaglandinag
E y F de 100 recién nacidos cuyo parto fué eutdcico. Las
calificaciones de apgar de éstos nihos variaron entre 8 ¥y

9 al minuto.

Se recolectaron 10 ml de sangre del cordén umbilical al
momento de seccionarlo, recibiéndose &sta en tubos de eg
sayo.
Los procedimientos empleados para cuantificar)la PGF son
(80

una modificacidn de las técnicas de Jaffe -, Levine
(81) (82)

y Caldwell ; para la PGE es de acuerdo a los me

(83) (84)

todos descritos por ‘Levine ¥ Gutierrez-Cernosek
adaptados por Clinical Assays y presentados en un estuche

comercial para realizar 200 pruebas.
MATERIAL DE LABORATORIO
Equipo

Centrifuga refrigerada para 6000 rpm y -10°C.
Colector de fracciones refrigerado y automidtico.
Contador de centelleo lfquido Beckman IS-250,
Teletipo con impresor,

Microbalanza.



Dispensadores de liguidos automdticos.
Agitador de tubos tipo vdrtice,

Parrillas eléctricas con agitador magnético.
Banos. de agua a temperatura constante.
Congelador de -20°cC,

Cuarto de incubacién 4°c.

Evaporador de 50 muestras JIL.

Equipos de presidh positiva para cromatograffa en co-

lumna JIL.

Potencidmetro marca Beckman, con microelectrodos.
REACTIVOS

Acido acetil salicilico
EDTA

Eter de petrdleo
Acetato de etilo
Isoprbpanol

Acido clorhfdrico
Metanol

Benceno

Hidrdéxido de sodio
Acido acético

Tolueno

Tritdn X-100
2,5-difenil oxazol (PPO)
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2,2'-p-fenileno (4-metil-5-feniloxazol) (dimetil POPOP).
Estuche gomercial Clinical Assays para andlisis radioinmu-
nolééico de prostaglandina F que contiene:
Antisuero ;iofilizado de prostaglandina
Esténdar de prostaglandina liofilizado (2400 pg/ml).
Suero normal de conejo liofilizado
Suero de carnero anticonejo liofilizado
Estdndar de PGFpo tritiado (2 pCi) y liofilizado.
Solucicn de amortiguador Tris.
Gelatina,
Estuche comercial Clinical Assays para andlisis radioinmu-
noldgico de prostaglandina E que contiene:
Antisvero de prostaglandina B liofilizado.
Estdndar de prostaglandina B liofilizado (40 ng/ml).
Suero normal de conejo liofilizado.
Suero de carnero ant;conejo liofilizado,
Estdndar de PGB tritiado (2 nci) y liofilizado,
Solucidn de amortiguador Tris.,

Gelatina.



PROCEDIMZENTO

La muestra se recibid en tubos de ensayo frfos, los cua-
les contenfan 0.1 ml de una solucidh con 5 mg de dcido
acetil salicflico disuelto en 1 ml de agua destilada y
0.1 ml de una s&luciéh de 70 mg de ENTA en 1 ml de agua:
agitéhdose por inversidn 5 veces, conservdndose en hielo
10 a 15 minutos hasta su centrifugaciéh para separar el
paquete celular del plasma a 2500 rpm y 10°C durante 10
minutos. El plasma ya separado fué congelado a -20°C has
ta su anadlisis, siendo procesado en un lapso de tiempo

no mayor a una semana, (Fig. 12).

METODO
1. OBTENCION DE LA MUESTRA

W

SANGRE
EDTA

AC. ACETIL
SALICILICO .
2600 rpm —14°cC
10 min.
10° C

Figura 12
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El método para la cuantificacidn de prostaglandinas plasmd-
ticas contempla tres pasos importantes: a)la extraccidn de
las prostaglandinas del plasma, b)la purificaciéh de las
mismas y c)la cuantificacicn por radioinmunoandlisis, a con-
tinuacidh se describen las etapas del proceso antes mencio-

nado,
Extraccidn,

Para eliminar 1{pidos neutros y protefnas que pueden inter-
ferir en el andlisis debido a la competencia de la albfmina

¥y el anticuerpo por las prostaglandinas (85), es preciso

hacer la siguiente extraccién. En tubos de ensayo de 15 x 100
mm debidamente rotulados se mide 1 ml de plasma, se le agregan
3 ml de éter-de petrdleo agitdndose meéénicamente. Al separar-
se las dos fases,la etérea se elimina por succidn con vacto ,
a continuacidn se afladen 3 ml de una mezcla de extraccidn

que contiene acetato de etilo-isopropanol-£cido clorhfdrico
0.2 N en proporcion 3:3:1 respectivamente; agitéhdose vigoro-
samente durante 15 segundos,Aal té}ﬁino de este tiempo se
miden 2 ml de acetato de‘etilo ¥y 3 ml de agua destilada, se
repite la agitacidn y se procede a centrifugar los tubos
durante 10 minutos a 2500 rpm y 10°C. Se toman 3.5 ml de la
fase orgéhic; en un tubo de ensayo de 13 x 100 mm, evaporén-
dose a sequedad (a 55°C y con corriente de nitrogeno), con
este sistema se consigue evéporar hasta 50 muestras en 10

minutos (Fig. 13).



soluclon
™ A
éter -
extraccidn %

plasma

acetato de ohlo

— = B ¥

Fig.13. Extraccidn de la muestra

Purificacidn.

