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RESUMEN

VELASCO MONCADA, JULIO RODRIGO. Desarrollo y validacién de segundo
anticuerpo como método de separacién entre trazador unido y libre en un
radioinmunoensayo de fase liquida. (Bajo la direccion de: Carlos Gutiérrez Aguilar,

Arantzatzu Lassala [rueste y Lucia Eliana Rangel Porta).

El objetivo de este trabajo fue el de producir un segundo anticuerpo en burros contra IgG de
conejo y de borrego, para su utilizacion como método de separacion entre trazador unido y
libre en un RIA de fase liquida. Se aislaron inmunoglobulinas G de borregos y de conejos,
mediante precipitacién con solucién saturada de sulfato de amonio y cromatografia de
afinidad, para ser utilizadas como antigenos. Se inmunizaron cuatro burros (dos burros por
especie de IgG) con intervalos mensuales, en siete ocasiones. El antisuero obtenido se tituld
mediante inmunoprecipitacién en tubo capilar, Los titulos de anticuerpo aumentaron con
cada inmunizacién, hasta alcanzar un plateau entre la cuarta y sexta inmunizacién. Asi
mismo, se demostré que el segundo anticuerpo fue capaz de separar el trazador unido del
libre en un RIA de fase liquida. Se concluye que inmunizando burros contra IgG de conejo
y borrego se logra la obtencién de lotes abundantes de segundo anticuerpo. Ademas, estos
anticuerpos tuvieron una alta afinidad por la IgG correspondiente, siendo capaces de
precipitarla en inmunoensayos (inmunoprecipitacion en tubo capilar y RIA). E! segundo

anticuerpo desarrollado en este estudio puede ser utilizado en la separacién del trazador




INTRODUCCION

El radioinmunoensayo (RIA), técnica inicialmente desarrollada para la cuantificacion de
insulina humana por Yalow y Berson en 1960, es una de las metodolologias més utilizadas
para la medicién hormonal en el estudio de la endocrinologia y fisiologia reproductivas (1).
Presenta grandes ventajas sobre otras técnicas, ya que tiene una alta sensibilidad y
especificidad, ademés de que puede realizarse con rapidez, lo que permite el procesamiento

4gil de un gran nimero de muestras (2).

Entre los requisitos indispensables para el desarrollo del RIA se encuentran: a) Contar con
la sustancia que se va a medir (antigeno u hormona en estudio), b) poseer anticuerpos
especificos con alta afinidad para el antigeno en estudio (primer anticuerpo), ¢} tener
moléculas altamente purificadas iguales al antigeno en estudio, las cuales se utilizaran
como sustancia de referencia (estindar), d) disponer de la sustancia a medir marcada
radioactivamente (trazador u hormona marcada), €) tener un método de separacion que
permita distinguir las fracciones unidas y libres; siendo este Wltimo punto de gran

importancia para evitar sobreestimaciones en la cuantificacién hormonal (3).

EI RIA es un sistema de competencia entre el trazador y el antigeno en estudio por unirse al
primer anticuerpo. Asi, mientras mayor concentracion de hormona exista en la muestra,
menor cantidad de trazador podrd unirse al primer anticuerpo y viceversa. Como resultado,
al final de la reaccién podrén encontrarse tanto anticuerpes que se encuentran unidos a la
hormona en estudio como a la marcada, ademas de hormona y anticuerpos libres. Por ello,

para obtener una cuantificacién precisa de la hormona de interés, es esencial realizar una




adecuada separacién de las fracciones unida y libre. El método de separacion mas
conveniente debe ser sencillo, econémico, reproducible v aplicable a un gran namero de
tubos, asi como a distintos volimenes de muestra, ademés debe lograr una scparacitn
completa de las fracciones. Entre los mas cominmente utilizados se encuentran al carbén
dextran, a la proteina A (pansorbina), al segundo anticuerpo dirigido contra el primer
anticuerpo y al polietilenglicol (PEG) y debe seleccionarse aquel que se adapte mejor a
cada anlisis (3). Cuando se utiliza un segundo anticuerpo en un RIA de fase liquida, este
reacciona con el primer anticuerpo formando un complejo que se precipita. De este modo,
la fraccién unida y la fraccion libre son separadas y puede determinarse la radioactividad

presente mediante un contador especifico para el tipo de radiacion utilizada (2).

En nuestro pais, los medios de separacién para las pruebas de RIA se compran a casas
comerciales, generando un gasto importante para los laboratorios que utilizan esta
metodologia rutinariamente. Particularmente en el laboratorio de Endocrinologia del
Departamento de Reproduccién de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ} de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), se gastaron alrededor
de 15,000 pesos por este concepto en el periodo 1996-1997 (Bitacora del laboratorio).
Como una alternativa mds costeable, es posible utilizar un segundo anticuerpo dirigido
contra IgG, desarrollado en una especie de la que puede obtenerse gran cantidad de suero,
como son los burros, cubriéndose a un menor precio las necesidades impuestas por las

pruebas de rutina.




