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INTRODUCCION 

En la Industria farmacéutica, los glucósidos digitálicos 
son de gran importancia para 1a elaboración de medicamentos usa­
dos en el control de padecimientos cardiovasculares, debido a sus 
propiedades cardiotónicas. Estos compuestos son obtenidos por e~­
tracción de plantas del género Digitalis <2>, siendo los princi­
pales los glucósidos primarios de las series A, B y C que por 
descomposición enzimática dan origen a los glucósidos secundarios 
digitoxina, gitoxina y digoxina respectivamente, considerados te­
rapéuticamente activos. 

Dependiendo de la especie <º~ 1202~ª~ Q~ RMCQYC~ª' etc.) 
el contenido de glucósidos totales varia de 0.1 a 1.0 'l.. No obs­
tante.que la digitoxina es el producto más abundante, la digoxina 
es preferida terapéuticamente debido a que posee una potencia 
tres vec:es mayor a la digitoxina, lo c:ual ha ocasionado qlle esta 
óltima se acumule en grandes cantidades como subproducto durante 
los proceso& de extracción de la digoxina. 

Una alternativa para la utilización de digitoxina fué 
propuesta por Reinhard <25) y consiste en la biotransformac:ión de 
este sustrato mediante un cultivo de células en suspensión de 
Qigi~~ii~I estas células tienen la capacidad de efectuar la hidro 
xilac:i6n especifica en el carbono 12 de la molécula para dar ca.o 
prodL1cto digoxina. 

El control del proceso de biotransformación requiere de 
un método de detección de digitoxina y digoxina qua sea rApido, 
sensible y alt~ente especifico, ya qua las cantidades que ae •a­
nejan 60n del orden de nanogramos y las estructuras de éstos com­
puestos son quimicamente muy semejantes. A pesar de la diversidad 
de métodos conocidos <Calorimétricos, Fluorométricos, Cromatogra­
fia de gases y Cromatografia liquida de alta presi6nl para la 
cuantificación de éste tipo de compuestos, los métodos de inmuno­
anAlisis han sido más eficientes por su especificidad; diferen­
cian digoxina de digitoxina, precisión; detectan cantidades del 

-13 
orden de 3 X 10 mol/ml, y rapidéz <23>. Las técnicas de inmuno­
análi&is han permitido medir concentracionea '""Y bajas de digita­
lices en plasma y fluidos fisiológicoG de pacientes con problemas 
de toxicidad severa por el aumini&tra continuo de digitálicos, en 
farmacología cllnica y en investigaciOn de los mecanismos de ac­
ción de los digitálicos. 

En el laboratorio de investigación de Siotecnologia de 
la E.N.E.P. Zaragoza se estA desarrollando un estudio sobre la 
Biiotransformación de digitoxina mediante cultivos de células de 
Q!gi~~li~ ~e~ en suspensión el cual requiere de la cuantificación 
de dichos compuestos durante el proceso, por lo que el presente 
trabajo tiene como objetivo la obtención de anticuerpos con alta 
sensibilidad y especificidad contra glucósidos cardiotónicos, los 
.c:;111;1lil.a..ilr.~ul;i.l.1.i:ai;IQ¡; en la ill!Pll!Jller:itac;~.® l1e 1.111..~t.Q!;10_1"11anti= 
t•tiVQ--__ qar:a(lt.i,.ce .. la exactitud y e11pec:iHci¡lad dql f..,.m&co 1'/lr 

lorado. 
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FIJ.IDAMENTACION DEL TEMA 

JnlllUllidad. 

La inmunidad, es la reacción de un organ~~mo contra 
agentes eMtranos, organismos infectantes o sus productos tówico&t 
para su estudio puede clasificarse en inmunidad natural a 
inmunidad adquirida. La inmunidad natural llamada también inmuni­
dad innata, congénita o hereditaria puede designarse como la re­
sistencia que tiene el individuo por sL1 natLtraleza, especie, se>Co 
u otra variante que presente <1>. 

La inmunidad adquirida (basada en anticuerpos) se 
clasifica a su vez en inmunidad adquirida activa e inmunidad 
adquirida pasiva, en la primera el individuo sintetiza sus pro­
pios anticuerpos, mientras que en la Ultima el individuo reciba 
anticuerpos de otro organismo que puede ser humano o animal. 

Actualmente se sabe que la respuesta inmune es mediada 
por una variedad de factores solubles y por células. La respuesta 
inmune inducida por un primer contacto con un agente extrano as 
llevada a cabo por proteinas plasmáticas llamadas anticuerpos y 
se denomina 8§§2~~§!2 ium~n~ tl~mQ~ªl• La respuesta inducida por 
c~lulas especializadas conocidas como linfocitos T sensibiliza­
dos se denomina 8~§QY~§~ª inro~n~ ~~tYlªC· 

La respuesta inmune presenta cuatro caracteristicas: 
1. Es inducible, porque sólo se manifiesta cuando un antfgeno ee 

introduce al organismo. 
2. Eespecifica, pues sólo reconoce y reacciona contra el antt­

geno que indujo su producción. 
!. Tiene memoria, esto se refiere a que un segundo contacto con 

el mismo antigeno da como resultado una respuesta mAs rápida 
y vigorosa <respuesta secundaria) que en la primera ocasión. 

4. Es transferible, es decir, por transferencia de suero que 
con tenga anticuerpos y/o linfocitos, puede transferirse l~ 
respuesta inmune de un individuo a otro <26, 28 1 30>. 

Anti geno. 

Son en su mayorf a substancias proteicas, aün cuando cier 
tos polisacáridos, lfpidos y hasta ácidos nucleicos pueden ten•r 
propiedades antigénicas. Estructuralmente un antigeno conti•n• 
grupos quimicos ordenados en una arquitectura tridimensional, co­
nocida como determinante antigénico o epitopes, pudiendo exiatir 
varios de ellos en cada anttgeno (18>. Cuando un organislftO e•••­
puesto un antigeno y células inmunológicamente competentes lo r•­
conocen como e>:trario, puede producir anticuerpos contra 1011 de­
terminantes antigénicos. La característica fundamental de esto• 
anticuerpos es reaccionar espectficamente con el anttgeno o detar 
minante antigénico que causó su producción. 



Un antigeno responsable de inducir una respuesta inmune 
se denomina l nmllnógeno y puede reacc:ionar in ~!.'tQ o in ~ilte con 
el anticuerpo especifico. !O :ti~i;.g, la reacción antigeno-anticuec. 
po dependera de c:iertas condiciones, tales como temperatura, pH, 
fuerza ion1ca del medio de reacción, etc., y se podré visuali~ar 
como 1..tna ag1L1tinac:ión, hemólisis, precipitación e inhibición, 
de alguna función biológica, por ejemplo inhibición de 
activid.::i.des to>:icas, en;:imaticas ó adhesivas del antígeno. 

Inmuni~ación e>:perimental. 

La inniuni:ac1ón es el proc:eso por el cual se induce una 
respue~ta inmunológica, mediante el contacto de un antig-e.nl? ·,con 
el organismo. 

tJo e:aste L•n esquema de inmL1n1:ac:ion gener.:il ··q·Ll.e sea 
recomendado para t:odos los antígenas. Antes de inicié:'r un' 
programa de inmun1::ación se deben considerar los - diversos 
factores que intervienen en la respuesta inmune, tales como 
espei::ie, relación fi logenética, dnttgeno, adyL1varite, vt~ de ~dm\­
n1~tracion ~· tipo de respL1esta. 

~~2§'.S!..g: La cabra 1 el cabal 1 o y el coneJ o son c:ons1 deréldas las 
meJores especies para la producción de anticuerpos, sir• embargo, 
el cone-Jo tiene CL1,:'1idades que lo hac:en mas apropiado para su 
empleo, como es SL1 fácil m~nipulación y L1Dicación en Lln espacio 
pequet"fo. 