Con el fin de evitar las reacciones cruzadas de las prosta-
glandinas entre si, de acuerdo a los estudios de diferentes

(80,82,84)

autores es necesario purificarlas por medio de una

cromatograffa en columnas de 4cido silfecico.

En columnas Kontes de vidrio que poseen un depésito de 50 ml
de capacidad, se empacan las columnas con un tapon inferior
de lana de vidrio, midiéndose en ellas 2 ml de una suspensidn

de 4cido silicico (malla 100, 0.5 g/ml), en una mezcla benceno



Lo

acetato de etilo (60-40), cada una.

La elucidn diferencial de las prostaglandinas se hace emplean-

do cuatro mezclas de disolventes, en las cuales se varfa la

concentracidn de uno de ellos (metanol),

a)mezela 1 ,

b)mezecla 2 ,

¢c)mezcla 3 ,

d)mezcla 4 ,

benceno-acetato de

benceno-acetato de
(60:40:20),

benceno-acetato de
(60:40:10) ¥

benceno-acetato de
(60:40: 2) .

etilo (60:40),

etilo-metanol
etilo~-metanol

etilo-metanol

El extracto evaporado se resuspende en 1 ml de la mezcla 3

y se vierte cuidadosamente en la parte superior de la columna.

Se permite la salida al mililitro de la mezcla empleada en

la resuspensiéh sin dejar que se seque la columna, Con 6 ml

de la mezcla 1 se eluyen las prostaglandinas-A y B, con 12 ml

de la mezcla 4 se separan las prostaglandinas E y finalmente

con 6 ml de la mezcla 2 se obtienen las prostaglandinas F ,

(Fig, 14).
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Columna -
KONTES

FRACCION| MEZCLA DE SOLVENTES ml | P@
| benceno-acetato etilo 6 |AyB
2  |benceno-acet.etilo-metanci(60:40:2 )] | 2 | E
3 |benceno-acetetil"metanol(60:40:20)| 6 | F

Ac. silicico malla 100
(en benceno-~acetate etilo 60:40)

Fig.14. Condiciones de lo separacion de prostglandinas

Cada prostaglandina fue separada y reciblds en un tubo en
forma individual. Para acelerar su paso se usd una corriente
de nitrdgeno con una presi&h promedio de 150 mm de Hg emplean-

do para ello un aparato disefiado por nosotros (Fig. 15).

Fig.I5. Separacion diferencial de prostaglandinas
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Esto permitid la reduccidn del tiempo de elucidn de 18 horas
(cuando se hacia pasar tnicamente por gravedad a 2 horas con

la presidn positiva).

Cada tubo de las prostaglandinas separadas y perfectamente
identificadas se llevo al sistema de evaporacidn, hasta la
eliminacidn completa de los solventes cubriéndose cuidadosa-
mente con papel parafilm en espera de ser procesadas y cuan-

tificadas en el andlisis radioinmunoldgico,

En las pruebas que se hicieron con el fin de determinar el
voldmen de las mezclas se separacién con la cual eluye cada
tipo de prostaglandina, se emplearon columnas de acido silf-
cico perfectamente empacadas ¥y un colecpor de fracciones

que posee un sistema electrdnico de volumenes fijos,

Cantidades conocidas de estdndares tritiados de prostaglandi-
nas (A,B,E y F) se les hizo pasar a través de las columnas
empleando volﬁhenesﬂvariables de las mezclas recibiéndose
alfcuotas de 1ml en tubos de vidrio; analizdndoseles en
forma individual y mezcladas, el resultado final se muestra

en la figura 16,
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Fig.16.9eparacion cromatografica de las prostaglandinas.

Conocidas las condiciones de la separacidn se diseﬁ5 una
prueba con el objeto de conocer la eficiencia de la recupe-
raciéh, en 10 columnas empacadas de igual forma se hicieron
pasar mezclas en cantidades conocidas de esténdares de pros-
taglandinas tritiadas recibiéndose en tubos de vidrio las
diferentes fracciones, llevdndose a evaporacién Yy resuspen-
diéndose con 1 ml de solucidn de NaOH 0.1 N, se les agrega-
ron 10 ml de solucidn de centelleo agiténdoseles vigorosa-
mente durante 60 segundos , se dejaron reposar una hora y

se sometieron a conteo. Con los datos obtenidos se calculd
el porcien;o de recuperacién siendo del 60% en promedio y

+ 1.25 de error estdndar para la PGF,. ¥ 63% £ 2.38 en el
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caso de la PGE, De 10 columnas que se usaban en la separa
cidn de las muestras plasmiticas una de ellas se le desti
naba como control de reouperaci&n,ﬁsin que se hayan encon
trado cambios dentro de los limites de los porcentajes ex

presados anteriormente.
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" RADIOINMUNOANALISIS

A continuacidn se describen los procedimientos empleados

en la cuantificaci&n de las prostaglandinas (E y F).
PROSTAGLANDINA F
Preparacidn de reactivos.

