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INTRODUCCION

En la industria farmacdutica, los glucodsidos digitadlicos
son de gran importancia para la elaboracién de medicamentps usa-
dos en el control de padecimientos cardiovasculares, debido a sus
propiedades cardioténicas. Estos compuestos son obtenidos por ex—
traccién de plantas del género Digitalis (2), siendo los princi-
pales 1los oglucdsidos primarios de las series A, B y C gque por
descomposicion enzimAdtica dan origen a los glucésidos secundarios
digitoxina, gitoxina y digoxina respectivamente, considerados te-
rapéuticamente activos.

Dependienda de la especie (D. lanata; D. purpurea, etc.)
el contenido de glucdsidos totales varia de 0.1 a 1.0 %, No ohs—
tante.que l1a digitoxina es el producto mas abundante, la digoxina
es preferida terapéuticamente debido a que posee una potencia
tres veces mayor a la digitoxima, 1o cual ha ocasionado que esta
ultima se acumule en grandes cantidades como subproducto durante
los procesos de extraccion de la digoxina.

Una alternativa para la utilizacién de digitoxina fue
propuesta por Reinhard (25) y consiste en la biotransformacion de
este sustrato mediante un cultivo de células en suspension de
Digitalis; estas células tienen la capacidad de efectuar la hidro
#ilacidn especifica en el carbono 12 de la molécula para dar coso
producto digoxina.

£l control del proceso de biotransformacion requiere de
un método de deteccién de digitoxina y digoxina que sea rapido,
sensible y altamante especifico, ya que las cantidades que se ma-
nejan son del orden de nancgramos y las estructuras de éstos com—
puestos son quimicamente muy semejantes. A pesar de la diversidad
de métodos conocidos (Colorimétricos, Fluorométricos, Cromatogra-
fia de gases y Cromatografia liquida de alta presitn) para 1la
cuantificacitn de éste tipo de compuestos, los métodos de inmuno-
analisis han sido mas eficientes por su especificidad; diferen-
cian digoxina de digitoxina, precision; detectan cantidades del
orden de 3 X 10 mol/ml, y rapidéz (23). Las técnicas de inmuno-—
andlisis han permitido medir concentraciones muy baijas de digita-
licos en plasma y flufdos fisioldgicos de pacientes con problemas
de toxicidad severa por el suministro continuo de digitaAlicos, en
farmacologfa clinica y en investigacion de los mecanismos de ac-
cion de los digitalicos,.

En el laboratorio de investigacidn de Riotecnologia de
la E.N.E.P. 1Zaragoza se estd desarrollando un estudio sobre la
Piiotransformacidn de digitoxina mediante cultivos de células de
Digitalis sp. en suspensitn el cual requiere de la cuantificacién
de dichos compuestos durante el proceso, por lo que el presente
trabajo tieme como objetivo la obtencidn de anticuerpos con alta
sensibilidad y especificidad contra glucosidos cardiotonicos, los
cualag. sgran utilizadgn en. la implgmentacidon de un. mehedo guaptic,
:atJVquuﬁ,qarantheﬁla exactitud y especificidad dal férmaco va—

orado.



FUNDAMENTACION DEL TEMA
Innmunidad.

La inmunidad, es la reaccidn de un organismo contra
agentes extrafios, organismos infectantes o sus productos téxicos,
para su estudio puede clasificarse en inmunidad natural e
inmunidad adquirida. La inmupidad natural 1lamada también inmuni-
dad innata, congénita o hereditaria puede designarse como la re-
sistencia gue tiene el individuo por su naturaleza, especie, Sexo
u otra variante que presente (1).

La inmunidad adquirida (basada en anticuerpos) ee
clasifica a su ve: 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 recibe
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 centacto con un agente extrafio s
llevada a cabo por proteinas plasmaticas llamadas anticuerpos vy
se denomina Respuesta inmune Humoral. La respuesta inducida por

La respuesta inmune presenta cuatro caracteristicas:

1. Es inducible, porque stlo se manifiesta cuando un antigeno se
introduce al organismo.

2. Eespeclifica, pues sdlo reconoce y reacciona contra el anti-
geno que indujo su produccién,

Z. Tiene memoria, esto se refiere a que un segundo contacto con
el mismo antigeno da comp resultado una respuesta mads rapida
y vigorosa (respuesta secundaria) que en la primera ocasidn.

4. Es transferible, es decir, por transferencia de suero que
con tenga anticuerpos y/o linfocitos, puede transferirse la
respuesta inmune de un individuo a otro (26, 28, 30).

Antigeno,

Son en su mayoria substancias proteicas, aun cuando cier
tos polisacaridos, lipidos y hasta Acidos nucleicos pueden tener
propiedades antigénicas. Estructuralmente un antigeno contienes
grupos quimicos ordenados en una arquitectura tridimensional, co-
nocida como determinante antigénico o epitopes, pudiendo existir
varios de ellos en cada antigeno (18). Cuando un organismo es #®-
puesto un antigeno y células inmunoldgicamente competentes 1o re-
conocen como extrafo, puede producir anticuerpos centra los de-
terminantes antigeéenicos. La caracteristica fundamental de estos
anticuerpos es reaccionar especi{ficamente con el antigeno o deter
sinante antigénico gque causd su produccidn.
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Un antigeno responsable de inducir una respuesta inmune
se denomina i1nmunogenc y puede reaccionar ip vivo o in vitrg con
el anticuerpo especifico. In vitro, la reaccion antigeno-anticuer
po dependerd de ciertas condiciones, tales como temperatura, pH,
fuerza ionica del medio de reaccidén, etc., y se podra visualizar
como una aglutinacidn, hemdlisis, precipitacion e inhibicion,
de alguna funcidn bioldgica, por ejemplo inhibicién de
actividades toxicas, enzimaticas o adhesivas del antigeno.

Inmunizacidén experimental.
La inmunizacidn es el proceso por el cual.se induce uha~

respuecsta inmunoldgica, mediante el contacto de un-antige
el organismo. o

Ho existe un esquema de inmunizacion general: “que sea’
recomendado  para todos los  antigenos. Antes. de limciars on’
programa de inmunizacion se deben considerarsilosiidiversas
factores que intervienen en la respuesta inmune,. : tales’ .como
especie, relacién filogeneética, antfgeno, adyuvante, viia de admi-
ristracion ¢ tipo de respuesta.

Especie: La cabra, el caballe y el conejo son consideradas las
mejores especies para la produccion de anticuerpos, sirn embargo,
el conejo tiene cualidades que lo hacen mas apropiado para su
emplea, como es su facil memipulacidn y ubicacion en un espacio
pequeflo.

Felacion filogenética: La respuesta que presenta un  organismd
frente a un antigeno obtenido de otro de diferente especie es
buena, y sera mejor cuanto mayor sea la diferencia evolutiva
entre ellos, es decir 10s anticuerpos seran especificos y no pre—

sentardn reactividad cruzada.