Bg!.~~iQn !!.!Q9!mg.ti~~= Le\ respLtest.3 Que presenta un organismo 
frente a un anttgeno obtenido de otro de diferente especie es 
buena, y sera meJor cL1anto mayor sea la diferencia e~oluti~a 

entre ellos, es decir los ant1cL1erpos serán especific:os y no pre­
sentaran react1vidad cruzada. 

en!19§'!JQ= Pueden :er partic:L1lcodos o solL1bles, en el primer caso 
la inmunización adecuada es por vta intravenosa, mientras que los 
antigenos solubles administrados por ésta vta dan una respuesta 
pobre, l~ cual se incrementa cuando dicho antígeno se administra 
acompaf'la.do de un adyuvante -.1 a subcutánea o intradérmi ca. 

B9Y~~ªotg§: Son emulsiones de agua en aceite, estabilizadas por 
LIO detergente (emL1ls1ficadorl, las cuales estimulan la producciOn 
de anticuerpos. El adyu~ante m~s ~mpl~~do e~ el de Freund, que 
consiste de una mezcla de ac:eite mineral (drakeol, bayol o nugol) 
con un detergente (arlacel, falba etc.) en proporciones de 9: 1 1 

éste denominado como adyuvante incompleto. El adyuvante completo 
de FreLtnd contiene ~demás lma micobaicter1 a que pL1ede ser !'.!~ !29:!'.i§ 
Q ~~ t~ºg[~~lQ§L~· 

Teór"li'.:a.mente los adt'u-.·antes pueden actuar por alguno de 
lo~ s1g~.er·1te~ mec~ni~mo~: 

e.> CiL1mentando d1r-ectamente el número de células involucradas en 
la formación de anticuerpos. 

bl favoreciendo el procesamiento del antígeno por las célL1las 
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fagoc:!ticas. 
e) prolongando la duración del antígeno en el animal inm1.1ni:ado. 

~!!á Q§ ªQmi.n!.§~!:ªSi.~m: Estas pueden ser i ntradérmi ca (ID> , sub­
cutánea <SC>, intramuscular <IM>, intravenosa <IV>, intralinféti­
ca {IL>, intra articular <IA) y en el cojinete de las patas (FP>. 

Intradérmica, el empleo de esta via causa la formacion de 
anticuerpos cuando el antígeno se adm1nlstra con adyuvantes. 
tiene la desventaja que ocasiona la formación de úlceras en el 
sitio de aplicación. 

Subcutánea, es excelente cuando se requiere que el antígeno se 
absorba lentamente. Este caso necesita una primera inmuni~ac16n 
con adyuvante, a fin de min1mio:ar la tendencia a un choque anafi­
l .:-ct1r.o. 

lntr- ~.'en osa, se emplea para ant! gen os part l cul a dos, en éste caso 
es además importante una inmunización subcuténea, ya que la 
resp~esta obtenida por v1a IV es rapida pero no se mantiene por 
s1 sola. 

Ir¡trc:omuscular, es adecuada en el empleo de adyuvante completo de 
Freund, ya que dicha via proporciona un acceso rápido al sistema 
circulatorio y linfático. 

lritralinfáticia, su ef1c1enc::1ia es semeJante a la que se obtiene 
por l ~ •;la ID y SC. 

lntr~ articular, la administración por ésta v1a da una respuesta 
semejante a 1 a obten1 da por vi a se, con 1 a ver.taJ a que 1 a 
administración del antígeno se hace en ~oluc10n salina y no 
re~u1ere emulsión. 

Cojinetes de las patas, ésta vfa se emplea con adyuvante completo 
de FreL1nd en una de 1,:1.s patas traseras, ya que ocasiona ulcerc.­
ctones y necrosis severas, debe usarse solo en casos de e~:trema 
nec::es1dad. 

fi ¡:.o de respuesta, can un esquema de l nmuni:: ac1 On de corta 
durac10n se obtienen anticuerpos altamente específicos, mientras 
que con un esquema de amp 1 i a duración 1 os anti cuerpos obten1 dos 
son menos especificas, presentando reactividad cruzada a medida 
que a~an~a el tiempo de inmunización. 
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Estructura química de los digitalices. 

Los glucósidos digitálicos están constituidos por una 
estructura básica esteroidal (genina o agl icona> unida en el 
carbono 3 a una tri di gi toxosa medí ante un enlace g l ucosi di ce, y 
en el carbono 17 a un anillo de lactona <butenólido>, dentro de 
éstos glucósidos se encuentran la digo~ina y digitoxina cuyas 
estl'"uCtL1ras son muy semejantes y su diferencia radica en que la 
primera tiene un grupo hidroxilo <OH) en el carbono 12 (fig. ll 
el cual le confiere una mayor actividad farmacológica (2). 

Haptenos y acarreadores. 

Las mol.:=:culas con peso molecular menor- de 1(11)(1, no son 
inmunógenas cuando se introducen al torrente sanguíneo de un ani­
rr.al i Landst ai nur en 1905 1 as deno1111 nó hapteno-:: y demostró que al 
Llni rl .:i.s c:o .. al ent:emente a L1na prote! na, se podían obtener ~nt1-

cuerpos contra ~5tas moléculas. El papel de la pr·ote!na en est~ 
complejo o conJ11gado es el de llegar a las célL1las "1nmunológica­
mente competentes" e indL1cir ah! la f~rmac1on de Mnt1cuerpos dP. 
tres tipos, unos d1r1gidos contra la proteína, otrc,5 contra e! 
hapteno, y los terceros contra la unión química del h~pteno y la 
proteina. Lü molécula grande <proteína> que lleva unido el hapte­
no se denomina acarreador y el uso de éste ha per-m1t1•Jo obtener 
anticuerpos contra digot:1na y digitoxina (q). 

Los métodos utilizados para el acoplamiento de t"1aptenos 
a proteinas <7> se presentan a continuaciOn : 
- Dia=oti=ación y método de las carbodiim1das para haptenos con 

grupos amino libres. 
- Método del hem1succinato para grupos alcohol secundario <en 

azúcares, ribonucleosidos o ribonucleotidosl. 
- Método de 1 as carbod1 i midas y del anhi dr1 do mixto para grupos 

carba:: i lato. 
- Método de la esterilicación con ac1do paranitroben-::oico para 

grupos alcohol secundario. 
- Formación de conjugados con isotiocianato de fluoresce!na. 
- Oxidación con peryodato. 

Conjugados. 

BLltler y Chen en 1967 obtuvieron por vez pr-imera 
anticuerpos especificas contra dig!tal1cos. La reacción 
antigénica de estos compuestos se logró mediante el acoplamiento 
de la digo>iina al grupo E-amino de la 11s1na perteneciente a 
una proteina acarreadora, en este caso albúmina sérica bovina. La 
reacción se llevó a efecto de la siguiente manera: El glucósido 
esteroidal al me;:clarse con el metaperyodato m:ida y rompe entre 
las uniones 3 'r' 4 de la i.Htima digitohe::osa donde ocur-rirá el 
.:i.coplamiento con el grLtpo E-amino de la lis1na en la proteína 
acarreadora, en seguida el conjugado se estabiliza por reducción 
con boroh1dt-uro de sodio (fig. '.:>. 
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FIG. 2 MECANISMO PARA LA CONJIJ.GACION DEL HAPTENO A UNA 

PROTEINA ACARREADORA. 
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La especificidad de los anticuerpos obtenidos por éste 
autor fué evaluada por diálisis al equilibrio e inhibición de la 
precipitación por hapteno. 

01 i ver y col. en 1968 reportaron un método i nmunol ógi ce 
para medir nivel es terapéuticos de d1 gi to>: i na en suero humano. Lo 
relevante de éste procedimiento fue la obtención de anticuerpos 
rr.3s espec!fic:os, usando para ello conjugados 3-or:i-suc:cinil 
d1;ito>:igenina-albL1mina sérica hL1man~; la formci.c:ion del enlace 

1:?5 
entre digi to>: i geni na-ti rosi na I y el anti cuerpo de conejo con­
tra digitoxina. La radioactividad de este c:ompleJo fue medida en 
el precipitado obtenido por adición de Lm segundo anticuerpo (de 
cabra antigamma globulina de coneJO) a la me:cla de reacción. 
Otra modi f i caci On importante en ésta metodología fue 1 a 
et;tracc1ón con cloroformo de la digitohina en la muestra problema 

En e5tL1d1os posteriores Smith y Butler (197(1) realizaron 
la inmunización de conejos con un conjugado de digoxina-albúmina 
humana, el r·esultado fue la producción de altos titules de 
anticuerpos con 1.ina excepcional afinidad y especificidad. Estos 
ant1cuerpo5 ha~ sido empleados para mediciones del orden de 
n~nogramos a picogramos de digoxina. 