El objetivo de este trabajo fue el de producir un segundo anticuerpo en burros contra IgG de
conejo y de borrego, para su utilizacién como método de separacién entre trazador unido y

libre en un RIA de fase liquida.

HIPOTESIS.

La inmunizacién de burros con gammaglobulinas de conejo o de borrego es efectiva para la

produccion de anticuerpos especificos contra las mismas.

REVISION DE LITERATURA.

En 1937, Tiselius dividi6 a las proteinas del suero en cuatro grupoes principales, de acuerdo
a las caracteristicas bioquimicas y estructurales que les confieren un patrén diferente de
movimiento en un campo eléctrico, denominandolas albmina y globulinas a, f v y (4).

Las globulinas forman cerca del 50% de la protefna total del suero. Los anticuerpos se
encuentran principalmente entre las gamma-globulinas y algunas beta-globulinas y tienen la
capacidad de unirse de manera especifica con un antigeno para contribuir a su secuestro y/o
destruccitn (5). Cuando se observan bajo el microscopio electrénico, se puede apreciar que
tienen forma de “Y”, ya que estin compuestos por dos cadenas polipeptidicas pesadas
idénticas, cuyo peso molecular es de 50,000 daltons y dos cadenas ligeras con un peso
aproximado a 25,000 daltons. Las cadenas pesadas estdn unidas a las cadenas ligeras
mediante puentes disulfuro y cada una esta formada por una regién que es constante y otra

que es variable. La estructura de las regiones constantes de las cadenas pesadas, determina



la clasificacidn de las inmunoglobulinas en cinco clases: IgG, IgM, IgA, IgD ¢ IgE. Por otra
parte, la region variable es la que define la especificidad de la molécula, ya que es el sitio
que tiene la capacidad de unirse con el antigeno (paratope) (6).

La inmunoglobulina G (IgG) constituye el 75% de las inmunoglobulinas séricas, tiene un
peso molecular de 160,000 daltons y una constante de sedimentacion de 7S. Debido a su
tamafio, puede atravesar vasos sanguineos relativamente més facil que otras moléculas,

siendo un anticuerpo de gran importancia para el mecanismo de defensa.

Cuando se inyectan inmunoglobulinas a animales de una especie diferente a la de
procedencia, estas pueden comportarse también como antigenos. Asi, es posible preparar

antisueros (sueros que contienen anticuerpos) que reaccionan con las inmunoglobulinas (7).

Para la produccién de antisueros pueden inmunizarse diferentes especies animales,
dependiendo del volumen que se desea obtener y del tipo de antigeno utilizado. Los
animales como el conejo, la gallina o el cobayo, se mancjan facilmente y tienen un bajo
costo de mantenimiento, pero proporcionan poco suero; mientras que el sustento de los
animales mayores, como el caballo, el borrego o la cabra es mas COstos0, pero se obtiene
mayor cantidad de suero (3). El segundo anticuerpo utilizado en el RIA, suele generarse en
grandes especies, ya que se requiere de lotes abundantes con caracteristicas homogéneas

que permitan la estandarizacion de los ensayos (3,8).

Un antisuero de buena calidad depende en gran medida de la pureza del antigeno (3), por lo
que se han desarrollado diferentes métodos tanto especificos como no especificos, que

redundan en diferentes grados de aislamiento y purificacién. En los métodos no especificos,




todas las inmunoglobulinas y otras proteinas con caracteristicas similares a estas, son
separadas de los demis componentes que forman el suero. Sin embargo, cuando se quiere
desarrollar un segundo anticuerpo es necesario el aislamiento de una sola clase de
inmunoglobulina. Para su aislamiento debe recurrirse a los métodos especificos, en los
cuales el anticuerpo deseado puede ser separado del suero mediante inmunocadsorbentes,
utilizando una matriz insoluble (microesferas de celulosa, poliestireno, agarosa o dextran)
como soporte solido para un antigeno especifico (9,10); este método es conocido como
cromatografia de afinidad (i11). Cuando el suero es pasado a través de la matriz, los
elementos que no tienen especificidad por el antigeno unido a la misma pasan libremente,
mientras que los anticuerpos especificos se unen a su antigeno mediante fuerzas
electrostaticas, hidrofobicas, de Van der Waals y/o por puentes de hidrégeno. Todas las
proteinas que no se hayan fijado a la matriz, se lavan posteriormente con solucién salina o
amortiguador alcalino. Finalmente, el anticuerpo unido al antigeno es liberado utilizando un
agente de disociacién (tal como un cambio en el pH) y recibido en soluciones de alta
molaridad, para evitar su desnaturalizacién. Igualmente, puede aislarse un antigeno, si lo

que se une a la matriz es un anticuerpo con afinidad por el antigeno.