Antigeno: Fuedern ser particuledos o sclubles, er el primer caso
la 1amunizacién adecuada es por via intravenosa, mientras que los
antigenos solubles administrados por ésta via dan una respuesta
pobre, 1la cual se intrementa cuando dicho antigeno se administra
acompafiado de un adyuvante via subcutdnea o intradérmica.

Adyuvantes: Son emulsiones de agua en aceite, estabilizadas por
un detergente (emulsificador), las cuales estimulan la produccion
de anticuerpos. El adyuvante mas empleado es el de Freund, gque
cansiste de una mezcla de aceite mineral (drakeol, bayol o nugol)
con un detergente {(arlacel, falba etc.) en proporciones de 9:1,
éste denominado como adyuvante intompleto. El adyuvante completo
de Freund contiene ademas una micobacteria que puede ser M. bovis

Tedricamente los ad, uvantes pueden actuar por alguno de
03 S1QuiEnLES Tmecanizmos:
&) esumentando directamente el numeroc de células involucradas en
la formacién de anticuerpos.
b) favoreciendo el procesamiento del antigeno por las células



fagociticas.
c) prolongando la duracidn del antigeno en el animal inmunizado.

cutdnea (8C), intramuscular (IM), intravenosa (IV), intralinfati-
ca (IL), intra articular (1A) y en gl cojinete de las patas (FF).

Intradérmica, el empleoc de ésta via causa la formacien de
anticuerpos cuando el antigeno se administra con  adyuvantes,
tiene 1la desventaja que ocasiona la formacion de ulceras en el
sitio de aplicacion.

Subcutanea, es excelente cuando se requiere que el antigeno se
absorba lentamente. Este caso necesita una primera inmunizacion
con adyuvante, a fin de minimizar la tendencia a un chogque anafi-~
lactico.

Intraverosa, <ce emplea para antfgencs particulados, en @ste caso
es ademas i1mportante una inmunizacidn subcutanea, ya que la
respuesta obtenida por via IV es rapida pero no se mantiene por
%1 sola.

Intramuscular, es adecuada en el empleo de adyuvante completo de
Freund, vya que dicha via proporciona un acceso rapido al sistema
circul atorio y linfatico.

Intralinfdtica, su eficiencia es semejante a la que se obtiene
por 1a wvia ID y SC,

Intra articulary la administracién por eésta via da una respuesta
semejante a la obtemida por via SC, con 1la ventaia que 1la
administracidén del antigeno se hace en zolucién salina y no
requiere emulsién.

Cojinetes de las patas, ésta visa se emplea con adyuvante completo
de Freund en una de las patas traceras, vya qQue ocasiona ulcera-
ciones y necrosis severas, debe usarse solo en casos de extrema
necesidad.

Tigo de respuesta, con un esquema de inmunizacion de corta
duracidn se obtienen anticuerpos altamente especificos, mientras
que con un esquema de amplia duracién los anticuerpos obtenidos
son menos especificos, presentando reactividad cruzada a medida
que avanza el tiempo de i1nmunizaciotn.



Estructura quimica de los digitalicos.

Los glucdsidos digitalicos estdn constituldos por una
estructura basica esteroidal (genina o aglicona) unida en el
carbono 3 a una tridigitoxosa mediante un enlace glucosidico, vy
en el carbono 17 a un anillo de lactona (butendlido), dentro de
égtos ‘glucdsidos se encuentran la digoxina y digitoxina cuyas
estructuras son muy cemejantes y su diferencia radica en que la
primera tiene un grupo hidroxilo (OH) en 21 carbono 12  (fig. 1}
el cual le confiere una mayor actividad farmacoldgica (2).

Haptenos y acarreadores.

Las moleculas con peso molecular menor de 1000, no  son
inmundgenas cuando se introducen al torrente sanguineo de un ani-—
malt Landstainer en 1905 lac denomind haptenos y demostrd que al
unirlas covalentemente a una proteina, se podian obtener anti-
cuerpos contra estas moléculas., El papel de la proteina en este
complejo o con)irgado es el de llegar a las células "inmunologica-
mente competentes" e inducir ah{ la formacion de anticuerpos de
tres tipos, unos dirigidos contra la proteina, otros contra el
fapteno, v los terceros contra la unidon quimica del hapteno vy 1a
proteina. La molécula grande (proteina) que lleva unido el hapte-
no se denomina acarreador y el uso de éste ha permitidn  obtener
anticuerpos contra digovina y digitoxina (9.

Los métodos utilizados para el acoplamiente de haptenocs

a proteinas (7) se presentan a continuacion :

— Diacotiracion vy mé&todo de las carbodiimdas para haptenos con
grupos amino libres,

- Método del hemisuccinato para grupos alcohol secundario {en
azucares, ribonucleosidos o ribonucleotidos).

- Método de las carbodiimidas y del anhidrido mixto para grupos
carboxilato.

— Método de la esterificacidn con acido paranitrobenzoico para
grupece alcohel secundario,

- Formacidn de conjugados con isotiocianato de fluoresceina.

- Oxidacion con peryodato.

Conjugados.

Butler y Chen en 1967 obtuvieron por vez primera
anticuerpos especificos contra digitalicos. La reaccidon
antigénica de estos compuestos se logro mediante el acoplamiento
de la digoxina al grupo E-amino de la lisina perteneciente a
una proteina acarreadora, en este caso albumina sérica bovina. La
reaccidn se 1levd a efecto de la siguiente manera: El glucdsido
esteroidal al mezclarse con el metaperyodato oxida y rompe entres
las uniones 3 v 4 de la ultima digitoherosa donde ocurrira el
acoplamiento con el grupo E-amino de la lisina en la proteina
acarreadora, en seguida el conjugado se estabiliza por reduccidn
con borotidruro de sodio (fig. 2).
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La especificidad de los anticuerpos obtenidos por éste
autor fué evaluada por diadlisis al equilibrio e inhibicidn de la
precipitacidn por haptena.

Oliver y col. en 1968 reportaron un método inmunoldgico
para medir niveles terapéuticos de digitoxina en sueroc humano. Lo
relevante de éste procedimiento fue la obtencidn de anticuerpos
m3s especificos, usando para ello conjugados 3I-oxi-succinil
dizitoxigenina-albumina sérica humana; la formacion del enlace

125
entre digitorigenina-tirosina I y el anticuerpo de conejo cen-
tra digitoxina. La radioactividad de este complejo fue medida en
2] precipitado obtenido por adicién de un sequndo anticuerpo (de
cabra antigamma globulina de conejo) a la mezcla de reaccion.
‘Otra modificacidn importante en ésta metodologia fue 1la
e@straccidn con cloroformo de la digito.ina en 1a muestra problema

En ectudios posteriores Smith y EBEutler (1970) realizaron
la inmunizacién de conejos con un conjugado de digoxina-albumina
humana, el resultado fue la produccidn de altas titulos de
anticuerpos con una excepcional afinidad y especificidad. Estos
anticuerpos han sido empleados para mediciones del orden de
nsnogramos a picogramos de digoxina.