El método de Smith fl1e aplicado por We1ler y Zenk en 
iq-6 para la obtención de anticuerpos especificas para digoxina 
1 digitodna respectivamente, a f¡,r, de implementar con estos 
anticuerpos la tecnica de radioinmunoanal1s1s <RIA> para determ1-
r.ar digo>:ina y compuestos relacionados, en eHtractos sin purifi­
car de Q!.9!.Sª!i.§ !.2n~!ª• Resultados si mi 1 ares en cuanto e)(acti tud 
y especificidad han sido reportados por Hc;,gimori (1980> quien de­
terminó el contcmido de digcu:ina y d1g1to;;ina en tc:u1do calloso 
de la especie Digital is durante la primera y ~egunda etapa de re­
diierenciac1ón del teJido. 

Métodos de Inmunoanélisis. 

El inmunoanálisis es una he,..ramienta importante en la 
c1.1antificación de compuestos que se encuentran en concentraciones 
muy bajas. En tales análisis los radioisótopos han sido muy 
empleados como marcadores debido a su sensible detección por téc­
nicas de conteo de centelleo, sin embargo el inconveniente de te­
ner desechos radio~ctivos ha sugerido el desarrollo de inmunoaná­
l1sis basados en tipos de marcaje no isotópico, por eJemplo mar­
cadores fluorescentes (9), electroactivos y enzimAticos (17, 34). 

Este último ha sido el més e~: i toso y presenta dos moda­
l 1 dades, ensayo homogéneo y ensayo heterogéneo. 

a> Radioinmunoanálisis <RIA>. 

El principio de éste método se basa en la competencia de 
una cantidad constante de antígeno marcado radioactivamente (tra­
zador> con una cantidad conocida o desconocida de antígeno no mar 
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cado, por un número limitado de sitios especf~icos enlazantes del 
anticuerpo C9, 20). 

* * * Ab + Ag + Ag ====== Ab-Ag + Ab-Ag + Ag + Ag 

bl Inmunoensayo Enzimático Homogéneo <E M 1 Tl. 

En éste caso, la marca del antígeno es un en:ima. Cuando 
el antfgeno marcado está enlazado a un anticuerpo especifico, la 
actividad del enzima se disminuye. El antigeno no marcado (libre> 
que se encuentra en la muestra a medir, entra en competencia con 
el antfgeno marcado para ocupar los sitios de enlace del anticuer 
po, resultando un aumento de la actividad en=imática en el seno 
del medio. La actividad en2imática está en relación con la caneen 
tración del antigena libre introducido y se determina por la madi 
ficaci6n de densidad óptica resultante de la acciOn catalftica 
en=imática sobre un sustrato <29>. 

e> Inmunoanális1s Enzimático Heterogéneo. 

Un método de inmunoanálisis enzimático heterogéneo com­
petitivo para digoKina por detección electroqufmica fue reportado 
por Kenneth R. y col. (161, éste consiste en el forramient:.o de 
cubetas de pol iestireno con el anticuerpo (suero de cabra> espe­
cifico para digoMina; acción de la enzima fosfatasa alcalina mar­
cada con digoxina y digoxina sin marcar, las cuales compiten por 
los sitios especificas del anticuerpo; eliminación de la me:cla 
de reacción en las cubetas y lavados¡ adición del sustrato fos­
fato de fenilo, que por acción de la fosfatasa alcalina produce 
fenal. El fenal producido es inversamente proporcional a la 
cantidad de digo~ina presente y es cuantificado por detecc16n 
electroqufmica por análisis de inyección de flujo o por cromato­
graf!a liquida. 

d> ELISA. De su siglas en inglés: Enzyme Lynked Inmunosorbent 
Assay. 

0 

El principio básico de ésta prueba es que el antfgeno o 
el anticuerpo se adhiera a un soporte sólido sobre el cual se 
lleva a cabo la reacción antfgeno anticuerpo, poniéndose de mani­
fiesto mediante una reacción enzimática posterior. 

EMisten diferentes ensayos de tipo ELISA que pueden 
utilizarse para detectar antigeno o anticuerpo, según sea el ca­
so, los mas usados son el método indirecto y el método de doble 
anticuerpo o del Sandwich, los cuales tienen una inmensa gama de 
variantes. El primero se emplea generalmente para detectar y me­
dir cantidades de anticuerpos especificas contra un antfgeno usan 
do una fase sólida forrada con el mismo. Este sistema también pue 
de ser empleado para detectar antfgeno en lfquidos biológicos. 

El segundo método se utili~a para detectar antígenos 
empleando anticuerpos especfficos adsorbidos a la fase sólida <12 
13, 27, 32). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El cultivo de tejidos vegetales ha sido empleado para 
"-arios propósitos durante las L\ltimas décadas. De un interés par­
ticular desde un punto de vista biotecnológico es el uso de 
d1chos cultivos para realizar biotransformaciones esteroespectfi­
cs5, tal como la hidro~ilación de digitoxina en el C - 12 para su 
conversión a digoxina. 

Una fase importante, para el establecimiento de dicho 
proceso, consiste en la cuantificación del sustrato y producto, 
la cual requiere de un método con alta sensibilidad y especifici­
dad, debido a que las cantidades que se manejan en el proceso de 
b1otransformación son del orden de nanogramos y las estructuras 
de los compL1estos son quimicamente muy semejantes. 

La importancia del presente trabajo consi&te en la 
..:"t'tención de anticuerpos contra digo~ina y digitoxina, para la 
:.r.plementac1ón de un método de cuantificación inmunológico, que 
te~ga como caracteristicas alta sensibilidad y especificidad. 

H:POTESIS 
La inmunización de conejos con conjugados constituidos 

p~r digo~ina-ovoalbómina y dig1toxina-ovoalbúmina dará lugar a la' 
-f :rmación de anticuerpos con la capacidad de reconocer 
especificamente la parte esteroidal contra la cual han sido 
d>rigidos. 

C!:<JETIVO 
Este trabajo tiene como finalidad la obtención y 

caracterización de anticuerpos antidigitoxina y antidigoxina, con 
los cuales se podrá implementar un método de valoración cuantita­
tivo para digoxina y digitoxina. 



ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

I. PREPARACION DE CONJUGADOS 

II. CARACTERIZACION DE CONJUGADOS 

a) Determinación de la cantidad de 
proteína en el conjugado por el 
método de Lowry. 

b) Determinación de los espectros 
de absorción de los conjugados. 

111. INMUNIZACION 

IV. DETECCION OE ANTICUERPOS ANTIDIGOXINA 
Y ANTIDIGITOXINA 

a> Precipitación en capilar. 

bl Pllttodo da ELJSA. 

V. CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS 
ANTIDIGITALICOS POR ELISA 

Pruebas de inhibición por hapteno. 

ANEXO. Solubilizacion de conjugados y haptenos. 
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M A T E R I A L 

Material. 

Vasos de precipitados 
Matra~ Erlenmeyer 
Matra;: aforado 
Matraz redondo de fondo plano 
Pipeta graduada 
Pi peta Pasteur 
B•-•l bo de goma 
r1i cropi peta 
Tut·os de ensaye 
Gradilla para tubos de ensaye 
Homogeni=ador de tejidos 
Tubos e apilares 
Jeringas 
Agujas 
Torundas 
Al cotiol al 70 Y. 
F~ascos de Gerber 

V 

Caja para sujetar animales (conejos> 
Gradilla para sostener tubo» capilares 
Puntas para micropipeta 

ME TODOS 

Hicroplacas de tiras removibles y fondo plano de 9b pozos, 
lnmunolón 11. Oynatech Laboratories 
Tubos de hule para centrifuga Sorvall 

Material Biológico. 