Generalmente, con los métodos no especificos de purificacion se logra el aislamiento de
una gran cantidad de anticuerpos de poca pureza, mientras que con los métodos especificos
se obtiene un niimero menor de anticuerpos con una pureza mayor (12). Es posible asi
mismo combinar ambos métodos, separando inicialmente a las inmunoglobulinas del resto
de los elementos del suero y posteriormente solo a la inmunoglobulina de interés

obteniendo preparaciones altamente puras.




La antigenicidad de una molécula depende tanto de su estructura quimica como de su
tamaiio. Las moléculas mayores a 5,000 daltons ¥ cont una estructura quimica compleja son
por definicién buenos antigenos, ya que estimulan la produccion de anticuerpos por si
mismas, mientras que aquellas que son mas pequerias (haptenos) o con una estructura
quimica sencilla necesitan unirse a moléculas acarreadoras para formar complejos que
resulten inmunogénicos (13).

La respuesta antigénica puede incrementarse con el uso de sustancias capaces de prolongar
y estimular la produccion de anticuerpos, a estas se les conoce como adyuvantes. Algunos
ejemplos de adyuvantes son el hidroxido de aluminio o el adyuvante de Freund, que puede
ser incompleto (aceite mineral y ceras) o completo (con micobacterias inactivadas) (12).

La administracién de entre 0.2 y 2.0 mg del antigeno es por lo general suficiente para
estimular una produccién eficiente de anticuerpos, pudiéndose wutilizar las vias
intraperitoneal, intradérmica, intramuscular, subcutdnea, ¢ la aplicacién directa en los
linfonodos (i3). El volumen total de la preparacién antigénica se divide, inoculindose en
varios sitios del animal y empleando una o més de las vias ya mencionadas. Los esquemas
de inmunizacién varian dependiendo del antigeno y especie animal utilizados, efectuandose
por lo general una inmunizacién inicial seguida de por lo menos un refuerzo a los 21 dias.
Sin embargo, para obtener un suero de buena calidad se requiere generalmente de un mayor
numero de refuerzos distribuidos en un periodo minimo de entre 3 y 6 meses (14),

La cantidad de anticuerpos que se ha desarrollado en el animal, se determina en las
muestras de suero obtenidas entre una y dos semanas después de cada inmunizacién. A este
proceso se le conoce como titulacion y existen diferentes metodologias para su realizacion,
entre las que se encuentra la inmunoprecipitacién. Este es un método que puede ser

cualitativo ¢ cuantitativo, y que puede desarrollarse en medio liquido o semisélido (6). En




un medio liquido, la reaccién se presenta cuando los antigenos se conjugan con los
anticuerpos especificos (ambos solubles) para formar complejos insolubles visibles
(precipitado). Si existe un exceso de anticuerpo con relacién al antigeno o un exceso de
antigeno con respecto al anticuerpo no se observa precipitado. De este modo, el ensayo se
lleva a cabo colocando cantidades constantes de anticuerpo (antisuero) a cantidades
crecientes de antigeno. Como la reaccion se lleva a cabo en tubos capilares, es posible
medir con una escala lineal la cantidad de precipitado presente estimandose el total en
forma semicuantitativa. Asi, expresando la cantidad de precipitado en milimetros sobre el
eje de las ordenadas y la cantidad de antigeno utilizado en el eje de las abscisas se obtiene
una curva que puede dividirse en tres zonas: zona de exceso de anticuerpo (sin precipitado),
zona de equivalencia (unién méxima del antigeno con el anticuerpo) y zona de exceso de
antigeno (sin precipitado), manifestindose la cantidad de antigeno que es capaz de

reconocer el anticuerpo (4).



MATERIAL Y METODOS

1) OBTENCION Y PURIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS DE CONEIO Y

BORREGO.

Para la obtencién de las gammaglobulinas que se utilizaron como antigenos para inmunizar
a los burros, se tomaron 8 ml de sangre de borrego mediante puncién yugular y 8 ml de
sangre de conejo al sacrificio, usando tubos de vidrio sin anticoagulante. Las muestras de
sangre se almacenaron a 4°C durante 24 h y una vez formado el coagulo, se centrifugaron a
3500 rpm durante cinco minutos para separar el suero. Con el objeto de eliminar
contaminantes, el suero se filtrd a través de una membrana de Nitrato de Celulosa de (.45
um (Whatman), que se conecté a una bomba de vacio para facilitar el proceso. Una vez
filtrado, €l suero fue identificado y dividido en alicuotas, manteniendolo a —20 °C hasta su

procesamiento.