El méteodo de Smith fue aplicado por Weiler y Zenk en
1374 para la obtencidn de arnticuerpos especi{ficos para digoxina
4 digitosina respectivamente, a fin de implementar con estos
anticuerpos 1a tecnica de radiocinmuncanalisis (RIA) para determi-
rnar digoxina y compuestos relacionados, en extractos sin purifi-
car de Digitalis lanata. Resultados similares en cuanto exactitud
vy especificidad han sido reportados por HaqQimori (1980) quien de-
termind el contenido de digoxina y digitoxina en tejido calloso
de la especie Digitalis durante la primera y zegunda etapa de re-
difsrenciacion del tejido.

Metodos de Inmunoandlisis.

El inmunoanalisis es una herramienta importante en 1la
cuantificacidn de compuestos que se encuentran en concentraciones
muy bajas. En tales andlisis los radioisdtopos han sido muy
empleados como marcadores debido a su sensible deteccion por tec-
nicas de conteo de centelleo, sin embargo el inconveniente de te-
ner desechos radipactives ha sugerido el desarrollo de inmunoand-
lisis basados en tipos de marcaje no 1sotopico, por ejemplo mar-—
cadores fluorescentes (9), electroactivos y enzimaticos (17, 34).

Este ultimo ha sido el mds exitoso y presenta dos moda-~
lidades, ensayo homogéneo y ensayo heterogénea.

a) Radioinmunoanalisis (RIA).
El principio de é¢ste método se basa en la competencia de

una cantidad constante de antigeno marcado radiocactivamente (tra-
zador) con una cantidad conocida o desconocida de antigeno no mar
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cado, por un numero limitado de sitios especificos enlazantes del
anticuerpo (9, 20).

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

b) Inmunoensayo EnzimAtico Homogéneo (EM I T).

En éste caso, la marca del antigene es un enzima. Cuando
el ant{geno marcado estd enlazado a un anticuerpo especifico, 1la
actividad del enzima se disminuye. El antigeno no marcado (libre)
que se encuentra en la muestra a medir, entra en competencia con
el ant{geno marcado para ocupar los sitios de enlace del anticuer
po, resultando un aumento de la actividad enzimatica en el seno
del medio. La actividad enzimitica estd en relacion con la concen
tracion del antigeno libre introducido y se determina por la modi
ficacidén de densidad optica resultante de la accion catalitica
enzimatica sobre un sustrato (29).

c) Inmunoandlisis Enzimatico Heterogéneo.

Un método de inmunoandlisis enzimatico heterogéneo com-—
petitivo para digoxima por deteccion electroquimica fue reportado
por Kenneth R. vy col. (16), d&ste consiste en el forramiento de
cubetas de poliestireno con el anticuerpo (suero de cabra) espe-
cifico para digoxina; accion de la enzima fosfatasa alcalina mar-
cada con digoxina y digoxina sin marcar, las cuales compiten por
los sitios especificos del anticuerpo; eliminacién de la mezcla
de reaceién en las cubetas y lavadosy adicidn del sustrato fos—
fato de fenilo, que por accion de la fosfatasa alcalina produce
fenol. E1 fenol producido es inversamente proporcional a 1la
cantidad de digoxina presente y es cuantificado por deteccidn
electroquimica por andlisis de inyeccidn de flujo o por cromato—
graffa liquida.

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

El principio bdsico de ésta prueba es que el antfgeno o
el anticuerpo se adhiera a un soporte sélido sobre el cual se
lleva a cabo la reaccidn antigeno anticuerpo, poniéndose de mani—
fiesto mediante una reaccidn enzimatica posterior.

Existen diferentes ensayos de tipo ELISA que pueden
utilizarse para detectar antigeno o anticuerpo, segun sea el ca-
so, los mds usados son el método indirecto y el método de doble
anticuerpo o del Sandwich, 1o0s cuales tienen una inmensa gama de
variantes. El primero se emplea generalmente para detectar y me-
dir cantidades de anticuerpos especificos contra un antigeno usan
do una fase sélida forrada con el mismo. Este sistema también pue
de ser empleado para detectar antigeno en liquidos bioldgicos.

El segundo método se utiliza para detectar antigenos
empleando anticuerpos especificos adsorbidos a la fase sdlida (12
13, 27, 32).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo de tejidoz vegetales ha sido empleadoe para
varios propésitos durante las dltimas décadas. De un interés par-—
ticular desde un punto de vista biotecnoldgico es el uso de
dichos cultivos para realizar biotransformaciones esteroespectfi-
czs5, tal como la hidroxilacién de digitoximna en el C - 12 para su
conversién a digoxina.

Una fase importante, para el establecimiento de dicho
proceso, consiste en 1a cuantificacién del sustrato y producto,
la cual requiere de un método con alta sensibilidad y especifici-
dad, debido a gue las cantidades que se manejan en el proceso de
biotransformacion son del orden de nanogramos y las estructuras
de 1os compuestos son quimicamente muy semejantes.

lLa importancia del presente trabajo consiste en la
ottencion de anticuerpos contra digoxina y digitoxina, para la
1 zplementacidn de un método de cuantificacién inmunoldégico, gque
tenga como caracteri{sticas alta sensibilidad y especificidad.

HIPOTESIS

La inmunizacién de conejos con conjugados constituidos
par digoxina-ovoalbumina y digitoxina-ovoalbumina dara lugar a la
formacion de anticuverpos con la capacidad de reconocer
especificamente la parte esteroidal contra la cual han sido
dirigidos.

C&JETIVO

Este trabajec tiene come finalidad la obtencion vy
caracterizacion de anticuerpos antidigitoxzina y antidigoxina, con
105 cuales se podrd implementar un método de valoracidn cuantita-
tivo para digoxina y digitoxina.
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MATERIAL Y METODOS.

Material.

Vasos de precipitados

Matraz Erlenmeyer

Matraz aforado

Matra: redondo de fondo plano

Pipeta graduada

Pipeta Pasteur

Bulbo de goma

Micropipeta

Tut:os de ensaye

Gradilla para tubaos de ensaye
Homogenizador de tejidos

Tubos capilares

Jeringas

Agujas

Torundas

Alcohol al 70 %

Frascos de Gerher

Caja para sujetar animales {(conejos)
Gradilla para sostener tubos capilares
Funtas para micropipeta

Microplacas de tiras removibles y fondo plano de 96 pozos,
Inmunolon Il. Dynatech Laboratories
Tubos de hule para centrifuga Sorvall

Material Biolégico.

Suero de conejo antidigitoxina y antidigoxina
Conjugado de anticuerpos de cabra antiinmunoglobulina de
conejo, {(Cappel Laboratories).

Equipo.