Suero de conejo antidigitoxina y antidigoxina 
Conjugado de anticuerpos de cabra antiinmunoglobulina de 
conejo, <Cappel Laboratories>. 

Equipo. 

Base magnética de agitación Sibron Termolyne Nouva 11 
9alan=a analltica Mettler H-20 
Balanza granatar1a Harvard Trip 2 kg Ohaus 
Potenciómetro Conductronic pH 20 
Vor tex Geni e K-550 g 
Refrigerador American 
Congelador American 
Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5 B Dupon Instrumente 
Centrifuga cllnica Solbat 
Micropipeta multilavadora <Slmarca> 
M1cropipeta de 0-20 y 50-200 ul Gilson. 
Bomba de vacio Yoblenz Nom-1 
E~tufa Thelco GCA 
Espectrofotómetro Bausch ~ Lomb Espectronic 20 
Espectrofotómetro Gilford Instrument 250 

12 



Reactivos. 

Ac:idc c:lchidric:c <Balcer> 
Ac:idc bóric:o <Merc:kl 
Ac:ido fórmic:o <Baker> 
Ac:idc sulfóric:c <Baker> 
Alc:chol etilic:c absoluto <Bakerl 
Alcohol lsoamtlico (Baker> 
Albúmina séric:a bo~ina <Sigma) 
Arlac:el <Sigma> 
Bicarbonato de sodio <Baker> 
Borohidruro de sodio <Merck) 
Cloruro de potasio <Merck> 
Cloruro de sodio (Merc:kl 
Carbonato de potasio <Merck> 
Digitoxina <Sigma> 
Digoxina <Sigma) 
Oimetilformam1da <Sigma> 
Orakeol (Sigma) 
Etanol 
Eti len gli c:ol <Merc:kl 
Fosfato dibásico de sodio <Merck) 
Fosfato monobásico de potasio <r1erck> 
Glic:erol <Sigma> 
Hemocianina <Sigma> 
HidróMido de sodio 
Hielo seco <Liquid Carbonic> 
Ovoalbómina <Sigma> 
Polietilenglic:ol PM b 000 (Sigma> 
Tetraborato de sodio (Ml!f"c:kl 
Tween 20 <Merc:kl 

Soluciones. 

RegL1l ador de salina - fosfatos <PBS> O. 15 M pH 7. 4 

NaCl 

KH PO 
2 4 

Na HPO .7H O 
2 4 2 

KCI 

H O aforar a 
2 

13 

e.o g 

0.2 g 

2.17 g 

0.2 g 

1000.0 mi 



Regulador de salina-boratos 0.2 M pH B.4 

H SO 
3 3 

Na B O 
2 4 7 

NaCI 

H O aforar a 
2 

Solución de lavado 

........ · ... ~ ~·.;~ ~·~·-;~· .. ~ .... 
. . .. .......................... 
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6.184 g 

9.538 g 

4.384 g 

250.0 mi 

- Regulador de salina fosfatos pH 7.3 con tween 20 al 0.05 1. 

Notas Todas las soluciones se preparan con agua tridestilada. 

Sustrato. 

Regulador de fosfatos 
- Ortofenilendiamina 

H O al 30 Y. 
2 2 

25 mi 
10 11g 
10 ul 

Nota: El sustrato s• prepara justo en el momento de usarse y 
debe mantenerse en un lugar fresco y obscura. 
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I, PREPARACION DE LOS CONJUBADOS, 

Los conjuQados preparados para la inmunización y compro­
bación, se denominan homólogos y heterólogos respectivamente, los 
primeros se emplearon en la inmunizaciOn <Digoxina-ovoalbómina, 
Digitowina-ovoalbó•inal y los óltimos se usaron en las pruebas de 
detección que retan la especificidad de los anticuerpos obtenidos 
<Oigoxina-hemocianina, Oigitoxina-hemocianina y Digox1na-albúmina 
sérica bovina, Digitoxina-alb~mina sérica bovina>. Las proteinas 
empleada• para la preparación da estos conjugados fueron de 
animales filogenéticamente diferentes con el fin de evitar la 
reactividad cruzada. El empleo de conjugados heterOlogos tiene 
como objeto describir la alta afinidad y especificidad de los an­
ticuerpos por la parte esteroidal de la d!gox!na o dig!toxina. 

Ml!>todo <31 l. 

1. Disolver 436 mg del hapteno an 20 ml de etanol absoluto. 
2. Adicionar por goteo 20 ml de una solución de metaperyodato de 

sodio 0.1 M con agitación magnética <durante 25 minutos>. 
3. Agregar 0.6 ml de etilen gl!col 1 M y dejar repesar durante 

2:5 minutos. 
4. Adicionar la mezcla anterior por goteo a una soluciOn de pro­

terna que contiene 560 mg en 20 ml de PBS pH 9.5, el pH se 
debe mantener entre 9.0-9.5 durante 45 minutos con una solu­
ción de carbonato de potasio al 5 X. 

5. Adicionar una &olución de 0.30 g de bcrohidruro de sodio en 
20 ml de agua y dejar reposar durante 3 horas. 

6. Llevar el pH a 6.5 con ~cido fórmico 1 H y dejar reposar du­
rante una hora. Elevar el pH a 8.5 con hidróxido de ••onio 1H. 

7. Dializar toda la noche contra corriente de agua. 
S. Al dra siguiente llevar el pH a 4.5 por adición de ~cido 

clorhfdrico 1 M, dejar reposar una hora a temperatura 
ambiente y cuatro horas a 4 grados centigrados. La protefna 
habrá precipitado. o 

9. Centrifugar la suspen&ión a 10 000 rpm a 4 C. 
10. Desechar el sobrenadante y diaolver el precipitado en 5 ml 

de carbonato de sodio 0.15 H. 
11. Oiali%ar contra corriente de aoua durante cuatro dias. 
12. Liofilizar y almacenar. <Fig. 31. 
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II. CARACTERIZACION DE LOS CONJUGADOS. 

al DeterminaciOn de la cantidad de proteina en el conjugado 
por el Método de Lowry. 

Esta reacciOn depende de la cantidad de tirosina y 
triptofano presentes en la protefna. 

Método. 

1. Se mezclan 50 ml de soluciOn A <Na CO al 2 1. en NaOH 0.1 NI 
2 3 

-· 
3. 
4. 

5. 
b. 

mas 1 ml de solución B <CuSO al 5 1. en tartrato de Na y K 
4 

al 1:t.l. 
A una muestra que contenga de 20 a 
telna en o.5 ml se le agregan 2.5 ml 
agita. 
Se deja reposar 10 minutos 
A cada tubo se agregan 0.25 mi de 
en agua 1•3 y se agita de inmediato. 
Se deja reposar 30 minutos. 
Se lee a bOO nm. 

200 microgramos de pro­
de la mezcla A + B y se 

reactivo de Folin diluido 

Nota: Se usa como testigo una solución de protefna 
<ovoalbómina, albúmina sérica bovina o hemocianina 
según sea el conjugado! de 250 ug/~l. 

bl DeterminaciOn de los espectros de absorción 131. 

Con el objeto de determinar si hubo conjugación o no, &e reali 
zaron los espectros de absorción de los conjugados, asf como 
los espectros de cada uno de los componentes del conjugado par 
separado <protelna5 y cardiotónicos>. 

Método 

1. Colocar una muestra de 25 microgramos en un tubo de ensaye 
en el caso de haptenos. 

2. Emplear 250 microgramos en el caso de protaina& y conjugados. 
J• Agregar a cada muestra un mililitro da ~cido sulf~rico al 98 X 
4. Realizar las determinaciones en un espectrofotómetro con cel­

das de cuarzo de 1 cm. 
5. Determinar los espectros de absorción leyendo densidad óptica 

para cada muestra a intervalos de un nanCMtetro en un rango de 
210 a bOO nanometros. 
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111. lNMUNlZAeION. 