A) Aislamiento de inmunoglobulinas

Para lograr un adecuado aislamiento de las IpG fue necesario utilizar un procedimiento

escalonado utilizando dos técnicas diferentes:

- Precipitacién por Sulfate de Amonio.
El suero previamente filtrado se precipité con una solucién saturada de sulfato de amonio

(SSSA), siguiendo el método descrito por Garvey et al. (12) y explicado en el Esquema I.
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Esquema 1. Metodologia para la purificacion de los anticuerpos por precipitacién con

Solucion de Sulfato de Amonio.

Medir el volumen del sucro

|

Agregar Solucién Saturada de Sulfato de Amonio (SSSA) por goteo hasta obtener
una concentracion del 25% en el suero, manteniéndolo en agitacion constante a
4°C. La solucion se deja en agitacién moderada por 2.5 horas a 4°C.

Descartar el precipitado. Adicionar S58A gota a gota al sobrenadante,
hasta obtener una concentracién del 35% para el
suero de conejo y del 50% para el de borrego,
en agitacién constante a 4°C y al término,
agitar moderadamente por una hora a 4°C.

Incubar toda la noche en agitacion a 4°C,

Centrifugar a 10,000 rpm a 4°C por 30 min.
Resuspender el precipitado en agua

1
desionizada en el volumen original
del suero y repetir la saturacién al Desechar el sobrenadante.
35% para el suero de conejo y al
50% para el de borrego.

Centrifugar a 10,000 rpm a 4°C por
30 minutos,

{ 1

Resuspender el precipitado con agua

desionizada en la mitad del volumen

original del suero y dializar por 24 Desechar el sobrenadante

horas con cambios de agua
desionizada cada 3 horas,




-Cromatografia de afinidad

Una vez obtenido el precipitado final. las IgG fucron purificadas mediante una columna de
cromatografia de afinidad de proteina G, especifica para inmunoglobulinas G.

El protocolo que se sigué fue el decrito por Coligan et a/. (15} y sintetizado a continuacion:
L.- Inicialmente la columna se equilibré a un pH de 8, mediante un lavado con
amortiguador de fosfato salino (PBS: 2.35 g NaHzPOs, 11.60 g Na2aHPO4, 8.80 g NaCl,
1000 ml H20 desionizada) utilizando cinco veces el volumen de la columna.

11.- La solucién de anticuerpos (2 mi de suero de conejo o borrego) se pasé a través de la
columna, dejéndola recircular gota a gota hasta que la solucién pasara cinco veces, para
asegurarse de que las IgG quedaran fijas al gel.

Ili.- La columna se lavé nuevamente con 15 ml de PBS, con el objeto de eliminar a todas
las proteinas que no se hubieran fijado al gel,

IV - El volumen obtenido del lavado se colectd en 10 tubos de vidrio (1.5 ml por tubo) para
posteriormente pasarlo de nuevo por la columnaz y leerlo en el espectrofotometro,
verificando asi la ausencia de IgG libre.

V.- Las IgG unidas al gel se liberaron mediante un cambio en el pH, al eluir la columna con
glicina al 0.1 M {pH 2.9-3), colectandose en fracciones de 1.5 ml en un total de 10 tubos de
vidrio, los cuales contenian 100 microlitros de hidroximetil-aminometano (Trisy al 1 M
para evitar que el pH 4cido desnaturalizara a ias IgG.

VIL- Finalmente, para que pudiera ser almacenada en refrigeracién, la columna se lavé con
PBS a un pH de 8, hasta lograr un equilibrio entre la solucién de lavado y la solucién

colectada y se l¢ agregé I ml de 4zida de sodio al 0.2% como conservador.
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B) Determinacién de proteinas totales,

La concentracion de IgG en cada una de las fracciones colectadas a partir de la columna de
cromatografia, se determiné utilizando un espectrofotémetro a una longitud de onda de 280
nm. Las fracciones cuyas lecturas fueron mayores a | de absorbancia (A), fueron
seleccionadas para la inmunizacién, ya que se ha sefialado que cuando la lectura es de

alrededor de 1.4 A la solucidn contiene aproximadamente 1mg /ml de 1gG (16).

C) Liofilizacién.