Rase magneética de agitacion Sibron Termolyne Nouva I1
Ralanza analitica Mettler H-20

Halanza granataria Harvard Trip 2 kg Ohaus
Potenciometro Conductronic pH 20

Voar tex Genie K-S50 g

Refrigerador American

Congelador American

Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5 B Dupon Instruments
Centrifuga clinica Solbat

Micropipeta multilavadora (S/marca)

Micropipeta de 0-20 y 50-200 ul Gilson.

Bomba de vacio ¥oblen: Nom-1

Estufa Thelco GCA

Espectrofotdmetro Bausch & Lomb Espectronic 20
Espectrofotdmetro Gilford Instrument 250
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Reactivos.

fAcido clohidrico (Baker)

Acido bdérico (Merck)

Acido formico (Baker)

Acido sulfarico (Baker)

Alcohol etilico absoluto (Baker)
Alcohol Ispamilico (Baker)
Albumina sérica bovina (Sigma)
Arlacel (Sigma)

Bicarbonato de sodio (Baker)
Borohidruro de sodio (Merck)
Cloruro de potasio (Merck)
Cloruro de sodio (Merck)
Carbonato de potasio (Merck)
Digitoxina (Sigma)

Digoxipa (Sigma)
Dimetilformamida (Sigma)

Drakeol (Sigma)

Etanol

Etilen glicol (Merck)

Fosfato dibAsico de sodio  (Merck)
Fosfato monobisico de potasio (Merck)
Glicerol (Sigma)

Hemoci anina (Sigma)

Hidroéxido de sodio

Hielo seco (Liquid Carbonic)
Ovoalbumina (Sigma)
Polietilenglicol PM & 000 (Sigma)
Tetraborato de sodio (Merck)
Tween 20 (Merck)

Soluciones.

Regul ador de salina - fosfatos (PBB) 0.15 H,pH'?.A

NaCl g

KH PO g
2 4

Na HPD .7H O 9
2 4 2

KCi q

H 0 aforar a

ml
2 B




1L

_Regulador. de 5alina-bqratos~q.é‘ﬂ'pH 8.4

HBO

6.184 . g
3.3

NaBO 9.538 a
247

NaCl 4.384 g

H O aforar a 250.0 ml
2 BRI

Solucidn de lavado
-~ Regulador de salina fosfatos pH'7.3,:pn tween 20 al 0.05 %

Nota: Todas las soluciones se preparan con agua tridestilada.

Sustrato.
— Regulador de fosfatos cesesancesessnass 25 ml
- Ortofenilendiamina castseveassananes 10 mg
HO al 30 7% cevescrasaacavens 10 ul
22 -

Nota: El sustrato se 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 conjugados preparados para la inmunizacién y compro-
bacién, se denominan homdlogos y heterodlogos respectivamente, los
primeros se emplearon en la inmunizacién (Digoxina-—ovoalbumina,
Digitoxina-ovoalbumina) y los dltimos se usaron en las pruebas de
deteccion que retan la especificidad de los anticuerpos obtenidos
(Digoxina—hemocianina, Digitoxina-hemocianina y Digoxina-albudmina
sérica bovina, Digitoxina-albumina sérica bovina)l. Las proteinas
empleadas para la preparacion de estos cenjugados fueron de
animales filogenéticamente diferentes con el fin de evitar la
reactividad cruzada. E)l empleo de conjugados heterélogos tiene
como obieto describir la alta afinidad y especificidad da los an-
ticuerpos por la parte esteroidal de 1a digoxina o digitoxipa.

Método (31).

i. Disolver 436 mg del hapteno en 20 ml de etanol absoluto.

2. Adicionar por goteo 20 ml de una solucién de metaperyodato de
sodio 0.1 M con agitacioén magnética (durante 225 minutos).

3. Agregar 0.4 ml de etilen glicel 1 M y dejar reposar durante
25 minutos.

4. Adicionar la mezcla anterior por goteo a una solucién de pro-
teina que contiene 5460 mg en 20 ml de PBS pH 9.5, el pH se
debe mantener entre 9.0-?.3 durante 45 minutos con una solu-
cién de carbonato de potasio al S %,

5. Adicionar una solucidn de 0.30 g de berohidruro de sodio en
20 ml de aqua y dejar reposar durante 3 horas.

&. Llevar @l pH a 6.5 con dcido €formico | M y dejar reposar du-

" rante una hora. Elevar #1 pH a 8.% con hidréxido de amonio 1M,

7. Dializar toda la noche contra corriente de agua.

8. Al dia siguiente llevar el pH a 4.5 por adicion de acido
clorhidrico § M, dejar reposar una hora a temperatura
ambiente y cuatro horas a 4 grados centlgrados. La proteina
habra precipitado.

9. Centrifugar la suspensién a 10 000 rpm a 4 C

10. Desechar el sobrenadante y disolver el precipitado en 5 ml
de carbonato de sodio 0.13 M.

11. Dializar contra corriente de agua durante cuatro dias.

12, Liofilizar y almacenar. (Fig. 3).
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II.

CARACTERIZACION DE .08 CONJUGADOS.

a) Determinacidén de la cantidad de proteina en el conjugado
por el Método de Lowry.

Esta reaccién depende de la cantidad de tirosina vy

triptofano presentes en la proteina.

Método.

1. Se mezclan S0 ml de solucidn A (Na CO al 2 % en NaOH 0.1 N)

2 3
mads 1 ml de solucion B (CuSO al 5 % en tartrato de Na y K
4

al 1%).

2. A una muestra que contenga de 20 a 200 microgramos de pro-—
teina en 9.5 ml se le agregan 2.5 ml de la wezcla A + B y se
agita.

3. Se deja reposar 10 minutos

4. A cada tubo se agregan ©0.25 ml de reactivo de Folin diluido
en agua 1:3 y se agita de inmediato.

5. Se deja reposar 30 minutos.

&, Se lee a 600 nm.

Nota: Se wusa como testigo una solucién de protefina
{ovoalbumina, albumina sérica bovina o hemocianina
segun sea el conjugado) de 250 ug/ml.

b) Determinacidn de los espectros de absorcién (3).

Con el objeto de determinar si hubo conjugaciédn o no, se reali

zaron 1los espectros de absorcién de los conjugados, asi como

1os espectros de cada uno de los componentes del conjugado por
separado (proteinas y cardiotonicos).

Metodo

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 proteinas y conjugados.

3. Agregar a cada muestra un mililitro de acido sulfurico al 98 %

4. Realizar las determinaciocnes en un espectrofotémetro con cel-
das de cuarzo de 1 cm.

5. Determinar los espectros de absorcion leyendo densidad dptica

para cada muestra a intervalos de un nanometro en un rango de
210 a 600 npanometros.
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I1I. INMUNIZACION,

La inmunizacigp: e realizd en conejos, con los
conjugados homdlogos. Las vias de inmunizacién utilizadas fueron
intramuscular, ‘subcutdnea e .intradérmica debido & que el conju-
gado va acompafiado de. adyuvant.. el cual tiene la capacidad de
aumentar la respuesta insine y ‘@l nivel de anticuerpos circulan-
tes. Los adyuvantes empleados fueron; adyuvante completo de
Freund que consiste en una mezcla de aceite mineral (drakeol) con
gulosis por ml de la mo!elt‘y adyuvante incompleto de Freund que
es jgual al anterior excepto que no contiene bacterias (35).