Reactlivo A:

El contenido de un frasco del concentrado de amortigua-
dor TRIS (compuesto de 0.36 g. de trizma, 2.5 g. de NaCl
en 10 ml de agua) se mezcla con 250 ml de agua y ajusta-
mos el pH a 7.4 y con agua destilada lo llevamos a 300 ml,

guardéndose en el refrigerador, un mﬁximo de dos meses,

Reactivo B:

100 mg de gelatina se disuelven en 100 ml del reactivo A,
calentando ligeramente y con agitacidn moderada, ajustan-
do a 7.4 el pH de la solucidn con NaOH 0.1 N o HCl 0.1 N,

4
conservar en refrigeracion, estable dos o tres dias.

Los frascos que contienen los liofilizados del estuche co
mercial: antisuero de PGFyqa, SUEro normal de conejo, sue
ro de carnero anticonejo 'y el esténdar marcado con tritio
.de 1la prostagiandina (3H PGFy, ) se reconstituyen con 10
ml del reactivo B en cada frasco, dejdndolos reppsar 15
minutos y evitando 1la formacich de espuma al agitarlos,

Se guardan bajo una temperatura de -10 a -20°C pudiendo



L6

congelarse y descongelarse repetidamente, conservando sus
caracterfsticas, el estdndar frio de prostaglandina se re
suspende con 5 ml del reactivo B:’éstabilidad 3 meses, en

congelacidh.
Solucién de centelleo:

7 g de PPOy 0.3 de dimetil POPOP, se disuelven en 667 ml
de tolueno y 333 ml de tritén X-100, almacenindose en fras

co dmbar a temperatura constante.
Fundamento del método.

Este es un procedimiento de andlisis radioinmunol&éico ra
ra cuantificar el contenido de PGFy., en muestras bioldgi-
cas. Esto se hace midiendo el porcentaje de uni&h, que se
presenta'por la competencia de cantidades conocidas de
prostaglandina F marcada con tritio y la presente en la
muestra, por un-anticuerpo especifico para la PGF, .

Ia separaci6n de la prostaglandina libre de la nnida se
efectia empleando la tdenica del segundo anticuerpo segui-

da de una centrifugaciéh. (Fig. 17)
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Ant{geno* Anticuerpo Complejo
PG3H anti- PG Antigeno*Anticuerpo
Agt Ac (Ag*—Ac)

¢ D— ¢ D

Segundo antfgeno Segundo anticuerpo

(complejo Ag*-Ac) 2°Ac Complejos
precipitables
2°Ant{geno 2°Ac

Fig.I7. Principio de la separacidn de las porciones libre y unida por medio del
segundo anticuerpo.

Desarrollo del método.

Previo al ensayo se descongelan los reactivos del equipo
¥y se colocan en hielo, procurando mantenerlos en tales.
condiciones durante el anélisis. En este tipo de estu-
dios es necesario preparar una curva con estdndares de
PG en cantidades conocidas las que se unen al anticuerpo
espec{fico y separéndolas de las libres puede construir-
se una gréfica de porciento de union contra concentra-
cidn y con ésta determinar las cantidades de la PGF pre-

sente en la muestra biolégica.
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Preparacidh de la curva estdndar,

En seis tubos marcados con: 1/1, 1/3, 1/9, 1/27 1/81 y
1/243, se pipetea 1 ml del reactivo B a partir del tubo 1/3
en el tubo 1/1 se coloca 1ml del estdndar de concentracidh
24 ng/ml y de este se toma 0.5 ml vertiéndose en el tubo mar-
cado con 1/3 se mezcla suave y completamente evitando que se
forme espuma, a continuacidn se m;de 0.5 ml de la solucidn
¥y se travasa al tubo 1/9, repetimos la operaciéh sucesiva-
mente hasta el tubo 1/243., las concentraciones de PG en
pg/0.1 ml obtenidas finalmente son: a)l/1 de 2400, b)1/3 de
800, ¢)1/9 de 267, d)1/27 de 88,9, e)1/81 de 29,6 y £)1/243
de 9.8.

Ensayo radioinmunolégico.

Se usan tubos de pléstico desechables de 75 x 100 mm para
radioinmunoanélisis. Ilevéndose un registro minucioso de 1los
tubos que contienen los diferentes componentes del ensayo y
cada tubo perfectamente identificado, En 16 tubos iniciales
se tienen los controles de unién ¥y la curva estéhdar, en los
tubos restantes. se procesaran las muestras, todo esto por

duplicado,

.A los tubos sé les miden 0.5 ml del amortiguador tris isogel
(reactivo B), en los tubos marcados 1 y 2 (unidn inespec{fica)
se afiade 0,1 ml del reactivo B, los tubos con las marcas

3y 4 seran el 100 % de unidn, a partir del tubo 5 se miden
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0.1 ml de las soluciones de la curva estéhdar, asi los tu-
bos 5 y 6 tendran de la dilucidn 1/1, 7 y 8 de 1/3, 9y 10
de 1la 1/9, 11 y 12 de 1/27, 13 y 14 de 1/81 y finalmente
15 y 16 de la dilucid» 1/243.

Los extractos de las PGF obtenidas de 1la separaciéh croma-
tografica se resuspenden en 0.6 ml del reactivo B con agita
cidn moderada, trasvasandose completa y cuidadosamente a tu

bos de radioinmunoandlisis.