Con la finalidad de lograr una mayor concentracién de antigeno en un menor volumen, las
fracciones seleccionadas se congelaron utilizando acetona (J.T.Baker) y hielo seco y se
colocaron en una liofilizadora (Labconco Co.), a una temperatura de -40°C y un vacio de
133 X 10-3 mBAR, hasta lograr la desecacién (aproximadamente 24 hrs). Una vez secas,
las fracciones de IgG fueron almacenadas a —20° C hasta su utilizacién para la preparacién

del inmunégeno.

2) PRODUCCION DEL SEGUNDO ANTICUERPO

A) Preparacion del inmundgeno

La preparacién del inmunégeno se realizo siguiendo la técnica descrita por Vaitukaitis er al,
(17), donde 12 mg de inmunoglobulina de conejo o de borrego se resuspendieron en 1.5 ml
de agua bidestilada y se mezclaron con ¢l adyuvante completo de Freund (ACF) en una
proporcion 1:1 (v/v). Para lograr la emulsificacion se utilizé un homogeinizador de alta
velocidad durante 10 min, manteniendo el recipiente en hielo para evitar la

desnaturalizacién de la proteina por el calor. Una vez preparado, el inmunégeno se
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conservé en refrigeracion hasta el momento de ser administrado. A partir de la segunda

inmunizacion, la preparacién fue preparada con adyuvante incompleto de Freund (AIF).

B} Inmunizacidn:

La preparacion antigénica se le administrd a cuatro burros (tres hembras y un macho), con
un peso promedio de 80 kg y una edad aproximada de un afio. Los animales se dividieron
aleatoriamente en dos grupos, al primero de los cuales se le aplic6 IgG de conejo (Grupo A,
n=2) y al segundo IgG de borrego (Grupo B, n=2).

El esquema de inmunizacién se apegé al descrito por Schalch e al. (18), en donde las
inyecciones se aplicaron a intervalos de un mes, hasta completar un total de siete
inmunizaciones. En cada ocasién sc utilizaron 6 mg de IgG por animal, que se
administraron por via subcutdnea en la tabla del cuello en 6 puntos diferentes, de acuerdo a

lo recomendado por Vaitukaitis ef al. (17).

() Titulacién de anticuerpos

Para la titulacién de los anticuerpos se tomaron 8 ml de sangre de cada burro por puncién
yugular, 8 dias después de cada inmunizacién, separandose y aimacenéndose el suero a
—20°C hasta que fue procesado. Se utilizé el método de inmunoprecipitacién, segin la
técnica descrita por Garvey et al. (12), en donde la cantidad de anticuerpos producidos se
mide en forma semicuantitativa y se expresa en mm lineales.

La titulacién de los anticuerpos se dividié en dos partes: en la primera, la técnica se
modificé para verificar que los titulos aumentaran al avanzar ¢l esquema de inmunizacién,
mezclando al antigeno con el anticuerpo en una proporcién de 1:1 (v/v) con una

concentracién constante del antigeno. Para ello, se utilizaron tubos capilares de vidrio de
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7.5 cm sin heparina, con un didmetro interior de 1.1 mm (Corning), se agregaron 2.5 pl del
anticuerpo {contenidn en el suera) por capilaridad v se invirtié al fubo canilar hasta gu
fluido alcanzara ¢l extremo opuesto. Después se afiadieron, nuevamente por capilaridad, 2.5
pl del antigeno (IgG utilizada para inmunizar) a una concentracién de 2.1 mg/ml. Para
tener controles de referencia, se prepararon dos tubos, a uno de los cuales se le agregd
solucién salina fisiolégica (SSF) con el antigeno y al otro SSF con el anticuerpo,
guardandose la misma proporcién que la de los capilares destinados para la titulacién,
Después de incorporar las soluciones mediante rotacién del tubo capilar durante 1 minuto,
los tubos se sellaron y se colocaron en posicién vertical en una gradilla de plastilina,
dejindose incubar 72 horas a temperatura ambiente para permitir que se formara el
precipitado. Finalmente, el precipitado se midié en cada muestra mediante una regla
milimétrica y se graficaron los resultados.

En la segunda parte, con la finalidad de conocer la sensibilidad del anticuerpo, se hizo la
titulacién exclusivamente en la ultima muestra de cada animal, siguiendo la técnica original
(12). Para este ensayo se utilizaron diluciones dobles seriadas del antigeno (IgG), iniciando
con unz concentracién de 5 pg/ml hasta obtener una concentracion final de 39 ng/ml. Se

considera que el anticuerpo es capaz de reconocer al antigeno cuando existe una

precipitacién evidente mayor a 3mm.
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3) VALIDACION DEL SEGUNDO ANTICUERPO COMO METODO DE

SEPARACION EN UN RIA DE FASE LIQUIDA.

