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· Resúmen. 

En el campo de la· Inge~·iería Genética y el estudio de 

Neuropéptidos se req~iere de métodos relativamente simples 

para la cuantificación·y purificación de proteínas y pépt! 

dos. 

En este trabajo de Tesis se desarrollaron métodos pa-

ra cuantificar insulina humana (producida en bacterias re-

combinantes) y TRH (estudios de su metabolismo), por Radi~ 

inmunoanálisis (RIA). Para lograr ésto, se obtuvieron y -

caracterizaron anticuerpos contra estas substancias. Se -

.. ' l' 125 b d d' f t .. d marco insu ina con I, pro an o i eren es meto os encon 

trando que los me~ores eran Cloramina T y Iodogen en cond! 

ciones de nuestro laboratorio. El TRH-125 1 se marcó con -

Cloramina T. Se probaron diferentes métodos de precipita-

ción de la radioactividad unida a los anticuerpos, encon-­

trando que el Pansorbin y el método del segundo anticuerpo 

son los más reproducibles para el RIA. 

Los sueros obtenidos contra estos péptidos se utiliz~ 

ron para pr~ducir columnas de cromatografía de afinidad, -

con el fin de purificar estas sustancias. Los anticuerpos 

se· unieron a un soporte inerte (Sepharosa 4B) con bromuro 

de cianógeno. Las columnas obtenidas unen selectivamente 

y eluyen con ácido acético al péptido de interés. La cap~ 

cidad de las co.lumnas permite sean usadas en purificaciones 

a nivel analítico. 



Abstract. 

In the areas of Genetic Engineering and Studies on 

Neuropeptides it is necessary to have simple methods to 

measure and purify proteins and peptides. 

In this Thesis, methods to qua11tity human insulin 

(produced in recombinant bacteria) and TRH (for studies 

on its metabolism) by radioimmunoassay (RIA) were developed. 

To achieve this we got and characterized antibodies against 

these substances. Insulin was labelled with 125 I using 

different methods; It was found that Chloramine T and Iodogen 

are the best methods in our laboratory conditions. TRH- 125 1 

was labelled with Chloramine T. Different methods to 

precipitate radioactivity bound to antibodies were tried. 

Pansorbin and the second antibody systems preved to be more 

reproducible in RIA. 

The sera obtained against these peptides wer~ used te 

produce affinity chromatography columns, to try to ~urify these 

~ubstances. Antibodies were fixed to an inert support (Sepharose 

48) by means of cyanogen bromide. The produced columns selectively 

adsorb and elute with acetic acid the parti~ular peptide. 

Capacity of the columns allows them to be used in analytical 

~urifications. 



Quienes no suelen realizar experimentos difícilmente pueden 

percatarse de J.a diversidad de circunstancias requeridas p~ 

raque progresen hasta resultados perfectamente demostra~i-. 

vos; o de la frecuencia con la cual el hombre q~e persigue 

u~a meta en su profesi6n puede sufrir interrupciones que -­

frustran su esfuerzo casi.en el momento de alcanzar frutos: 

y sin embargo, no vacilo ni un mo~erito ... 

Edward Jenner, 179.8 
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l. INTRODUCC~ÓN. 

Desde la determinación en 1953 por Watson y Crick de la 

·estructura .del ácido desoxirribonucléico (ADN) , molécula respo!!_ 

sable del: almacenamiento, transmisi6n y manejo de la informa- . 

. ci6n genética, la Biología Mo.lecular se ha desarrollado amplia-· 

mente. En los últimos años se ha logrado un gran auge con la In 

geniería Genética y las técnicas en las cuales se basa se han·-

dirigido a lograr la producci6n de diferentes proteínas de gran 

demanda en medicina¡ con la ventºaja de que se pueden obtener en· 

cantidades mayores que por los métodos tradicionales y a menor 

costo. 