Con pipeta automética y extremo cuidado se depositan en el
fondo de los tubos 0,050 ml de 1la solucidn de prostaglandi-
na tritiada, colocdndose la punta empleada en el cesto de
desechos radioactivos, a continuacidn se afiaden a partir
del tubo 3, 0.050 ml de la solucidn de antisuero de prosta-
glandina, agitar suavemente, los tﬁbos se tapan y meten en

un bafic de agua a 37°C incubdndose durante una hora.

Al término de la incubacidn se sacan y anaden a todos los
tubos 0,1 ml del suero normal de conejo y 0.1 ml del suero

de carnero anticonejo (segundo anticuerpo). Mezclamos agitando
suavemente yien el cuarto de incubacidn a 4°C incubamos de

18 a 24 horas,

Despues de la incubacich se centrifugan a 3000 rpm durante
30 minutos a 400. En seguida de 1la centrifugacidh se decantan

los tubos 1 y 2 en frascos de centelleo entrechocando los
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rebordes de ambos, (cuentas totales), E1l sobrenadante de los
demds tubos se deposita'en un recipiente que contiene los
desechos radioactivos, Los tubos ya decantados se depositan
sobre sus labios en un papel secante y secamos perfectamente
las paredes de los tubos con papel filtro., Disolver los preci-
pitados de todos los tubos con 1 ml de solucidn de NaOH 0.1N,
eon agitacigh; el contenido de los tubos se vac{a en frascos
de centelleo asegurando la mdxima transferencia, agregar 10 ml
de 1la solucidn de centelleo tapar y mezclar con agltaci6h
vigorosa durante 1 minuto, dejar reposarlos una hora y proceder
a determinar la radioactividad presente (CPM) durante 10 minu-

tos (Fig. 18).
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PROSTAGLANDINA E
Preparacidn de reactivos.

Reactivo A:

Amortiguador tris, el contenido del frasco de solucidn
concentrada 30 X (cuya composicidn es: amortiguador tris
ma 0,3 M, cloruro de sodio 4,3 M y azida de sodio 0,46 M
como preservativo) se mezeclan con 270 ml de agua'bidestilg
da, ajustdndose el pH a 7.4 y aforar a 300 ml con agua bi-

destilada, .puede conservarse a 40C hasta dos meses.

Reactivo B:

Disolver en 100 ml del reactivo A, 100 mg de gelatina ca-
lentando ligeramente 'y agitando suavemente, se ajusta a
7.4 el ﬁH con NaOH 0.1 N o HCl 0.1 N, preparar cada 2 o 3

afas y conservar bajo refrigeracléh.

El contenido del frasco estdndar PGB ¥y se reconstituye
con 1 ml de agua destilada, dejando reposar durante 15
minutos y se mezcla agitando suavemente. El estdndar re-
constituido se conserva en congelacidn (-10 a -20°C) pu-
diendo congelar y descongelar varias veces, mezclando sua

vemente en cada ocasi&h, estable durante tres meses,

Los frascos que contienen los liofilizados del estuche

comercial: Prostaglandina By tritiada (PGB1 3H), suero



normal de conejo y suero de carnero anticonejo se reconsti

tuyen pipeteando 10 ml de reactivo B en cada frasco, agitan
do suavemente evitando la espuma, en caso de ser usados de

inmediato. Mantener en congelacidn (-10 a -20°C) un tiempo

no mayor a tres meses, No pierden sus caracterf{sticas si se
les congela o descongela repetidamente.

Solucidn de centelleo: 7 g de PPO, 0.3 g de dimetil POPOP,

se disuelven en 667 ml de tolueno y 333 ml de Tritén X-100,

almacendndose en frasco ambar a temperatura constante,
Fundamento del método.

"Este es un procedimiento de andlisis radioinmunoldgico pa-
ra cuantificar los niveles de PGE en muestras bioldgicas.,
El antisuero proporcionado en el estuche comercial mide es
pecificamente PGB, por tanto es necesaria la transforma-
cich de PGE purificada, en PGB mediante un tratamiento al
calino, antes del ensayo inmunolégico, Ia cuantificacion
de la PGB obtenida se hace midiendo el porcentaje de unidh
de esta y una cantidad conocida de PGB 3H con el anticuer-
po antes mencionado, la separacidn de las prostaglandinas
B libres de las unldas se realiza usando la téenica de do-

ble anticuerpo seguida de una centrifugacidn (Fig. 17).



Desarrollo del método.

Conversidn PGE en PEB.

El extracto obtenido de la cromatografia se diluye con 2
ml del amortiguador tris-isogel, tomar 1 ml de esta solu-
cion en tubo de vidrio de 16 x 150 mm con tapdn de rosca,
se ajusta el pH de la solucidn en un rango de 12.5 a 12.9
usando un potenciéhetro provisto de microelectrodos, a
continuacidn se tapan los tubos y mezclan perfectamente.
En un bafio de agua a ebullicidn se meten durante 5 minu-
tos, los tubos se sacan se enfrian ajustando el PH a 7.4
con dcido acético glacial. Se toma una alfcuota de 0.4 ml
de esta solucidn considerando el factor de dilucidn para

el ensayo radioinmunoldgico.