La in11uniz-i:i~:: ••··.,.r.•alizo en conejos, can los 
conjugados homólogos. Las vla6 de inmunización utilizadas fueron 
intramuscular 1 -subcutánea e .i.ntradlltrmica debido a que el conju­
gado va acampanado de. adwv.ant•, el cual tiene la capacidad de 
aumentar la respuesta·i~oiUñ• y '•l nivel de anticuerpos circulan­
tes. Los adyuvantes empleados fueron1 adyuvante completo de 
Freund que consiste en una mezcla de aceite mineral <drakeol> con 
un detergente <arlacell en p~oporciones de 1:9 y 5 mg de ~~~~~~~= 
~~!Qii§ por ml de la me~~Í.,:Y adyuvante incompleto de Freund que 
es igual al anterior eMcepto que no contiene bacterias 135>. 

Las inmunizacion••.san pariódicas, 57 dias con interva­
lo" de descanso da 1~;-·¡uv.· ·c6;···2n. 

ESQUEMA DE JNMUNlZAeJON 

In~unización Ola Concentración de Antlgeno Via 

o 0.5 mg prot/ml de PBS IM, ID, 
emulsiTicado con 1 ml de AeF. se en SM 

2 15 0.5 mg de conjugado emul-
sificado con 1 111 de ACF. 

3 30 0.5 mg de conjugado en 1 ml 
de PBS con 1 ml de AIF. 

4 45 0.5 mg de conjugado en 
1 ml de PBS. 

5 4b 1.0 mg de conjugado en 
1 mi de PBS. 

6 47, ,. __ ¡.,ti "9 cüt- c-J ugado en 
·· l' 111 da PSS • 

7 48. . 2;0 ag de conjugado en un 
•1. <1 .. PllS., 

SANGRAR 57 -------------------------------------
AeF - Adyuvante completo de Freund 
AlF - Adyuvante inconip'lat'o de Freund 
PBS - Regulador de foefatos 
SM - Sitios múltiples 

IM - Intramuscular 
ID - Intradérmica 
se - Subcutánea 
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IV. DETECCIDN DE ANTICUERPOS ANTIDIGOX!NA V ANTIDIGITOXINA, 

al Precipitación én capilar (6, 21>, 

La precipitación se presenta debido a que los antigeno& 
tienen varios sitios de unión es decir son multivalent11s.· en· 
estado soluble se unen con su anticuerpo especifico y asi da 
lugar a un complejo insoluble. Esta reacciOn se utiliza ampliame~ 
te para mostrar y cuantificar anticuerpos y antigenos, se puedtl 
llevar a cabo en onedio liquido o semisólido. 

La precipitación en medio liquido puede ser 
semicuantitativa o cuantitativa, en el primer caso sólo se pb••~~ 
va la detección de precipitado, para el segundo caso ademAs'lkl ·i•· 
detección de los anticuerpos estos se cuantifican con mas 
exactitud. 

Método. 

t. Se toman 11 capilares y con ayuda de un marcador, se dividen 
en tres partes igualas •. 

2. En 8 tubos de ensaye de 13 X 100 debida~ente rotulados, &e 
hacen diluciones con PBS al doble del suero. 

3. Se colocan 0.5 ml de la solución de suero, 9e mezclan bien 
con la misma pipeta <dilución 1s2l. 

4. Con pipeta diferente se toman 0.5 ml de la solución del tubo 
y se pasa al tubo 2, se mezclan bien con la misma pipeta <di­
lución 1•4>. 

5. El procedimiento se repite para los siguientes tubos <dilucio 
nes 118 a 11256!. 

6. Se toma un tubo capilar y se absorbe un volumen de una solu­
ción de conjugado <antf genol que llegue hasta la primera mar­
ca del tubo. La parte externa del tubo se limpia con papel 
adsorbente. 

7. El tubo capi 1 ar se gira 18(1 gr ad os y se hace descender el 
volumen hasta el borde correspondiente. 

8. Se absorbe en fet"Ma &lmilar a la descrita en el inciso ó un 
volumen tal de antlsuero sin diluir, que llegue hasta la 
segunda marca del tubo. Se 1 i mpi a la parte externa con papel 
absorbente. 

9. Se mezcla por Inversión repetida. 
10. Can al dedo indice se tapa uno de los e•tremos del capilar y 

se deja que el contenido quede centrado en el capilar. 
11. Un extreaio del capilar se introduce en una gradilla COt'I 

pla&ti lina. 
12. Se repit• eilptacedimiento sehalado en lo5 incisos 6 al 11 

usando cada una de las diluciones del antisuero (de 1:2 a 
11256). 



13. un-capilar se llena hasta la segunda marca con antigeno sin 
diluir y otro en la misma forma con antisuero. 
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14, Se coloca otro capilar el cual se prepara con proteina y 
antisuero. El primer tubo capilar es el testigo del antigeno, 
el segundo del antisuera, y finalmente el último es para 
observar la reacción cruzada con la parte proteica, por lo 
que también se considera como testigo. 

15. Se deja unos minutos a temperatura ambiente y se guarda en re 
frigeración de 24 a 48 horas. 

16. Se mide la cantidad de precipitado en milímetros. 

bl Metodo de ELISA indirecto <13). 

1. Se sensibiliza la placa colocando 100 microlitros de la dilu­
ción del antigeno en cada pozo y se incuba a 37 grados 
centigrados durante cuatro horas y toda la noche en 
refrigeración. <El antígeno empleado es el conjugado 
heter6logo diluido en regulador de boratos pH 8,4), 

2. Se elimina el contenido de los pozos por succión con una 
pipeta Pasteur acoplada a una bomba de vacio, se adicionan 20 
microlitros de PBS-T dejando reposar cuatro minutos, al cabo 
de los cuales ae desecha el contenido. Esta operación se re­
pite cuatro veces. 

3. A cada pozo se adicionan 100 microlitros de glicina al 2 f. y 
se incuba a 37 grados centi9rados durante 1 hr. 

4. Se repite el paso 2. . 
5. Se adiciona a cada pozo 100 microlitros de la dilución del 

suero <en PBS-T> y se incuba a 37 grados centígrados por una 
hora. 

b. Se repite el paso dos. 
7. Se adiciona a cada pozo 100 microlitros del conjugado <peroxi 

dasa-lgG de cabra anticonejo) en PBS-T, se incuba a 37 grados 
centigrados durante un• hora. 

8. Se repite el paso dos. 
9. Se adiciona a cada pozo 100 microlitros de substrato (peroxi­

do de hidrógeno) se deja a temperatura ambiente en la obscu­
·ridad durante 30 Min. 

10. Sin retirar el contenido del pozo, se adiciona una gota de 
de ácido uulfürico B N <l~.5 microlitros> para detener la 
la reacción. 

11. Se lee en un lector de placas a 492 nm. <Fig. 4l 



SENSIBILIZAR 

LA PLACA. 

L. A VA R co¡i, 
P BS-T .._ ___ _. 

ilLAVAR LJl\LAVAR 

2) G L.ICINA 2)SUERO 
.-l;i:j• """' .¡J,¡J, 1 

.. - Z!CONJUGADO 
.... MARCADO 

Ag- Acoplado a Placa 
lo placa Bloqueada 

I) LAVAR e-ltJ-1 ... l ~L.A..,V~A""R--&·lf. 1 
Zl CONJUGADO 2)SUSTRATO D D 

MARCADO 

DE TENER 

L.A R[ACCION 

Reaaclon 
Ag - Ac 

LECTURA 

A 
49 2 n.m. 

FIG.4 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIDIGITALICOS. 



V. CARACTERIZACION DE ANTICÚERPOS ANTIDIGITALICOS. 

Prueba& de inhibición por hapteno. 

Esta prueba nos permite comprobar la especi.ficidad de 
los anticuerpos antidigo~ina y antidigitoxina y determinar las 
concentraci enes de hapteno necesarias para obtener un má>: imo de 
inhibición. 