Las xnmunizactonu; .son periddicas, 57 dias con interva-
1ds de descanso de 15 di¥s t&, 21).

ESRUEMA DE INMUNIZACION

Inmunizacion Dfa Concentracidn de Antfgeno Via

1 o] 0.5 mg prot/ml de PBS M, 1D,
emulsificado con 1 ml de ACF. SC en SM

(M)

1S 0.5 mg de conjugado emul- "o
sificado con 1 ml de ACF.

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

- 4 45 0.5 mg de conjugado en “ou
i ml de PBS.

S 46 1.0 mg de conjugado en "o
1 ml de PBS.

& 47 . 4,8 &g de.conjugado en "o
"1 sl de PBS,
7 48 2.0 mg de conjugado en un woon
. el de PBSt
SANGRAR 57

ACF - Adyuvante completo de Freund IM - Intramuscular
AIF - Adyuvante incompleto de Freond ID - Intradérmica
PBS - Regulador de fosfatos SC - Subcutanea

SM - Sitios miltiples -



IV. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIDIGDXINA Y ANTIDIGITOX INA,

a) Precipitacién en capilar (6, 21).

La precipitacidén se presenta debido a que los antigenos
tienen varios sitios de unidn es decir son multivalentes. EBn
estado soluble se unen con su anticuerpo especifico y asi da
lugar a un complejo insoluble. Esta reaccion se utiliza ampliamen
te para mostrar y cuantificar anticuerpos vy antigenos, se pucedas
llevar a cabo en maadio liquido o semisdlido.

La precipitacidn en media liquido puede oar
semicuantitativa o cuantitativa, en el primer caso sd10 se chsers
va la deteccion de precipitado, para el segundo caso ademaAs:te 1ia
deteccion de los anticuerpos estos se cuantifican con mas
exactitud.

Método.

1. Se toman 11 capilares y con ayuda de un marcador, se dividen
en tres partes iguales..

2. En B tubos de ensaye de 13 X 100 debidamente rotulados, &e
hacen diluciones con PBS al doble del suero.

3. Se colocan 0.5 ml de 1a solucidn de suero, se mezclan bien
con la misma pipeta (dilucion 132).

4. Con pipeta diferente se toman 0.5 ml de la solucion del tubo 1
y se pasa al tubo 2, se mezclan bien con la misma pipeta (di-
lucion 1:14).

S. El procedimiento se repite para lpos siguientes tubos (dilucio
nes 118 a 1:2356).

&. Se toma un tubo capilar y se absorbe un volumen de una solu-
cion de conjugado {antigeno) que llegue hasta la primera mar—
ca del tubo. La parte externa del tubo se limpia con papel
adsarbente.

7. El tubo capilar se gira 180 grados y se hace descender el
volumen hasta el borde correspondiente.

8. Se absorbe en forma similar a la descrita en el incise & un
volumen tal de antisuero sin diluir, que llegue hasta la
segunda marca del tubo. Se limpia la parte externa con papel
absorbente.

9. Se mezcla por inversidn repetida,

10. Con el dedo indice se tapa uno de los extremos del capiflar y
se deja que el centenido guede centrado en el capilar.

11. Un extremo del capilar se introduce en una gradilla con
plastilina.

12. Se repite ol grocedimiento sefMalado en los incisos & al 14
usando cada una de las diluciones del antisuero (de 1:2 a
1:256).
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Un capilar se llena hasta la segunda marca con antigeno sin
diluir vy otre en la misma forma con antisuero.

Se coploca otro capilar el cual se prepara con proteina y
antisuero. El1 primer tubo capilar es el testigo del antigeno,

" el sequndo del antisuero, y finalmente el! ultimop es para

observar la reaccién cruzada con la parte proteica, por lo
que también se considera como testigo.

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

Se mide la cantidad de precipitado en milimetros.

Método de ELISA indirecto (13).

Se sensibiliza la placa colocando 100 microlitros de 1a dilu-
cidn del antfgeno en cada pozo y se incuba a 37 grados
cent{grados durante cuatro horas y toda 1la noche en
refrigeracion. (El antf{geno empleado es el conjugado
heterstlogo diluido en regulador de boratos pH B.4).
Se elimina el contenido de los pozos por succidn 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 se desecha el contenido. Esta operacion se re-—
pite cuatro veces.
A cada pozo se adicionan 100 microlitros de glicina al 2 % vy
se incuba a 37 grados centigrados durante 1 br.

Se repite el paso 2. R
Se adiciona a cada pozo 100 microlitros de la dilucion del
suero (en PBS-T) y se incuba a 37 grados centi{grados por una
hara.
Se repite el paso dos.
Se adiciona a cada pozo 100 microlitros del conjugado (peroxi
dasa-1g6 de cabra anticonejo) en PBS5-T, se incuba a 37 grados
centigrados durante una hora,
Se repite el paso dos.
Se adiciona a cada pozo 100 microlitros de substrato (peroxi-
do de hidrogeno) se deja a temperatura ambiente en la obscu-

‘ridad durante 30 min.

Sin retirar el contenido del pozo, se adiciona una gota de
de acido sulfurico B N (12.5 microlitros) para detener la
la reaccion.

Se lee en un lector de placas a 492 nm. (Fig., &)
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V. CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS ANTIDIGITALICOS.
Pruebas de inhibicidn por hapteno.

Esta prueba nos permite comprobar la especificidad de
los anticuerpos antidigoxkina y antidigitoxina y determinar las
concentraciones de hapteno necesarias para obtener un miaximo de
inhibicién,

Método.

i. Se hacen las diluciones requeridas de suero en PBS-T,

2. Se agrega a cada una de ellas antigeno en una cnn:entraciﬁn
conocida (diluido en PBS-T).

3. Se repiten los pasos anteriores para cada concentracién de an
tigeno usada.

4. Una vez hecha la mezcla se agita perfectamente.

S. Se incuba a 37 grados centigrados durante 1 hora.

b. Se adiciona la mezcla a las placas previasente sensibilizadas
con el ant{geno y blogueadas {(en el paso 5 de la técnica de
ELISA en lugar del suero).

7. Se contintia comb lo indican los pasos del & al 11 de la tée-
nica de ELISA anteriormente escrita. (Fig.5)
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ANEXO, SOLUBILIZACION DE CONJUGADOS Y HAPTENOS.