Las técnicas empleadas permiten la alteración de. la. infor-

maci6n codificada por el ~DN de los genes de las células bacte-

·rianas. De este modo se pueden obtener bacterias (11amadas re-

combinantes) que pueden sintetizar proteínas no bacterianas, -

esto es, provenientes de genes ae otra especie ya sean humanos, 

animales o incluso vegetales. (1) (34). 

En este campo el Centro de Investigación sobre Ingeniería 

Genética y Biotecnología (CEINGEB) de la UNAM se encuentra ac--

tualmente trabajando en un proyecto de producción de insulina - . 

humana por medio de técnicas de Ingeniería Genética, con lo que 

se persigue ·obtener un procedimiento que facilite la producción 

de .insulina humana con fines de aplicaci6n terapéutica, a un 

.·.costo menor del. q~e res~Úa de ia ·obtención. de ins~Úna porcina 

o bovina por.los métOdos tradicionales. (13) (14). (35). 

De una manera paralela en años recientes, 1960 a la fecha, 

se ha ºtrabajado mucho otra línea de investigaci6n en biología : 

·/' . 

... _: 
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la Neurofisinlogía. En est_e·campo se han descubierto moléculas . ,.. . 

(sustancias) de orígen .proteínico que son biósintetizadas tanto 

en el hipotálamo (e~ la base del cerebro) corno en la glándula -

.hip6fisis y otras regiones cerebrales. 

Estas sustancias conocidas ahora corno Neuropéptidos presen 

tan funciones diversas y muy especializadas, de gran interés 

tanto por sus efectos.corno por el potencial que presentan de p~ 

der ser usadas en el futuro corno fármacos.especiales con una 

acci6n específica sobre el Sistema Nervioso Central (20). 

Los neuropéptidos se descubrieron primero corno factores en 

d6genos que tenían cierta acci6n fisiol6gica; se trat6 entonces 

de aislarlos y caracterizarlos. Algunos de ellos (los que apa--

recen en mayor cantidad) ya se han podido aislar y así tenernos, 

por ejemplo, a la vasopresina y la oxitocina, dos péptidos de -

ocho aminoácidos cada uno con una semejanza estructural muy 

grande y acciones bien diferentes, el primero funciona a nivel 

del riñon elevando la presi6n sanguínea por retenci6n de líqui-

dos, (este péptido es la hormona antidiurética); mientras que -

el segundo existe normalmente tanto en hombres corno en mujeres, 

tiene un efecto de contracci6n sobre el músculo liso, pero su -

acci6n sobre e~ útero es mas evidente durante el .parto. Los efec 

tos tan opuestos nos indican -que los receptore·s específicos que 

.existe·n en las células blanco deben reconocer cambios muy pequ~ 

fios entre.estas moléculas. A .través ·de estudios 'de relaci6n Es-

tructura-Actividad, es·muy probable que pequeñas modificaciones 
.. .. . 

enesteis molé'culas diera~ lugar a péptidós sintéticos cuya ac-'-

"ci6n' específica sea mayor. Estos nuevos péptidos pueden tener -

en el futuro un gran valor como fármacos (11). 

2 
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Otro gfupo de : neuroJ?.éptid.os importarites es el de: las enc.e­

falinas ,··cuyo descubrimiento surgi6_ a .través de la búsqueda de 

las moléculas end6genas que deberían actuar.en los receptores -

de opiáceos (como la morfina) .. ( 37). Se conocen actualmente --

dos.encefalinas, pero se .cree que deben existir mas. Sus estu-· 

dios se vuelven importantes al ver que estas moléculas pueden -

actuar en forma similar a la morfina quitando el dolor, pero --

con la ventaja de no provocar dependencia por ser moléculas end6 

genas, (11). ·Es prob?ble que en el futuro se puedan llegar a -

usar en forma clínica corno fármacos de uso corriente. 

Dentro de este campo tarnbi~n el Centro.de Iilvestigaci6n so 

bre Ingeniería Genética y Biotecnología de la UNAM se encuentra 

trabajando en un proyecto para caracterizar algunos de los neu-

ropéptidos de mayor interés por sus ac~iones a nivel de todo el 

metabolismo regulatorio del organismo, corno son el TRH (hormona 

liberadora de tirotropina) y el LHRH (hormona liberadora de la 

hormona luteinizante), (100). 