Método. 

1. Se hacen las diluciones requeridas de suero en PBS-T. 
2. Se agrega a cada una de ellas anttgeno en una concentración 

conocida <diluido en PBS-Tl. 
3: Se repiten los pasos anteriores para cada concentración de an 

ttgeno usada. 
4. Una vez hecha la me~cla se agita perfectamente. 
S. Se incuba a 37 grados centígrados durante 1 hora. 
b. Se adiciona la me~cla a las placas previamente &ensibilizadas 

con el antígeno y bloqueadas <en el paso 5 de la técnica de 
ELISA en lugar del suero). 

'• Se continúa como lo indican los pasos del 6 al 11 de la téc­
nica de ELISA anteriormente escrita. <Ftg.5) 
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ANEXO. SDLUBILIZACION DE CONJUGADOS V HAPTENOS. 

Óebido a que los compuestos digitálicos son poco solubles en 
medio acuoso se realizaron las siguientes pruebas: 

Conjugados: 

a) Variación de pH con HCl 6 NaOH en una mezcla de un miligramo 
de hapteno en 10 mi de PBS. 

b) Sonicación de una mezcla de un mg de conjugado en PBS, y cuan­
tificación del producto disuelto, por el método de Lowry. 

e> Homogenización de una mezcla de conjugado en PBS, a pH 7.3, 
posterior centr1fugacióA y cuantificación de la cantidad de 
conjugado disuelto, por el método de Lowry. 

Haptenos. 

E"n este caso se emplearon dimeti lformamida COMF>, etanol <ET­
OHl y etilenglic:ol 60,•0 <EG-6000). 
Para el caso de DMF y ETOH la ~uestra se trato de la siguiente 
manera: 

A dos mg de hapteno se le adicionan por goteo lentamente y 
con agitación 0.5 ml de etanol, posteriormente 0.5 ml de PBS y 
finalmente se afora a 10 ml con solución de PBS, quedando una 
concentración de 200 ug/ml en etanol al S %. Con el objeto de de­
terminar la cantidad de hapteno solubili~ado, se toma una alícuo­
ta de O.J ml de la solución y se lleva a 3 ml con acida sulfórico 
se lee la absorbancia an un espectrofotóraetro a 340 nm para Dt y 
390 nm para Dx. Lo anterior se reali%a con las soluciones recién 
preparadas; a las 24 horas se vuelve a determinar la lectura. 

En el caso del etilén glicol 6000 primero se reali=ó la in­
corporación de éste al hapteno, por preparación de una me=cla de 
hapteno-etilén glicol 6000 en una proporc16n 1:49 y posterior fu­
sión en un ba~o de aceite a 170 grado& centiorados hasta obtener 
una solución transparente, la cual se dejó solidificar a tempera­
tura ambiente, en seguida se guardó en un desecador (por varios 
dfas). La solubilidad de hapteno-EG en PBS se determinó midiendo 
la absorbanc1a de la muestra en ácido sulfúrico como en el caso 
enterior. 



R E S U L T A D O S V D 1 S C U S 1 D N 

La tabla No.1 muestra el rendimiento obtenido en la 
preparación de los conjugados. digo><ina-ovoalbúmina, digitoxina­
ovoalbúmina empleados como antígenos para inmunizar <conjugados 
homólogos) y digoxina-albúmina sérica bovina, digitoxina-albúmina 
sér i ca bovina <conjugados heterólogos> utilizados para comprobar 
la especificidad de los anticuerpos antidigoxina y antidigitoHina 
respectivamente. 

TABLA No. l RENDIMIENTO DE CONJUGADOS HOMOLOGOS V HETEROLOGOS 

CONJUGADO RENDIMIENTO 

Di gox i na-ovoa 1 búmi na •••••••• , ••••••••••• 
D1gitoxina-ovoalbUmina •••••••••••••••••••• 
Digoxina-albúmina sérica bovina ••••••••••••••• 
D1g1tox1na-albúmina sérica bovina ••••••••••••• 
Oigo~ina-albúmina sérica humana <31> •••••••••• 

392.2 mg 
432.6 mg 
460.6 mg 
282. l mg 
461.0 mg 

Como se puede observar el rendimiento de los conjugados 
obtenidos fue similar al reportado en la bibliografta <31>, a ew­
cepción del conjugado digito~ina-albómina sérica bovina, ésto 
quizá fue debido a pérdidas del producto durante el proceso de 
preparación. 

SATURACION TEORICA PARA PROTEINAS 

Considerando que se prepararon los diferentes conjugados em­
pleando una relación p/p de 436 mg de hapteno por 560 mg de pro­
teína, se calculó el 'l. de sat\.1ración teórico <7>. 

DATOS 
P.M. de ASB 70 000.00 Contenido de Lisina 12.3 % 
P.M. de OVA 40 ººº·ºº 6.5 % 
P.M. de Lisina 147.00 
P.M. de Oigoxina 780.98 
P.M. de Oigito•ina 765.00 

Cálculo de saturación teórico para ASB 

70(1(10 g 100 % X 8610 g del PM son capaces 
"/. 12.3 % de acoplarse al hapteno 



147 g 
8b10 g 

1 M 
X X 58.57 mole& 

En .un mol de proteina hay 58.57 moles de lisina capaces; de 
acoplarse a la misma cantidad de hapteno por un mol de proteína. 

Para el caso de Oigo>:ina se tiene: 

780.98 11 
X 

70000.000 

1 H 
58.57 X = 45741.998 g de d!go><ina 

--------- = 1.5303223 
45741.998 

La relación anterior indica que para obtener el 100Y. de satu­
ración de la protelna, se requiere 1.53 g de albómina sérica 
bovina por cada gramo de digoxina. 
EKperimentalmente se usaron 436 mg de digoxina por 560 mg de pro­
tetna obteniéndose la siguiente proporción: 

5b0 

43b 

1.53 ----- 100 ;: 
1.284 --- X 

2 t.284 

X = 83.92 ;: de &aturaciOn 

Como se observa el conJugado DX-ASB teóricamente está 
saturado en un 83.92 ;:. 

Este cálculo se repitió para los diferentes conjugados, 
considerando el peso molecular de cada protelna, su contenido de 
lisina y el peso molecular del hapteno, los resultados se presen­
tan en la tabla 2. 



TABLA No.2 SATURACION TEORICA DE LAS PROTEINA'~. 

CONJUGADO PROTEINA 7. DE SATURACION 

DX-ASB 
DT-ASB 
DX-OVA 
DT-OVA 

ASB 
OVA 
DX-ASB 
DT-ASB 
DX-OVA 
DT-OVA 

ASB 
ASB 
OVA 
OVA 

Albómina sérica bovina 
Ovoal bl.'.lmi na 
Conjugado de digoKina albUmina sérica bovina 
Conjugado de d1gitoxina albúmina sérica bovina 
Conjugado de digoxina ovoalbUm1nna 
Conjugado de digitoxina ovoalbómina 

83.92 .. 7. 
82.30 l( 

40.26 l( 

42.09 7. 

En la tabla No. ~ se muestran los diferentes porcentajes de 
saturación teóricos, en donde se puede observar que el % de satu­
ración para los conjugados obtenidos con ASB es aproximadamente 
el doble comparados con el 'X de saturación de los conjL19ados pre­
parados con OVA. Este comportamiento :;;;e e::pl ica por la relación 
prote1na/hapteno empleada en ambos casos ~560 mg/436 mg>, para el 
caso de ASB eran necesarios 1.53 g tc~lculo teorice> de proteína 
por g de hapteno, mientras que para O~A se requerían 2.98 g de 
~rotein~/9 hapteno. 

PROTEINA EN LOS CONJUGADOS 

A los conjugados obtenidos se les determinó el contenido de 
proteína por el método de Lowry <19) con el objeto de establecer 
las diluciones adecuadas del conjugado para realizar su caracte­
rización espectrofotométrica. Las figuras 6 y 7 mueatran las cur­
vas tipo de OVA y ASB respectivamente. 