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

Conjugadas:

a) Variaciéon de pH con HCl & NaOH en una mezcla de un miligramo
de hapteno en 10 ml pe PBS.

b) Sonicacion de una mezcla de un mg de conjugado en PBS, y cuan—
tificacion del producto disuelto, por el meétodo de Lowry,

c) Homagenizacién de una mezcla de conjugado en PBS, a pH 7.3,
posterior centrifugacidm y cuantificacidn de la cantidad de
conjugado disuelto, por el método de Lowry.

Haptenos.

En este caso se emplearon dimetilformamida (DMF), etanol (ET-
OH) y etilenglicol &000 (EG-6000).
Para el caso de DMF y ETOH la muestra se traté de la siguiente
manera:

A dos mg de hapteno se le adicionan por goteo lentamente vy
con agitacion 0.5 ml de etanol, posteriormente 0.5 ml de PBS y
finalmente se afora a 10 @l con solucién de PBS, quedando una
concentracion de 200 ug/ml en 2tanol al S %. Con el objeto de de-
terminar la cantidad de hapteno solubilizado, se toma una alicuo-
ta de 0.3 ml de la solucion y se lleva a 3 ml con acido sulfdrico
se lee la absorbancia @n un espectrofotédmetro a 340 na para Dt v
390 nm para Dx. Lo anterior se realiza cton las soluciones recién
preparadas; a las 24 horas se vuelve a determinar la lectura.

En el caso del etilén glicol 6000 primero se realizd la in-
corporacion de éste al hapteno, por preparacion de una mezcla de
hapteno-etilén glicol 6000 en una proporcién 1:49 y posterior fu-
510N en un bato de aceite a 170 grados centigrados hasta obtener
una solucidn transparente, la cual se dejo solidificar a tempera-
tura ambiente, en sequida se guardd en un desecador (por varios
difas). La solubilidad de hapteno-EG en PBES se determind midiendo
la absorbancia de la muestra en acido sulfarico como en el caso
enterior.



RESULTADOS Y DISCUSIDN

La tabla No.i muestra el rendimiento obtenido en 1a
preparacion de 1os conjugados digoxina-ovoalbumina, digitoxina-
ovoalbimina empleados como antigenos para inmunizar (conjugados
homdlogos) y digoxina-albumina sérica bovina, digitoxina-albudmina
s&rica bovina (conjugados heterologos) utilizados para comprobar
la especificidad de los anticuerpos antidigoxina y antidigitoxina
respectivamente,

TABLA No. 1 RENDIMIENTO DE CONJUGADOS HOMDLOGOS Y HETERDLDGOS

CDONJUGADD RENDIMIENTO
Digoxina—ovoalbumina crerecacresessarenss 392.2 mg
Digitoxina-ovoalbumina veseavessesavnesvesnas A32.6 mg
Digoxina-albumina sérica bovina sesvacisesvoans 450.6 mg
Digitoxina—-albumina sérica bovina .«..sevreansa 282.1 mg
Digoxina-albdmina sérica humana (31) ...evcnass 461.0 mg

Como se puede observar el rendimiento de 1los conjugados
obtenidos fue similar al reportado en la bibliografia (3I1), a ex-
cepcion del conjugado digitoxina-albumina sérica bovina, ésto
quizéd fue debido a pérdidas del producta durante el proceso de
preparacion.

SATURACION TEORICA PARA PROTEINAS

Considerando que se prepararon los diferentes conjugados em—
pleando una relacidn p/p de 436 mg de hapteno por 460 mg de pro-
teina, se calculd el % de saturacidon tedrico (7).

DATOS

P.M. de ASE 70 000.00 Contenido de Lisina 12.3 %
F.M, de OVA 40 000,00 " - " 6.5 %
F.M, de Lisina 147.00

F.M. de Digoxina 780.98

P.M. de Digitoxina 745,00
Calculo de saturacion teédrico para ASB

70000 g s——-— 100 % X = 8610 g del PM son capaces
X e 12.3 % de acoplarse al hapteno



8610 g —-~-— X X = 58, 57 molas

En .un mol de proteina hay 58.57 moles de lisina capaces de
acoplarse a 1a misma cantidad de hapteno por un mol de protei{na.

Para el caso de Digoxina se tiene:

7680.98 g -—-—— 1M
X ————- 58,57 X = 45741.998 g de digotina
70000, 000
———————— = ],5303223
45741.998

La relacidn anterior indica que para obtener el 100 de satu-
racion de 1la proteina, se requiere 1.5% g de albumina sérica
bovina por cada gramo de digoxina.

Experimentalmente se usaron 434 mg de digoxina por 5S40 mg de pro-
teina obteniéndose la siguiente proporcidn:

560
————— = 1.284
436
1.833 ~——-~ 100 %
1.284 ——— X X = 83.92 % de saturacion

Como se observa e1 conjugado DX-ASB tedricamente esta
saturado en un B83.92 ¥.

Este cAlculo se repitid para los diferentes conjugados,
considerando el peso molecular de cada proteina, su contenido de
lisina y el peso molegular del hapteno, los resultados se presen—
tan en la tabla 2.



TABLA No.2 SATURACION TEORICA DE LAS’PquE!NAL.

CONJUBADO PRDTEINA S "/. m—: BATURAcmN '
DX~-ASB AsB ' TR eme2 v
DT-ASE ASB - : 82.30 %
DX-0OVA ovA i 40,26 %
DT-OVA ova 42,09 %
ASR Albumina sérica bovina

ova Ovoalbumina -

DX-ASE Conjugado de dxgoxxna albumxna sérica bovina
DT-ASB Conjugado de digitoxina albumina sérica bovina
DX-0OVA Conjugado de digoxina ovoalbuminna

DT-OVA Conjugado de digitoxina ovoalbumina

En 1a tabla No. 2 se muestran los diferentes porcentajes de
saturacion tedricos, en donde se puede cbservar que el % de satu-
racién para los conjugados obtenidos con ASR es aproximadamente
el doble comparados con el % de saturacion de los conjugados pre-
parados con OVA. Este comportamiento se explica por la relacion
protefna/hapteno empleada en ambos casos (560 mg/434 mg), para el
caso de ASH eran necesarios 1.53 g (calculo teérico) de proteina
por g de hapteno, mientras que para OVA se requerian 2,99 g de
rroteina/sg hapteno.

PROTEINA EN (LOS CONJUGADOS

A los conjugados obtenidos se les determind el contenido de
proteina por el método de Lowry (1%) con el cbjeto de establecer
las diluciones adecuadas del conjugado para realizar su caracte-
rizacion espectrofotométrica. Las figuras 6 y 7 muestran las cur-
vas tipo de OVA y ASB respectivamente.

TABLA No, T DETERMINACION DE PROTEINA POR LOWRY.