Los pépt.idos provenientes del cerebro, así corno algunas --

hormonas proteínicas y los péptidos producidos en bacterias re-

cornbinantes se encuentran generalmente en pequeñas cantidades -

' en los. tejidos donde se estudian, o se tratan de extraer; debi-- ·. 

do a esto es muy importante 'poder tener un método lo suficiente 

.·mente sensible y específico para cuantificarlos. Existe tam 

bién el -problema que para su ptirif.Í.caci6n estos. pépÜd~s por.· 

provenir de.tejidos s~ encuentran con m~chos ·componentes simila 

res como son ·otras proteínas y. una mezcla compleja d.e otras sus· . 

. tancias (lípidos, carbohidratos, etc.), ello hace necesario con 

3 
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tar con m&todos cada vez mas ~specíficos para la purificaci6n de 

estos péptidos, 
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OBJETIVO. 

,· ! 

·En las áreas de Ingeniería Genética y Estudio ~e Neuropép­

tidos se trabaja con materia~ biol6gico: extractos de células -

de bacterias o de cerebro, respectivamente, a partir de los cua 

les se desea obtener un producto determinado. Mucho del ~xito 

de las investigaciones en estos campos depende de las técnicas 

especiales empleadas para poder .llegar a tener los péptidos p~ 

ros y para poder cuantificarlos. 

· El trabajo de esta tesis constituye parte de los proyectos 

de investigaci6n del CEINGEB / UNAM; ·1) la producci6n de insuli 

na humana y 2) el estudio del metabolismo de neuropéptidos. 

El objetivo de esta tesis es tratar de desarrollar un mode 

lo de aislamiento y caracterizaci6n de péptidos con bases en p~ 

rificaci6n, identificaci6n y cuantificaci6n, mediante el empleo 

de anticuerpos específicos en Radioinmunoanálisis (RIA) (cuanti 

ficaci6n) y en Cromatografía de Afinidad (purificaci6n). · 

La finalidad es poder aplicar estos resultados a un siste­

ma de caracterizaci6n de futuros péptidos y proteínas usando 

los recursos básicos con que·contamos en nuestro medio, tratando 

de lograr la máxima eficiencia posible con los métodos mas acce-

sibles. 

"' .. 
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3. AN~ECEDENTES. 

3.1. Ingeniería Genética. 

. .. : . 
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La biología molecular .es la ciencia que. contribuye al estu-

. dio de la organizaci6n de los seres vivos a nivel de sus molécu-. 

las constituyentes analizando su estructura y ~unci6n. 

Una célula viva es una fábrica de proteínas. Sintetiza en-

zimas y otras proteín~s para mantener su integridad y sus proce­

sos fisiol6gicos. Los diferentes tipos de células hacen diferen 

tes proteínas siguiendo las instrucciones del ADN de sus genes. 

En los últimos años los avances logrados en una rama de es-

ta ciencia, la Ingeniería Genética han permitido se puedan caro -

biar las instrucciones codificadas por el ADN en células bacte -

rianas. Es posible aislar un gen de entre los varios millones 

que tiene una célula, fusionarlo con parte de un gen bacteriano 

e insertar en bacterias (transforrnaci6n) la combinaci6n de am --

bos (69). Estas nuevas cepas de bacterias se denominan recombi 

nantes. 

Si el gen insertado codifica para una proteína de aplica -- . 

ci6n biomédica', en tecnología de alimentos o fitogenética, un.­

cultivo de bacterias recombinantes trabajará cual fábrica renta­

. ble en la producci6n industrial de esta proteína (14). 