TABLA No. 3 DETERMINACION DE PRDTEINA POR LOWRV. 

CONJUGADO 

~igoxina-ovoalbúmina •••••••••··•·••••••• 
C•i gi to;-; i na-ovoal búmina ••••••••••••••• •-•. •-• 
DigoMina - ASB •••••••••••••••••••• 
Digito•ina - ASB ····••••••••••••••••• 

CONTENIDO 

216. 0 mg 
130.0 mg 
15b.C• mg 
40.0 11g 
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ESPECTROFOTOMETRIA DE LOS CONJUGADOS 

La comprobación de la unión entre hapteno y prote!na, se 
realizó mediante la obtención de los espectros de absorción de 
los conjugados y de cada uno de sus componentes <glucósidos car­
diacos y protefnasl \3l. 

El análisis de los espectros de las figuras 9 y 9 muestra que 
la digo>:ina presentó dos méHimos de absorción, uno a 390 y otro 
a 490 nm, mientras que en los conjugados de digoxina estos má;ti­
mos estaban ligeramente desplazados a l• derecha, este desplaza­
miento indica que se efectuó la unión entre hapteno y protefna. 

En el 
absorciOn, 
desplazados 
di gi to)( i na, 
acoplamiento 

caso de la digitoxina se observaron tres máximos de 
a J40, 420 y 485 nm., valores que se vieron 
en los espectros de absorción de los conjugados de 
indicando como en el caso anterior que ocurrió el 
entre hapteno y protefna. 

El hecho de que el conjugado halla sido dializado en forftla 
exhaustiva excluyendo moléculas de peso molecular menor de 10 000 
garantizó que los picos máximos de absorción de los diferentes 
espectros de los conjugados se debieran eKclusivamente al hapteno 
unido a la protefna. 

La diferencia de absorbancia entre el conjugado y la pro­
tefna sola, di6 el valor que corresponde a la absorbancia del hap 
teno unido a la protetna. Con esta absorbancia y el coeficiente 
de ewtinción molar se calculó la concentración real del hapteno 
en el conjugado. 

CONCENTRACION DE HAPTENO POR MOL DE PROTEINA 

Cálculo de concentración real de digoxina unida a albúmina 
sérica bovina. 

DA T O S 

P.M. 
Digoxina 
Oigl toxina 
OVA 
ASB 

. . ........... ;-~-; ;-;-~ .;--.-.-.. ' 
O.O, de DX •• , • , ••••• , •••••• ; .... 
Coef. de e•tinción molar de OX 
O.O. ASB 
O.O. conjugado DX-ASB 

780.'18 
765.0 

40000.0 
70000.0 

2.411 
25.!fJO 

0.02 
o.8764 

O.O.del conjugado - O.O. de la· proteína= O.O. HAPTENO 

(1.8764 0.02 0.6564 

0.8564 ,; absorbancia de la digoxina unida a la ASB. 
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-5 251C•O ----- l M 
0.9564----- X X = 3.41 X 10 moles de diQoxina 

mol ----- 790.98 g 
-5 -3 

3.4 X 10 ---- X X 2b. b3 X 10 g de digox i na 

X 2b.b3 mg 

De los 4b0 mg de conjugado <DX-ASBl solo 23.4b mg son ~e 
digoxina y los restantes 433 mg corresponden a ASB. 

1 Mol de ASB 
X 

70 000 g 
0.433 g 

-b 
X s b.191 X 10 

El n~mero de residuos de DX por mol de prote!na se calcul6 
mediante la siguiente relación: 

Moles de hapteno 
------------------- = No. de residuos de digoxina/mol de ASB. 
Moles de prote!na 

-5 
3.41 X 10 

5.5 r'esiduos de digo>:ina por mol de ASB. 
-b 

b.19 X 10 

Estos mismos cálculos se realizaron para determinar el número 
de residuos de hapteno en los demás conjugados. 

TABLA No.4 RESIDUOS DE HAPTENO POR MO~ DE PROTEINA. 

CONJUGADO Residuos/Mol de proteina 

D1go>:ina-ovoalbúmina ••••••••••••••• 
Digitoxina-ovoalb~mina ••••••••••••••• 
Digoxina-albúmina sérica bovina •••••••••••• 
Digitoxin-albúmina sérica bovina •••••••••••• 

5.0 
b.O 
5.S 

12.4 

La tabla 4 muestra que el acoplamiento de digitoxina fue 
mejor al de digo~ina para ambos tipos de proteinas. No obstante 
el n\l.mero de residuos de digo><ina en ASB y OVA, éstos fueron campa 
rables al valor reportado por Smith 1970 (6.7 residuos de dx/mol 
de alp~mina sérica humana>. 
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INMUNIZACION V DETECCION DE ANTICUERPOS 

Los sueros obtenidos Ox-OVA y Dt-OVA en cada cuadro de inmu­
ni~aci6n <tablas 5 y 6> fueron probados por precipitación en ca­
pilar después de sangrar los conejos, usando como antígenos los 
conjugados heterólogos Dx-AS9 y Dt-ASB respectivamente para detec 
tar posibles reacciones cru~adas. 

De los 18 conejos que se inmunizaron, 11 respondieron favor-a­
blemente, y con ellos se continuaron las pruebas. 

a) Preci pi taci ón en capi 1 ar. 

Con esta prueba se demostró la presencia de anticuerpos 
contra la d1goxina y dig1tox1na acopladas a la ASB. 

Las tablas 5 y 6 presentan los resultados para lo5 diferentes 
sueros, donde se observa una respuesta que puso de manifiesto la 
reacción antigeno-anticuerpo, la cual no mostró en un principio 
reactiv1dad cn.l%ada cont,-a, la protefna heteróloga. 

S1n embargo los sueros de los siguientes si'r.grados presenta­
ron reacción cruzada con ASB, ademas de observarse problemas de 
solubilidad del conjugado (ane):O), por lo que no se real1~6 la 
prueba en forma cuantitativa. 

TABLA No.5 PRECIPITACION EN CAPILAR DE SUERO D!GOXINA-OVA. 

DILUCION DEL SUERO CLAVE DEL CONEJO 

1:1 
1:2 
11 4 
1:8 
1:16 
1:32 
1:64 
1:128 
1:256 

ANTI GENO 
ASB/ANTISUERO 

ANTI SUERO 

Z-01 
m m 

1 
1 
1 
1 
1. 7 
3 
3 
2 

Z-(•2 
m m 

1 
1 
1 
2 
2.5 
3 
4· 
3 
2 

ASB Albúmina sérica bovina 
ANTIGENO Conjugado heter6logo (Dx-ASBl 
CONC. ANTIG.: 1 mg/ml 

+ - Dudoso Negativo 

Z-03 
mm 
+ -
+ -
1 
2 
2 

Z-06 
mm 

1 
_1.5 
1.5 
2 

Z-07 
mm 

1 
_I 
2 
3 
4-
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TABLA No. b PRECIPITACION EN CAPILAR DE SUERO DIGITOXINA-OVA. 
----------------------------------------------------~-----------
OILUCION DEL SUERO CLAVE 

Z-09 z-10 
mm mm 

11 ! + - + -
1:2 1 1 
1:4 1 1 
118 2 2 
!:lb 3 . 3. 
1:32 4 2 
1:64 5 3 
1;128 b ·4 
SUERO 
ANTI GENO 
ASB/ ANTI GENO 

ASB Albúmina sérica bovina 
ANTIGENO Conjugado heterOlogo (Dt-ASBl 
CONC. ANTIG. 1 1 mg/ml. 

+ - Dudoso Negativo. 

bl Método de ELISA indirecto. 

DEL CONEJO 

Z-11 Z-13 Z-14 
mm mm mm 

Los conjugados heterólogos preparados con los mismos h•ptenos 
pero con hemocianina <KLH> que es una proteína filogenéticamente 
más distante que la ASB respecto a la OVA, aseguraron una res­
puesta especifica a la parte •steroidal del conjugado en los 
ensayos por éste método. 