CCNJUGADO CONTENIDO

Tigoxina-ovoalbumina tesestacrracensuantse 216.0 mg
Digitorina-ovoalbimind vacevers 130,0 mg
Digoxina — ASB 156.0 mg

Digitoxina ~ ASB sass . A40.0 g
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" ESPECTROFOTOMETRIA DE LOS CONJUBADDS

La comprobacidén de la unidn entre hapteno y proteina, se
realizé mediante la obtencién de los espectros de absorcién de
los conjugados y de cada uno de sus componentes {glucdsidos car-
diacos y proteinas) (3},

El andlisis de los espectros de las figuras 8 y 9 muestra que
la digorina presentd dos mduimos de absorcidn, uno a 390 y otro
a 490 nm, mientras que en los conjugados de digoxina estos madxi-
mas estaban ligeramente desplazados a la derecha, este desplaza-
miento indica que se efectud la unidn entre hapteno y proteina.

En el caso de la digitoxina se observaron tres marimos de
absorcitn, a 340, 420 y 485 nm., valores que se vieron
desplazados en los espectros de absorcién de los conjugados de
digitoxina, indicando como en el caso anterior que ocurrid el
acoplamiento entre hapteno y proteina.

€l hecho de que el conjugado halla sido dializado en forma
exhaustiva excluyendo molécul as de peso molecular menor de 10 000
garantizé que los picos midximos de absorcidon de los diferentes
espectros de los conjugados se debieran exclusivamente al hapteno
unido a la protefna.

La diferencia de absorbancia entre el conjugado y la pro-
teina sola, dié el valor que corresponde a la absorbancia del hap
teno unido a la protetna. Con esta absorbancia y el coeficiente
de extincidén molar se calculd la concentracidn real del hapteno
en el conjugado.

CONCENTRACION DE HAPTENC POR MOL DE PROTEINA

Cadlculo de concentracion real de digoxina unida a albumina
s¢rica bovina.

DATOS

P.M.
Pigoxina ceresesnanoreneani el L 780.98
Digitoxina sesans 765.0
ova seemss 40000.0
ASB censas L 70000,.0
D.0. de DX csreeseenennan B 2.4911
Coef. de extincidn molar '‘de DX: 25100
p.0. ASE : .02
D.0. conjugado DX-ASB 0.8744

D.0.del conjugado - D.0. de la protefna .= D.D. HAPTENG
©.8764 - 0.0z i = ,8548

0.8564 = absorbancia de la digoxina unida a la ASBE.
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- 25100 ——-e- 1’ M

TR :
0.8564 -~~~ X ‘X =.3.41 X 10" moles de digoxina
1 mol ————e— 780.98 g
-5 N . -3
3.4 X 10 ——— X X = 26.63 X 10 g de digoxina

X = 26.63 mg

- De los 460 mg de conjugado (DX-ASB) solo 23.4646 mg s0N we
dxgaxina y los restantes 43X my corresponden a ASB.

1 Mol de ASB —-~---— 70 000 g —-&
X s 0.43%3 g X = 6,191 X 10

El numero de residucs de DX por mol de proteina se calculd
mediante la siguiente relacion:

Moles de hapteno

= No. de residuos de digoxina/mol de ASB.
Moles de protefna

e ——————— = 5.5 residuos de digoxina por mol de ASH.

Estos mismos calculos se realizaron para determinar el numero
de residuos de hapteno en los demds conjugados.

TABLA No.4 RESIDUNDS DE HAPTENDO POR MOL DE PROTEINA.

CONJUGADO Residuos/Mol de proteina
Digoxina-ovoalbumina cressesaeentns S.0
Pigitoxina-ovoalbumina cersssensannsres 6.0
Digoxina—albumina sérica DOVINA .c.everraravs S.5

Digitoxin-albimina sérica bovina +eeesesvesee 12,4

La tabla 4 muestra que el acoplamiento de digitoxina Fue
mejor al de digoxina para ambos tipos de proteinas. No obstante
el ndamero de residuos de digoxina en ASB y QOVA, estos fueron compa
rables al valor reportado por Smith 1970 (6.7 residuos de dx/mol
de albumina sérica humana).
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INMUNIZACION Y DETECCION DE ANTICUERPOS

Los sueros ocbtenidos Dx-OVA y Dt-OVA en cada cuadro de inmu-
nizacién (tablas S y &) fueron probados por precipitacidon en ca-
pilar después de sangrar los conejos, usando como antigenos los
conjugados heterdlogos Dx—ASRE y Dt-ASRE respectivamente para detec
tar posibles reacciones cruzadas.

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

"a) Precipitacion en capilar.

Con esta prueba se demostrd la presencia de anticuerpos
contra la digoxina y digitoxina acopladas a la ASB.

Las tablas 5 y 6 presentan los resultados para los diferentes
sueros, donde se abserva una respuesta que puso de manifiesto la
reaccion antigeno-anticuerpo, 11a cual no mostrd en un  principio
reactividad cruzada contra la protefina hetersloga.

Sin embargo los sueros de los siguientes sangrados presenta-—
ron reaccién cruzada con ASB, ademAs de observarse problemas de
solubilidad del conjugade (anexo), por 1o gque no se realizd la
prueba en forma cuantitativa,

TARLA No.S5 PRECIPITACION EN CAPILAR DE SUERb DIGOX INA-DVA.

DILUCION DEL SUERO CLAVE DEL CONEJO

~N

3 1
Lol

EReS

E]

3

-02 4

i
(=]

.
~

NUDNNF4+ +3

1IN G e e =

ERGEBAN - - -

ANTIGENQ
ASB/ANT ISUERC
ANT ISUERD

ASB Albumina sérica bovina
ANTIGEND Conjugado heterélogo (Dx—-ASE)
CONC. ANTIG.: 1 mg/ml

+ = Dudoso - Negativo
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TABLA No. 6 PRECIPITACION EN CAPILAR DE SUERO DIGITUXINA—DVA.

DILUCION DEL SUERGD CLAVE DEL CONEJG
7-09 . 2-10 7-11 z-13 - z-1a

mm mm . mm. M| .mm:

1:1

112

1:4

1:8

i1:16
1:32 .
1:64
1:128
SUERD
ANTIGEND
ASB/ANTIGENO

LI CADUN- 4

ASB  Albumina seérica bovina .
ANTIGENO Conjugado heterdlogo (Dt-ASB) =%
CONC. ANTIG.: 1 mg/ml.

+ = Dudoso - Negativo.

) Método de ELISA indirecto.

Los conjugados heterédlogos preparados con los mismos haptenos
pero con hemocianina (KLH) que es una protelna filogenéticamente
mds distante que la ASB respecto a la OVA, aseguraron una res-
puesta especifica a 1la parte esteroidal del conjugado en 1los
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 2-07 obtenidos
contra digoxina-OVA mostraron una mayor afinidad por este hapteno
que por digitozina. Mientras que los antisueros 2-10 y Z-13 diri
gidos contra digitoxina-0OVA presentaron un mejor reconocimiento
para digitoxina.