En 10 tubos de ensayo se colocaron- cantidades medidas de
PGE 3.H (9500 CPM) y se sometieron a conversidn alcalina
cuantificdndose por RIA la PGB obtenida, calculdndose el
porcentaje de eficienclia de cambio, siendo el promedio

de este igual a 96.96 con un error estdndar de * 1.53% .

Previo al ensayo se descongelan los reactivos del equipo
y se colocan en hielo, manteniéndolos en tales condicio-
nes durante el andlisis. ﬁs necesario preparar una curva
con esténdares de PGs en cantidades conocidas las que se

unen al anticuerpo especifico y separéhdolas.de las .
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1libres puede construirse una gridfica, de porciento de
unidn contra concentracidn y con ésta determinar las can

tidades de PGE presente en la muestra bioldgica.
Preparacidn de la curva estdndar.

En seis tubos marcados con: 1/1, 1/3, 1/9, 1/27, 1/81 y
1/243 se pipetea 0.6 ml del reactivo B a partir del tubo
1/3, en el tubo 1/1 se coloca 0.6 ml del estdndar de con
centracidn 40 ng/ml y de dste se toma 0.3 ml vertiéndose
en el tubo marcado con 1/3, se mezcla suave y completamen
te evitando que se forme espuma, a continuacidn se mide
0.3 ml de la solucidn y se trasvasa al tubo 1/9, repitién
dose la operacidn sucesivamente hasta el tubo 1/243, las
concentraciones de PG en pg/O;QS ml finalmente son: a)l/1
de 2000, b)1/3 de 667, c¢)1/9 de 222, d)1/27 de 74, e)1/81
de 25y f) 1/243 de 8.2

Ensayo radioinmunoldgico.

Se usan tubos de pldstico desechables de 75 x 100 mm pa-
ra radioinmunocanilisis. Llevandose un registro minucioso
de los tubos que contienen los diferentes componentes del
ensayo y cada tubo perfectamente identificado, en 16 tu-
bos iniciales se tienen los controles de unién y la cur-
va estdndar, en los tubos restantes se procesaran las

muestras, todo esto por duplicado,
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A los 16 tubos se les miden 1.0 ml del amortiguador tris
isogel (reactivo B), en los tubos marcados 1 y 2 (unidn
inespec{fica) se afiade 0.1 ml del reactivo B, los tubos
con'las marcas 3 y 4 serdn el 100% de unidn, a partir del
tubo 5 se miden 0,050 ml de las soluciones de la curva
estandar, asi los tubos 5 y 6 tendrdn de la dilucidn 1/1,
7y 8de 1/3, 9y 10 de 1la'1/9, 11 y 12 de la 1/27, 13 ¥y
14 de 1la 1/81 y finalmente 15 y 16 de la dilucidn 1/243,

A los tubos que contienen 0.4 ml de las soluciones de PGE
transformadas, con pipeta automdtica y extremo cuidado se
depositan en el fondo de los tubos 0.050 ml de la solu-
cidn de prostaglandina tritiada, tirandose la punta
empleada en e} cesto de desechos radloactivos, a continua
cidn se afiaden a partir del tubo 3, 0,050 ml de la solu-
cidn de antisuero de prostaglandina, agitar suavemente,
los tubos se tapan y meten en un bafio de agua a 37°C,

incubandose durante una hora,

Al término de ese tiempo se sacan y anaden a todos los tu
bos 0.1 ml de suero normal de conejo y 0.1 ml del suero
de carnero anticonejo (segundo anticuerpo)., Mezclamos
aéitando suavemente y en el cuarto de incubacidn a 4°C

_incubamos de 18 a 24 horas.

Después de la incubacidn se centrifugan a 3000 rpm duran-

te 30 minutos y a 4°C. En seguida de la centrifugacion se
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‘decantan los tubos 1 y 2 en frascos de centelleo entrechocan-
do los rebordes de ambos (cuentas totales), E1l sobrenadante

de los demds tubos se deposita en un recipiente que contiene
los desechos radioactivos. Los tubos ya decantados se deposi-
tan sobre sus lablos en un papel secante y secamos perfecta-
mente las paredes de los tubos con papel filtro. Disolver los
precipitados de todos los tubos con 1 ml de solucidn de NaOH
0.1 N, con agitacidh; el contenido de los tubos se vacfa en
frascos de centelleo, se afiaden 10 ml de la solucidn de cente-
lleo, tapar y mezclar con agitacidh vigorosa durante un minuto,
dejar reposarlos una hora y proceder a determinar la radioac-
tividad presente (CPM) durante 10 minutos, en el contador de

centelleo 1fquido (Fig. 18).
Correccidn por enmascaramiento "quenching",

Con el objeto de reducir la presencia de enmascaramiento de las
muestrgs procesadas, usamos el n€todo del estéhdar externo.
Frascos proporcionados por el proveedor del aparato que conte-
nfan estandares calibrados con tritio, en tolueno y cantidades
crecientes de cloroformo (sustancia que produce enmascaramien-
to en las soluciones de centelleo) se sometieron a conteo en
el contador de centelleo ifquido escogiendo el programa de
estéhdar externo, con lo que se obtuvieron los valores de en-
mascaramiento (s) de cada frasco, Conociendo la actividad de’

las muestras y habiendo determinado el enmascaramiento,
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podemos construir una grdfica de eficiencia contra enmascara-
miento (Fig. 19) con ella podemos interpolar los valores de
enmascaramiento de muestras y reducir ese factor de error en

nuestro sistema.