En los resultados que se muestran en las figuras 10 y 11 se 
observa que los antisueros con claves Z-18 y Z-07 obtenido& 
contra digoxina-OVA montraron una mayor afinidad por este hapteno 
que por digito>:ina. Mientras que los antisueros Z-10 y Z-13 diri 
gidos contra digitoKina-OVA presentaron un mejor reconocimiento 
para digitoxina. 

Respecto a la titulación de los antisueros, cuyos resultados 
se muestran en la fig. 12, se observa que una concentración de 20 
ug/ml dió una separación más amplia en las gráficas, lo cual 
permitió una mejor diferenciación de la afinidad del anticuerpo 
por su antígeno especifico. 
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CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS ANTIDIGITALICOS. 

Los resultados de especificidad de los anticuerpos, determi­
nada por la prueba de Inhibición de la precipitación por hapteno, 
mediante el enlace prévio de digoxina y digitoxina a sus anticu­
erpos especfficos, se muestran en la tabla e. 

En las figuras 13 y 14 de los sueros Z-01 y Z-07 se muestran 
las curvas de inhibición que caracterizan a lo& anticuerpos anti­
digox i na. En ellas se observó una mejor inhibición hacia digowina 
lo que indicó un alto grado de espe~ificidad a éste compuesto. 

Mientras que 109 antisueros con claves Z-11 y Z-13 <figuras 
15 y lb> presentaron curvas de inhibición con una relativa espe­
cificidad, ya que mostraron a la vez un reconocimiento importante 
por la digoxina (de 45 a 73 %>. 

TABLA 7. CARACTERIZACIDN DE ANTICUERPOS POR INHl0ICION DE LA PRE­
CIPITACION POR HAPTENO. 

Conjugados r. de inhibición 
Anti suero Dilución HomOl. Heterol. Dx Dt 
-----------------------------------------------------------------
Z-01 h100 Dx-OVA Dx-KLH 65 33 

h 10000 60 22 

Z-07 i:100 Dx-OVA D•-KLH 97 30 
1: 10000 eo 20 

z-11 1: 100 Dt-OVA Dt-KLH 45 eo 
1: 10000 60 - 80 

Z-13 h100 Dt-OVA Dt-KLH 67 so 
1: 10000 73 :59 
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ANEXO. SOLUBILIZACION DE CONJUGADOS Y HAPTENOS. 

En las pruebas para meJC>rar la solubilidad de lo• conjugad<>• 
se observó que al variar el pH en la solución de DM ó Dt en PBS 
no hubo ningún incremento de la st>lubilidad. Al emplear la 
sonicación se t>btuvo un aumento del 30 'l. en la solubilidad del 
producto. Finalmente al utilizar la homogeni:ación, el resultad<> 
de solubilidad obtenido fllé del 70 %, por lo que se consideró 
~omo mejer prueba aunque no óptima, debido a que no se alcan2ó el 
100 'l. de solubil!:ación 1 y con el tiempo de reposo tiende a dis­
minuir la concentración del conjugado soluble. 

Respecto a las pruebas de solubilidad de los haptenos en 
etanol, dimetil formam1da y etilén glicol, se observó <tabla 7) 
que el mejor disolvente para OK y Dt fué el etanol al ~ 'l., sin 
em~argo a tas 24 hrs. de preparadas las soluciones disminuye la 
so!t.tbi l i dad. 

TABLA No. e. SOLUBILIDAD DE D!GOXINA y DIG!TOXINA EN ETANOL, DIME 
TILFORMAHIDA Y ET!LEN GLICOL. 

Solución recién preparada Solución 24 horas después 

Solución 

* D•-H 50 
2 4 

ETOH-Dx-H SO 
2 4 

DMF-Dx-H so 
2 4 

EG-Dx-H 50 
2 4 

• Dt-H SO 
2 4 

ETOH-Dt-H SO 
2 4 

Dl1F-Dt-H SO 
2 4 

EG-Dt-H SO 
2 4 

o.o. 
nm 

0.52 

0.49 

0.34 

0.057 

0,55 

0.268 

0.140 

0.052 

Conc. Hapteno 
ug/ml 

20.0 

18.8 

13.0 

2.19 

20.0 

9.74 

5.09 

l.9ó 

o.o. 
nm 

0.52 

0.38 

0.039 

0.043 

-o.ss 

o:ü 

0.021 

0.041 

Cene.. Hapteno 
ug/ml 

20.0 

14.9 

1.5 

1.b5 

20;0 

- -~4;0-

0.7b 

1.49 

• Soluciones estan~ar preparadas al. momento de emplearse 
- Lecturas de O.O. a 390 nm para Dx y 340 nm para Dt. 
~.---::------------------------------------------- .... -------~--
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CONCLUSIONES 

1. De los sueros obtenidos de la inmunización de 18 conejos con 
los conjugados Dx-OVA y Dt-OVA, sólo en 11 se detectaron 
anticuerpos contra estas substancias. 

2, El esqL•em.;1 de inmun1:ación pr-olongado conduJo a problemas de 
reactividad cruzada de la parte protéica entre los conjugados • 

..:-. La baja solLtbilidad de los conjugados heterólogos llevó a cam­
biar el sistema de detección por precipitación en capilar de 
los ant:icL1eroos obtenidos por el método de ELISA indirecto. 

4. O~ los tú ~-~eros pr·oh~dos por ELISA, soto 6 <l-01, Z-01, Z-15, 
z-10, :-11, Z-13> dieron resultados positivos en la producción 
de anticuerpos. 

5. La inh1bic1ón de anticuerpos de d1gox.1na para Z-01 y Z-(17 fue 
del orden de 60 a q1 % con di go>:i na, m1 entras que con d1 gi to­
~: i na fue de 2: a 33 ~. esto indica un alto grado de especifici 
dad de dichos anticuerpos. 

En el c~so de lo• anticuerpos de digitox1na, la inhibició~ fue 
de 58 a 80 "l. con su tn1 smo hapteno, mi entras que cor. d1 go.: i na 
.fue de 45 a 73 '%., lo que muestra una relati"a e:.pecif1c1dad, 
ya que presentan un reconocimiento importante po,.- la digo>:1na. 

SUGERENCIAS 

En base a los problemas de solubi 1 idad que se tuvieron para 
real i:: ar 1 as prueb~= de re~ct i vi dad cru= .El.da con compuestos de 
estructura quimica semeJante (esteroides>, se recomienda determi­
nar las condiciones de solubilidad de éstos compuestos. 

Implementar una técnica de cuantificación usando éstos anticuer­
pos para la determinac10n de digo~ina y digitoxina. 
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RESUMEN 

Con el fin de obtener anticuerpos específicos contra. digo):ina 
<Dw> y digitoxina <Dt>, se inmunizó un lote de 14 conejos con 
conjugados de Dx-OVA y Dt-OVA, obteniéndose sueros con titulas 
altos de anticuerpos por precipitación en capilar. 

Posteriormente, estos sueros se estudiaron en un sistema de 
ELISA indirecto, en donde se establecieron las condiciones para 
determinar su especificidad. 

La concentración óptima de antigeno para recubrir placas de 
micr"otitulación de poliestireno fue de 20 ug/ml, en un intervalo 
de dilt.•ciones del suero entre 1;10(1 y 1: 10(100. Con estas condi­
ciones se pr~baron todos los sueros can conJugados heterol~qGs de 
Dx-Hemoc1an1na O<LH> y Dt-KLH, de los cuales se seleccionaron 
aquellos con capacidad de d1ferenc1ar ambos haptenos. 

Los sueros seleccionados se utili~aron en sistemas de inh1b1-
Ción poi'" h.:.pterio. Los haptenos se d1solv1eron er. el.:.nol ,;tl 5 'l. en 
PBS y se demostró que esta concentración de etanol no afect~ sig­
n1f1cat1 vamente la interacción de los anticuerpos con los conju­
gados. ~d~mas se observó que los sueros obtenidos contra Dx se 
1nhiber. mejc•r cor, su hapteno homólogo que con Dt. En cambio los 
sueros contra Ot dan mayor reacti vi dad cruzada con D>:. 
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