Para corroborar que el segundo anticuerpo obtenido se comportara eficienternente como
método de separacion en un radioinmunoensayo bien establecido, se utilizo un RIA para
medir hormona luteinizante (LH) de rata. En este RIA, el primer anticuerpo fue IgG de
conejo anti-LH de rata a una dilucion final de 1:200,000 en 200 ul, probandose 100 pl del
segundo anticuerpo (anti-1gG de conejo) en diluciones (1:5; 1:10 y 1:20) para establecer la
dilucion maxima en la que era capaz de precipitar el primer anticuerpo en su totalidad.
Después de afiadir el segundo anticuerpo, se le agregé polietilenglicol al 8% y €l ensayo se
incub6 durante dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugé a 3500 pm
durante 45 minutos a 4°C, y la cantidad de radioactividad fue determinada en un contador

gamma.




RESULTADOS

A) Aislamiento de Inmunoglobulinas

En el cuadro 1 se muestra el patrén tipico de elucién de 1gG después de su adsorcion a una
columna de proteina G, y la absorbancia (A) determinada por espectrofotometria a 280 nm.
Puede apreciarse que el aislamiento y purificacion de 1gG fueron exitosos, ya que después
de cambiar el buffer de la columna a un pH de 2.9, la proteina se eluyd y recuperé en un
solo pico entre los tubos 2 y 5, discriminéndose ficilmente por mostrar absorbancia mayor
a | (cuadre 1). La proteina comienza a detectarse a partir del segundo tubo, ya que es
necesario que pase cierta cantidad de amortiguador a un pH de 2.9 a través de la columna
para que se disocie la proteina del gel. Asi mismo, al volver a pasar por la columna los
desechos del primer lavado y someterlos a una nueva lectura en el espectrofotémetro, no se
observd ningun indicio de la presencia de IgG (lecturas: A < 1), certificandose que la

purificacién se llevd a cabo de manera adecuada.

B}nmunizacién
Después de la primera y segunda inmunizaciones, todos los burros mostraron la formacion
de al menos un absceso en la zona de inmunizacion. Sin embargo, esto no sucedid en

ninguna de tas inmunizaciones subsecuentes.

C) Titulacidén de anticuerpos
Como puede apreciarse en la figura 1 los titulos de anticuerpos en el suero de los burros
aumentaron con €l avance del calendario de inmunizacién, llegando a su mayor nivel

después del tercer refuerzo. Sin embargo, la respuesta en los animales del grupo B fue
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menor, obteniéndose un precipitado maximo de 14 mm, comparindolo con el del grupo A

aue fue de 27 mm

Cuadro 1. Absorbancia de las fracciones aisladas mediante precipitacién por sulfato de
amonio y eluidas en la cromatografia de afinidad con glicina a un pH de 2.9. La longitud de

onda utilizada fue de 280 nm.

ABSORBANCIA
FRACCION SUERC DE CONEJO SUERQ DE BORREGO
OBTENIDA
1 0.230 0325
2 0.736 3.166*
3 3.665* 2.26%
4 3.142% 0.354
5 1.874* 0.125
6 0.376 0.077
7 0.444 0.071
8 0.384 0.070
9 0.380 0.051
10 0.225 0.051

*Fracciones seleccionadas para [a inmunizacion.
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Fig 1. Titulacion de anticuerpos contra IgG de conejo (A) e 1gG de ovino (B) en los sueros
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Asi mismo, los anticuerpos obtenidos contra IgG de conejo mostraron mayor afinidad por

al antHoann Aatantdndala om o sin anmncmiacaidie Ae 186 na
Ly MALILE S WY WAL AL Wil WL AN IR G IR i 1 N FigGl kliny A1

observo precipitacion a una concentracién de 625 ng/ml (Fig 2).

Figura 2. Sensibilidad del segundo anticuerpo en un ensayo de inmunoprecipitacién para la

deteccion de IgG.
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D} Validacién del anticuerpo anti-IgG de conejo en RIA de fase liquida.

En el RIA para medir LH de rata se logré precipitar el 100% del primer anticuerpo con las
diluciones usadas. Por lo tanto, la dilucién de trabajo del segundo anticuerpo (anti-lgG de
conejo) recomendada para este ensayo fue de 1:20, ya que se logra utilizar la dilucién mas

alta y se optimiza el rendimiento del mismo.
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DISCUSION

La inmunizacién de los burros con IgG de conejo o borrego permitio obtener un segundo
anticuerpo capaz de precipitar a la IgG, para su utilizacién como método de separacion en
sistemas de RIA de fase liquida.