Eficiencia

60+ %)
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Fig.9. Curva de enmascaramiento



CALCULOS.
Datos obtenidos por centelleo lfquido.
UNE = Unidn inespecifica.

T = Cuentas totales (tomadas como el promedio de los

frascos T; ¥ Tz).
Te = Cuentas totales corregidas. (Tc = T - UNE)
Uo =100 % de unidn.
"Uec = 100 % de unidn corregida. (Uc = Uo - UNE).

CPMn = Cuentas por minuto de los tubos de curva estdn-

dar o de las muestras sin corregir.

CPMnc= Cuentas por minuto corregidas., '

CPMnc= CPMc - UNE.
s = Valor del enmascaramiento del frasco.
Correccidn por enmascaramiento.

Interpolando en la gré?ica el valor de "s" conocemos la
eficiencia y empleando la siguiente'fé%mula tenemos las

DPM sin enmascaramiento (reales) :

4 eficiencia
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Hechas las correcciones de enmascaramiento y usando la
misma nomenclatura, procedemos a calcular el porciento de

unidn de estdndares y muestras.

%U - _CPMn - UNE
Uc

CPMn = Cuentas por minuto de los tubos de curva estdndar o

de las muestras sin corregir en DPM.

UNE Union no espec{fica en DPM.

Uc 100 % de unidn corregida en DPM. Uc = Uo - UNE

Para conocer la concentracidn de PGs en la muestra usamos
la transformacidn Logit-log descrita por Rodbard, adaptada

por Bedolla y colaboradores (86)

. En la cual se construye
una gré?ica cuyos valores de "y“ serdn los porcentajes de
unidn de la curva estahdar transformada en Logit y los de
nxy seréh/}os logaritmos decimales de las concentraciones

del estandar frio.

L = 1n %U
100 - U

L logit

Para facilitar los cdlculos de la concentracidn evitando
con ello los errores personales, se calcula empleando el
procedimiento de los mfnimos cuadrados, la pendiente de la
recta (m) y el valor de la ordenada al orfgen (b), usando

las siguientes férmulas:



Zxy - (£x) (£y) / n
£x2 - (4x2)/ n

o
]

£y - [(m)_ (£x)]

n
y = mx + b

L.
De donde podemos conocer la concentracion de las muestras:;

tx]= antilog L+ P
n

Cuyas concentraciones son:
PGF= pg/ml
PGE= pg/tubo

Los procesos fisicoquimicos y quimfcos empleados para la
purificacio‘n y/o transforma_cién de las prostaglandinas
plasmaticas no son totalmente eficientes, por lo que es
necesario introducir una correccidn por cada etapa del
procedimiento, en que pudiera existir una pérdida en la

’
recuperacion.

Recuperacicfn por pe'rdida de la cromatogr-gffa en columna,

{xc)=1z1- -200

% R.C.

ﬁ(c] = concentracidn corregida pg / ml.
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[x] = concentracion de prostaglandina;
%R.C., = porcentaje de recuperaciéh de columna,

Correccioh por alfcuota extraccidn.

cXcd] = _VTIS IXcl

VAE

VIS = volimen total de solventes,
VAE = vollmen alfcuota empleada.
Xed = concentracidn PG corregida por alfcuota de extrac

cidn,
Para PGF = pg / ml.

Correccion por eficiencia de la conversidn.

X cde = Xcd e 100
) PEC
PEC = porcentaje de eficiencia de la conversiéh.

concentraci&h de prostaglandina corregida por PEC.

[Xcdc]

14
Correccion por alicuota de la conversidn,

EXcdoa]= (VTchéXcdc)

vTC volimen total en la conversidn

VAC

voldmen de la alicuota tomada de la conversidn.

[Xcdcé]= concentracidn real de PGE (pg/ml).
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CONTROL DE CALIDAD DE LA TECNICA

Las pruebas que se realizaron para valorar el sistema
fueron las que se describen a continuacidn: sensibilidad,

precisién, especificidad y. exactitud.
Sensibilidad

Usando los esténdares proporcionados en el equipo, la
concentracidn m{nima detectable para la PGF fue de 18.3
pg/ml y para la PGE 25 pg/ml. El empleo de la transforma
cidn (logit-log) para linearizar la curva de estdndares
permitié'establecer los 1fmites de confiabilidad entre
30 y 2400 pg/ml para la PGF (Fig. 20) y de 50 a 3000
pg/ml para la PGE (Fig. 21). Las pendientes de las cur-
vas fueron de -2,3 en promedio para la PGF y £0.25 de

desviacidn estdndar, la PGE tuvo valores de -2.26 t 0.34
Precisidn

Con el fin de conocer que.variaciéh tenfa cada punto de
la serie de diluciones con las que se construye la curva
tipo, se procesaron en un solo dia,diez veces cada punto
y .con ellos se calcularon los coeficientes de variacié%
tanto de la PGF como de la PGB, como se observa en el si

gulente cuadro:



%\

//Ifmlres ds contiabilidad L

50

201

§2 296 B89 267 300 po/m
Fig.20. Curva estandar de PGF

%U

90t

50

20t

. . —_ . ol
10 100 500. 1000 2000 pg/ml

Fig.2l. Curva estdndar de PGE




65

DILUCIONES| 1/1 1/3 1/9 1/27 1/81 1/243

PGPy b7 43 3.5 2.0 3.4 4.3

PGB 1.3 2.9 2.8 3.2 4,0 5.8

Los coeficientes de variacidn obtenidos de 10 ensayos he
chos en diferentes dfas, empleando las diluciones de las

curvas estdndar se indican en el siguiente cuadro:n

 DILUCIONES| 1/1 1/3 1/9 1/27 1/81 1/243

PGFp00 6.1 5.7 3.6 3.8 5.2 5.8

PGB 3.9 3.5 5.0 4.6 4.9 6.2

El coeficiente de variacién intra-anilisis para 10 ensa-
yos ra@ioinmunoldéicos de una mlsma muestra fueron de
3.18% con promedio de 341.5 pg/ml y desviacidn estdndar
4,5 para la PGF y de 2.2% en la PGE con 1063 pg/ml en
promedio y 19 de desviacidn estdndar. E1 resultado de 10
ensayos de una misma muestra realizados en diferentes
af{as (1nter-anéiisis) tuvieron un coeficiente de varia-
cidn de 6.5% con promedio de 356 pg/ml y 10.27 de desvia
cidn estdndar para la PGF; en el caso de la PGE 7.73 de
coeficiente de variacidn, con promedio de 1044 pg/ml y

57.5 de desviacidn estdndar.
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ESPECIFICIDAD

Ia separacién cromatogrﬁfica de las prostaglandinas per-
mitié operar al anticuerpo sin que hubiera en el sistema
reacciones cruzadas debido a homélogos de las prostaglan

dinas por evaluar,

EXACTITUD

La reouperacién de 1000 pg de PGF sometidos a los proce-
sos de extraccidh, purificaciéh vy radioinmunoandlisis por
triplicado, fue de 962 pg asi mismo de 1000 pg de PGE fue

ron recuperados 936 pg.

Con el propésito de valorar répidamente el funcionamiento
del proceso, se establecieron criterios de calidad los
cuales se hicleron con controles grificos de varios pargf
metros: a) por ciento de unidn no espec{fica, con un mﬁil
mo aceptable de 3% para la PGF y de 4% en el caso de la
PGE (Fig. 22); b) pendientes de las curvas, para la PGF

se obtuvo un promedio de -2.3 y desviaciéh estdndar de

+ 0.25 con la PGE sus valores fueron -2.26 * 0,34 (Fig.
23) y c¢) por ciento de eficiencia de unidn del anticuerpo,
para ambas prostaglandinas se establecieron los 1{mites de
confianza entre 30% a 90% (Fig. 24). Con todo esto se pue-
de aceptar o rechazar cualquier ensayo que no redna estos

requisitos.
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RESULTADOS DE PGE Y PGF EN PLASMA DE RECIEN NACIDOS

Las concentraciones de las prostaglandinas estudiadas en
los 100 nifios recién nacidos son los sigulentes: La PGF
tuvo un valor promedio de 444.3 pg/ml con una desviacidn
estdndar de * 190,02 pg/ml (cuadro 1) y limites de confia
bilidad al 95;4%, tomados como X + 28 fueron de 64.3 a
824 pg/ml, (Figs. 25 y 26).

Los valores para la PGE tuvieron un valor prbmedio de
2.2703 ng/ml, con una desviacidn estdndar de X 1.0515
ng/ml y sus limites de confiabilidad fueron de 0.16?3 a
4.3733 ng/ml (Figs. 25 y 27).

niimero promedio | desviacién| 1fmite | 1imite
de estdndar | menor | mayor
casos
PGF 100 by, 3 190,02 64,3 824
+
PGE 100 2.2703 | 1,0515 0.1673 | 4.3733
++

CUADRO I, PROSTAGLANDINAS PLASMATICAS EN CORDON UMBILICAL

+ pg/ml

++ ng/ml
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DISCUSION

Para cuantificar sustancias por las que se tenga interés
desde el punto de vista cientifico, con el fin de aportar
mayores conocimientos de los procesos fisioldgicos y pato-
18gicos, con la consecuente resolucidn de problemas médi-
cos, es necesario que las tdenicas que se emplean reunan ég

peciales caracter{sticas que hagan confiable su uso,

Los datos que se aportan en el presente trabajo reune los
requisitos del cgntgol de calidad que se exifge en estos

(7 7)
procedimientos ! , esto hace que los m&todos aquf des

critos sean aceptables para su empleo,

Las dificultades que presenta la toma y el manejo de las

muestras de corddh umbilical aunado a la actividad de sin-
tesis de las prostaglandinas son causas de las variaciones
fan grandes que se tlenen para las prostaglandinas. estudia
das, un experimento programado para valorar el uso de sue-
r0 0 plasma nos reveld que hay un aumento del 53% de la

PGF cuando se usd suero en presencia de inhibidor de la

sintesis de PGs y del 64% cuando se empled suero sin inhi-
bidor. Tales razones nos inducen a considerar la necesidad
de un aumento en las preoéuciones que se deben tomar tanto

en la toma de la muestra, como su posterior tratamiento.