Respecto a la titulacion de los antisueros, cuyos resultados
se muestran en la fiq. 12, se observa que una concentracién de 20
ug/ml  didé una separacidn mds amplia en las graficas, lo cual
permitio una mejor diferenciacion de la afinidad del anticuerpo
por su antigeno especifico.
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CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS ANTIDIBGITALICOS.

Los resultados de especificidad de los anticuerpos, determi-
nada por la prueba de Inhibicidn de la precipitacidén por hapteno,
mediante el enlace prévio de digoxina y digitoxina a sus anticu-
erpos especi{ficos, se muestran en la tabla 8.

En las figuras i3 y 14 de los sueros Z-01 y 1-07 se muestran
las curvas de inhibicidn que caracterizan a los anticuerpas anti-
digoxina. En ellas se observd una mejor inhibicidn hacia digoxina
lo que indico un alto grado de espegificidad a éste compuesto.

Mientras que los antisueros con claves Z-11 y Z-13 (figuras
15 vy 16) presentaron curvas de inhibicidn con una relativa espe-
cificidad, va gue mostraron a la vez un reconocimiento importante
por la digoxina (de 45 a 73 Z).

TABLA 7. CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS POR INHIBICION DE LA PRE-
CIPITACION FOR HAFPTEND.

. . Conjugados % de inhibicidén
Antisuero Dilucion Homol. Heterol. Dx Dt
2-01 11100 Dx-DVA  Dx—KLH 8s 33
: 1: 10000 40 22
2-07." i:1q0 Dx-0OVA  Dx~KLH 97 30
N 1: 10000 80 20
7-11 131100 Dt-OVA  Dt—KLH 45 -“go.
1116000 60

- 80,

7-13 - 11100 Dt-DVA  Dt-KLH &7 . 'BO . -
; 1: 10000 73 " 58
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ANEX0., ~ SOLUBILIZACION DE CONJUGADAQS Y HAPTENOS.

En las pruebas para mejorar la solubilidad de los conjugadows
se abservd que al variar el pH en la solucidn de Dx & Dt en PBS
no hubo ninrgun incremento de la solubilidad. Al emplear la
sonicacion se obtuvo un  aumento del 30 % en la solubilidad del
producto. Finaimente al utilizar la homogenizacion, el resultado
de solubilidad obtenido fué del 70 %, por lo que se considerod
como mejor prueba aunque no Gptima, debido a que no se alcanzod el
100 % de solubilizacion, y can el tiempo de reposo tiende a dis~
minuir la concentracidn del conjugado soluble.

Respecto a 1las pruebas de solubilidad de los haptenos en
etanol, dimetil formamida y etilén glicol, se observe (tabla 7)
que &l mejor disolvente para Dx y Dt fueé el etanol al § ¥y sin
embargo a las 24 hrs. de preparadas las soluciones disminuye la
salubil)idad.

TABLA No., 8. SOLUBILIDAD DE DIGOXINA Y DIGITOXINA EN ETANGL, DIME
TILFORMAMIDA Y ETILEN GLICOL.

Solucion recién preparada Salucidn 24 haras despues
Solucién : D.g. Conc. Hapteno D.0. Conc. Hapteno
nm ug/ml nm ug/ml
* Dx-H 50 0.52 20.0 .52 20.0
- 2 4
ETOH-Dx~-H S0 0.49 . 18.8 0.38 14,9
2 4 .
DMF=Dx-H S0 0.38 13.0 1.5
2 4 : , ~
EG-Dx-H €0 0.057 - . 2.49 . Cilest
2 4 S TR T
* Dt-H 80 Q.55 20,90
2 4 : R Ll N
ETOH-Dt~H S0 0.268 9.74 .
2 4
DMF-DE-H &0 0.140 _ 5.09 T 0.021 - 0,76
2 4
EG~Dt—-H SO 0. 052 1.926 Q. 041 1.49
2 a

+ Soluciones estandar preparadas al momento de emplearse
- t.ecturas de D.0. a 390 nm para Dx y 340 nm para Dt.
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CONCLUSIONES

1. De los sueros obtenidos de la inmunizacion de 18 conejos con
los conijugados Dx-OVA y Dt—-0VA, solo en 11 se detectaron
anticuerpos contra estas substancias.

2., El esguema de inmunizacion prolongado condujo a problemas de
reactividad cruzada de la parte protéica entre los conjugados.

. La baja sclubilidad de los conjugados heterdlogos llevd a cam—
biar el sistema de deteccitn por precipitacion en capilar de
los anticuerpos obtenidos por el método de ELISA indirecto.

4. De los 10 =.eros probados por ELISA, salo & (Z-G1, Z-07, 2~i§,
Z-10, I~11, Z-13) dieron resultados positivos en la produccion
de anticuerpos.

S. La inibicidn de anticuerpos de digoxina para ZI-01 y 2-07 fue
del orden de &0 a 97 7% con digoxina, mientras que con digito-
wina fue de 22 a 33 %, esto indica un alto grado de especifici
dad de dichos anticuerpos.

En el caso de les anticuerpes de digitozina, la inhibiciér fue
de S8 a BO % con su mismo hapteno, mientras que con digo.ina

fue de 45 a 73 %, lo que muestra uma relativa ezpecificidad,
ya que presentan un reconocimento importante por la digoxina.

SUGERENCIAS

En base a 1los problemas de solubilidad que se tuvieron para
realicar las pruebas de reattividad crurada con compuestos de
estructura quimica semejante (esteroides), se recomienda determi-
nar las condiciones de solubilidad de éstos compuestos.

Implementar una técnica de cuantificaciédn usando éstos anticuer-
pos para la determinacitn de digoxima y digitoxina.
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RESUMEN

Con el fin de obtener anticuerpos especificos contra digoxina
{(Dx) y digitoxina (Dt), se inmunizéd un lote de 14 conejos con
conjugados de Dx-0vVA vy Dt-0OVA, obteniéndose sueros con tftulos
altos de anticuerpos por precipitacion en capilar.

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

La concentracidn éptima de antigeno para recubrir placas de
microtitulacion de poliestireno fue de 20 ug/ml, en un intervalo
de diluciones del suerc entre 1:100 y 1:10000, Con estas condi-
ciones se probaron todos los sueros con conjuwgados heterolagos de
Dx-Hempcianmina (KLH) y Dt-KLH, de los cuales se seleccionaron
aquellos con capacidad de diferenciar ambos haptenos.

Los sueros seleccionados se utilizaron en si1stemas de i1nhibi-
cién por haptenc. Los haptercs se disolvieron en etanol al & % en
PBS y se demostrdé que esta concentratcidn de etanol no afecta sig-
nificativamente la interaccidn de los anticuerpos con les coniu-
gados, ademds se observé que los sueros obtenidos contra Dx  se
inhibern mejor cor su hapteno homdlogo que con Dt. En cambio los
sueros contra Dt dan mayor reactividad cruzada con D,
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