La respuesta a la inmunizacién fue evaluada mensuaimente, en forma sencilla, econémica y
rapida, mediante la titulacion del antisuero por la técnica de inmunoprecipitacién. Este
método permitié obtener una medicién semicuantitativa del incremento de los titulos
conforme al nimero de inmunizaciones aplicadas. El mayor titulo de anticuerpos se obtuvo
después de la cuarta inmunizacidn. Sin embargo, se observaron diferencias individuales en
fa respuesta inmune ya que el burro 2 del grupo B no mostré titulos satisfactorios de
antisuero hasta después de la sexta inmunizacién. Esta variabilidad en la respuesta ha sido
observada por otros investigadores (12, 17). Por otro lado, se ha observado que a mayor
distancia filogenética entre la especie de la cual se obtiene el inmunégeno y la especie
receptora, mayor serd la reaccion inmunoldgica. Por ejemplo, Russel, (19) (citado por
Svendsen et al.) sefiala que las aves son buenas productoras de anticuerpos contra proteinas
de mamiferos, debido a que estin muy alejadas filogeneticamente de ellos. En el presente
trabajo, los antisueros obtenidos contra IgG de conejo, fueron capaces de identificar al
antigeno a una concentracién de 156 ng/ml, mientras que aquellos desarrollados contra IgG
de borrego lo hicieron a concentraciones mayores de 625 ng/ml (Fig. 2). Esta variacién en
la sensibilidad de los anticuerpos denota diferencias en la inmunogenicidad de la IgG de las
dos especies utilizadas, debido a que la relacion filogenética de los equinos es mayor con

los ovinos que con los lepdridos (20).
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En el RIA de fase liquida existen diversos méitodos para la separacion de trazador unido y
libre. Algunos se consideran inespecificos porgue interactian con las moléculas de acuerdo
a su tamafio, mientras que otros son especificos porque se unen exclusivamente a la
particula contra la que fueron creados. Dentro del primer grupo se encuenira el carbon
activado que se utiliza para la adsorcion de moléculas menores a 7 kDa, por lo que se une a
la fraccién libre dejando en la fase liquida la fraccién unida al anticuerpo. Su desventaja
radica en que puede adsorber parte de la fraccién unida, ademas de que requiere un control
estricto del tiempo de incubacidn (3). En contraste, el polietilenglicol, también método
inespecifico, precipita complejos de alto peso molecular (antigeno-anticuerpo). Sin
embargo, tiene la desventaja de precipitar fraccion libre unida a proteinas del amortiguador,
aumentando la unidn no especifica. La proteina A por el contrario une especificamente a la
IgG, teniendo como principal desventaja el alto costo. Al igual que la anterior, el segundo
anticuerpo dirigido contra 1gG se une al complejo antigeno-anticuerpo creando un
compuesto aun mas grande que precipita a la centrifugacién (3). El segundo anticuerpo
puede usarse en conjunto con polietilenglicol disminuyendo la concentracion de éste y por
tanto siendo casi nula la unidén no especifica (21). Ademas, el segundo anticuerpo puede ser
utilizado en métodos de RIA destinados a mediciones de diversos antigenos, siempre y
cuando utilicen primer anticuerpo de la misma especie. En este estudio, el antisuero contra
IgG de conejo logro precipitar el 100% de la radioactividad (fraccién unida) utilizandolo en
una dilucién 1:20 cuando el primer anticuerpo se encontraba a una dilucidn final de
1:200.000. Estos resultados son mejores que los obtenidos por Nordfang et al. (22} y Hales
et al. (23) quienes utilizaron el segundo anticuerpo a una dilucién de 1:16, mientras que

Schalch et al. (18) lo usaban a una dilucién final de 1:6. Por otro lado, la dilucién alcanzada
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en este trabajo concuerda con las diluciones de trabajo (1:20-1:50) para ensayos de

multiples hermonas (24)

El segundo anticuerpo puede ademds aplicarse en otras técnicas inmunolégicas. Como
ejemplo de estas estin los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) usados
para la deteccién de antigenos, En el ELISA indirecto, el segundo anticuerpo ligado a una
enzima se usa para cuantificar la cantidad de primer anticuerpo unido al antigeno (6, 25).
Ademas, el segundo anticuerpo marcado con enzimas, también puede utilizarse en la
técnica de Western Blot para la identificacion de antigenos en un gel de electroforesis (7,
25). Otra aplicacién del segundo anticuerpo, es en las pruebas de inmunchistoquimica,
donde la anti-globulina se une a enzimas o a colorantes fluorescentes, tales como la
fluorosceina y la rodamina, para visualizar sitios especificos en un corte de tejido o
preparado celular, demostréndose la distribucién del antigeno en el tejido y dentro de las
células (6). Ademis, el segundo anticuerpo puede ser utilizado para el aislamiento del
primer anticuerpo por cromatografia de afinidad, de manera similar a lo realizado en este
estudio. En resumen, ademés de su utilizacién en el RIA el segundo anticuerpo tiene la

ventaja de poderse aplicar a otras técnicas para la determinacién de antigenos y anticuerpos.