Los valores obtenidos en los 100 recién nacidos son %gual—)
9,90
mente comparables a los de otros estudios reportados ’



y son mayores respecto a los publicados por Mitchell y co-
laboradores , en 1978, aunque guarda cierta relacién
la proporcich de PGE/PGF, de 6.4 para ellos'y de 5.1 para
nosotros. A diferencia de otro repdrte hecho por Friedman
en 1978 (11) en recich nacidos con sfndrome de insuficien-
cia respiratoria 1diopé%ica en los cuales la relacidh es
mucho menor, alrededor de 9.4 .

8i bien el instructivo de empleo del equipo indica que-es
para PGFZafgz), el antisuero proporcionado en €1 no descri
mina entre PGF,,.y PGFyoc(50% de reaccidh cruzada), por
tanto los resultados obtenidos reportan las PGF en bloque,
tal como fueron separadas en la cromatografia en columna;
esto pareceria un Indice de poca confiabilidad en su apli-
cacidn clfnica, nosotros consideramos, apoyados por los
conceptos encontrados en la literatura internacional, que

con esta téenica se aporta una herramienta en el estudio

de las prostaglandinas, puesto que la PGFpq tiene una ma-

, (35,52)
yor concentracion en el organismo que la PGFla: 4y 2d%
(42,68).
nds que la actividad fisiolégica de ambas es similar ’ .

Analizando la dispersién de los valores reportados conside
ramos que puede atribuirse a diversas causas: toma y mane-
jo de la muestra, dificultades propias de la técnica, habl
lidad personal y que es la primera téenica que enfrenta-

mos.
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CONCLUSIONES

Se presentan dos procedimientos que resultan adecuados
para cuantificar las PGE y PGF, basados en los repor-

tes de control de calidad.

En la técnica para determinar PGE utilizando plasma de
corddn umbilical se sugiere no diluir el extracto de
la muestra con 2 ml de amortiguador, sino con 1 ml,
para evitar que los valores obtenidos se encuentren
fuera de los 1limites de confiabilidad de la curva es-

téndar.

Se recomienda la cuantificacidn de PG en plasma y no
en suero, porque la accidn del inhibidor puede ser mds

completa que en la muestra de suero,

Se aportan valores de PGF y PGE como marco de referen
cla para posibles interpretaciones c1f{nicas de los

procesos fisiopatolcfgicos perinatales.

‘Con este reporte se concluye una fase de los estudios

/7
en los cuales se aplicard esta téonica,



BESUMEN

A las PGE y PGF se les relaciona estrechamente con la fi-
siopatqlogia pulmonar, por su elevada actividad en vasos
y bronquios, tambidn se les asocia con el sindrome de in-
suficiencia respiratoria en el recién nacido, Todo esto
hace sugestivo que su participacidh<en los procesos de
control de lé'presiéh arterial y la actiﬁidad,pulmonar
sea muy importante tanto durante el trabajo de parto co-

mo en la evolucidn del recién nacido.

Se establecid una tecnica para la cuantificacidn de PGE y
PGF por radioinmunoandlisis en plasma, se establecieron
valores de referencia en 100 reci€h nacidos aparentemen-

te sanos (apgar mayor o igual a 8 al minuto),

Ia eficiencia en la purificacidh de las prostaglandinas
plasmdticas fueron del 60% para PGF y 63% para PGE, La
concentracidn minima detectable para la PGF fue de 18,3
pg/ml y para la PGE de 25pg/ml. El coeficiente de varia-
cidn de cada punto de la serie de diluciones (intra-ang-
lisis) para la PGFpo fué de: 1/1, 4.7; 1/3, 4.3; 1/9,
3.5; 1/27, 3.2; 1/81, 3.4; 1/243, 4.3 y para la PGB
de 1/1, 1.3; 1/3, 2.9; 1/9, 2.8; 1/27, 3.2; 1/81,
4,0; 1/243, 5.8 y los valores obtenidos en 10 ensayos
inter-andlisis para la PGFpo fué de 1/1, 6.1; 1/3, 5.7;
1/9, 3.6; 1/27, 3.8; 1/81, 5.2; 1/243, 5.8; para la
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PGB de: 1/1, 3.9; 1/3, 3.5; 1/9, 5.0; 1/27, &.6; 1/81,
h.,9; 1/243, 6,2.

El coeficiente de variaciéh intra-andlisis para 10 ensa-
yos de una misma muestra fueron de 3.18% con promedio de
341.5 pg/ml y desviacidn estdndar 4.5 para la PGF y de
2.2%'en la PGE con 1063 pg/ml en promedio y 19 de desvia-
cidn estdndar. En 10 ensayos inter-andlisis se obtuvo un
coeficiente de variacidn de 6.5% con promedio de 356 pg/ml
y 10,27 de desviacidn estdndar para la PGF y de 7.73 con
promedio de 1044 pg/ml y 57.5 de desviacién estandar para
la PGE.

Ia eficiencia de la conversidn de la PGE a la PGB fué de
96.96%.

4
La recuperacidn de 1000 pg. de PGF fue de 962 pg y para
la PGE de 1000 pg. se recuperaron 936 pg.

La PGF mostro un valor promedio de 444,.3 pg/ml con una
desviacidn estdndar de % 190.02 pg/ml y la PGE con un pro
medio de 2,2703 ng/ml y una desviacioh estandar de

% 1.051 ng/ml.
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