La pureza del antigeno es de gran importancia en la obtencién de un segundo anticuerpo.
Kakabakos et al. {26) recomiendan la utilizacién de la cromatografia de afinidad como
método para el aislamiento de 1gG de conejo, ya que en su estudio obtuvieron anticuerpos
con una alta afinidad y especificidad después del aislamiento de 1gG por ese método. La
obtencién de IgG mediante el proceso de purificacion escalonado, utilizando SSSA y

cromatografia de afinidad, permitio el aislamiento eficiente de IgG de ratén con una pureza
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del 95% (27). En el presente estudio, se utilizé el método escalonado para la obtencién de
1gG, obteniéndose una adecuada purificacion del antigeno reflejada en un solo pico al
eluirse de la columna de afinidad.

La produccién de anticuerpos depende también de la estructura y tamaifio del antigeno, asi
como de la capacidad de no ser eliminados rapidamente del organismo para lograr una
respuesta inmunolégica satisfactoria. En ocasiones las moléculas menores a 1060 daltons
necesitan unirse a proteinas acarreadoras, Vaitukaitis er al. (17) obtuvieron anticuerpos
anti-testosterona en conejos utilizando albimina sérica bovina (BSA) como proteina
acarreadora unida a la testosterona. [gualmente, Rangel (28) inmunizé gallinas contra
cortisel unida a BSA obteniendo titulos satisfactorios en el suero. En el presente estudio, no
fue necesaria la adicion de proteinas acarreadoras a la IgG ya que por su peso molecular
(160 kDa} resulta ser suficientemente inmunogénica al ser inyectada a una especie diferente
de la de procedencia. Esto concuerda con lo informado por Nordfang ef al. (22} y Hales et
al. (23) quienes obtuvieron anticuerpos anti-IgG de borrege y de cerdo respectivamente,
cuando inmunizaron conejos contra IgG por si sola.

En la produccién de anticuerpos, es comun el uso de adyuvantes, que adicionados al
antigeno, tienen la capacidad de promover la respuesta inmune. Se han investigado
diferentes tipos de adyuvantes, encontrandose que el adyuvante de Freund es el mas potente
para la estimulacidn de produccién de anticuerpos en animates experimentales (29). Como
algunos autores informan (17,18,22), el uso del adyuvante de Freund estimula la respuesta
inflamatoria crdnica de tipo local intensificando la inmunidad y liberando al antigeno
tentamente de la fase acuosa para fomentar la produccién de anticuerpos durante un mayor
tiempo. Se ha observado que el adyuvante completo de Freund (ACF) produce una mayor

respuesta en comparacién con et adyuvante incompleto de Freund (AIF) (30). En este
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trabajo el antigeno se emulsificé en el ACF en las primeras dos inmunizaciones y
posleriormente en ATF, npara aminorar Ins ahscesos en los siting de inocnlacian, de acuerdn
a lo recomendado por Edelman ez al. (29).

El segundo anticuerpo suele producirse en grandes especies, ya que se necesitan lotes
abundantes de antisuerc para la estandarizacién de los ensayos (3). En este estudio, la
inmunizacién de burros permitié obtener abundantes cantidades de antisuero con
caracteristicas homogéneas. De acuerdo con la dilucion de trabajo necesaria (1:20 en 100
ul) para el RIA de LH realizado, se puede concluir que ¢l segundo anticuerpo obtenido (2
litros por animal) sirve para el procesamiento de aproximadamente 800,000 muestras.
Tomando en cuenta, que los titulos de anticuerpos alcanzan su maximo nivel a partir del
cuarto mes de iniciada la inmunizacién, se calculé que el costo para la obtencién del
segundo anticuerpo en burros fue de aproximadamente $5,000 por animal. Cabe mencionar
que en el laboratorio de endocrinologia (FMVZ, UNAM) se procesan por RIA cerca de
8,000 muestras anualmente, gastandose por este concepto $6,000 en reactivos para la
separacién del trazador unido y libre. Por lo tanto, la cantidad de anticuerpo lograda en este
estudio abastecerfa las necesidades de segundo anticuerpo por 10 afios, si la demanda se

mantuviera constante, significanda un ahorro anual de $5000.

CONCLUSIONES
La inmunizacién contra IgG de conejo y borrego en burros permitid la obtencién de lotes
abundantes de segundo anticuerpo. Estos antisueros demostraron tener afinidad por IgG y

ser capaces de precipitarla en inmunoensayos (inmunoprecipitacién en tubo capilar y RIA).
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