La_céluia produce sus proteínas traduciendo ·1as 6rdenes al­

.macenadas en el ADN. 'Esta informaci6n hereditaria está dada por 

el ·orden en que se acomodan las cuatro bases: adenina, · guanina;­

timina y ci tocina a lo largo d.el ADN •· Para lograr esta síntesis 

.·· .. ·; ·.·' 
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el ADN, dentro del núcleo _celular, se copia complementariamente 

en una molécula de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) (trans-­

. cripci6n) ... El· ARNm sale del núcleo y va al. citoplasma donde · 

una compl~j~ maquinaria bioquímic~ lo traduce en una proteína -

unie.ndo los aminoácidos en el orden indicado (Fig. 1) ( 35) . 

Los organismos procariotes (bacterias) tienen un solo ero-

mosoma circular y para Escherichia coli éste codifica para unos 

3000 a 4000 genes. Algunas bacterias tienen fragmentos de ADN 

circulares extracromosomales denominados plásmidos. Un plásmi-

do se propaga en la célula independientemente de la replicaci6n 

del ADN cromosomal; Los plásmidos cqntienen inforrnaci6n valio­

sa para las bacterias como puede ser la resistencia a antibi6ti 

cos (13). 

Hace unos 12 años se aisl6 una enzima bacteriana que era -

capaz de cortar al ADN en sitios específicos generando pequeños 

fragmentos (91). Esta enzima recibi6 el nombre de endonuclea-

sa de restricci6n. Se conocen actualmente unas 100 enzimas de 

restricci6n diferentes que reconocen sitios (secuencias) espec! 

.ficos en cualquier molécula de ADN, cortándola en ese lugar, e!! 

tre dos bases, generando así.fragmentos de ADN con extremos·--

idénticos (Fig. 2). · 

Los fragmentos de ADN provenientes de diferentes organis­

mos· y cortados c;on la misma enzima de _restricci6n se pueden al! 

neiar entre sí debido a. que sus extremos son . idénticos. De esta 

form·a un gén ·de otro organismo se puede introducir en. un vehícu · 

lo molecular ·(plásmido) y clonar en una bacteria (Fig. 3); 

.7 
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_... ADN exon · intron· 

CMATGCACTACTAT:G'rl-\CTATGCACTACTATGTCCAA~GGTTTTAGpGACT 

GTT~ACGTGATGATACATG~TACGTGATGATA~AGGTT~CCAAAATCCCTGA 

l Transcripci6n 

ARN 

f·(:AfSAUGCACUACUAU~ÚACúf\UGCACUACUAUGUCC~GGGUUUUAdGGACÜ · j 

ARNm 

¡ 
lAUGCACUACUAUAUGCACUACUAUGGGUUUUAG! 

"--~UCLE0----1-1--/ 

'. 

ARNm 

CITOPLASMA 

FÍ.g. 1 

Traducci6n 

ALTO 

Proteína (aminoácidos). 

Las proteínas se sintetizan en i·a célula de acuerdo 

a l~s instruccio~es codificadas ~n lOs .gene.s .· (A~N) • 

. Bl c6digo genético se lee en grupos de tres bases.­

'(codones) que indican cada uno' ~n a1_1linoc'.icido parti;.. 

.cular. 
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· , Eco Rl Hae III , 

P'._CTAGf TTrQC CAG~~OH 
HO-GATC TTAA TC CG GTCA-P · . ~ 

r . 
Eco Rl Hae III 

Digesti6n con Eco Rl: 

5• 

. . ·1. 
. 1.' .. 

ADN 

3• 

P-CTAGTG AATTCTAGTGGCCTCAGT-OH 

HO--GATCACTTAA 
31 

GATCACCGGAGTCA~P 

51 

Digesti6n con Hae III: 

5' 

P--CTAGTGAATTCTAGTGG 

HO~GATCACTTAAGATCACC 

31 

3' 

CCTCAGT--OH 

GGAGTCA-P 
51 

Fig. 2 Las enzimas de restricci6n son endodeoxirribonu 

cleasas que reconocen y cortan secuencias espe-

·.:. 

cificas en el ADN. Estas secuencias normalmente 

de 4 a 6 pares de bases son en su mayoría pali!!_ 

dr6micas. Estas enzimas reciben el nombre del -

organismo del cual se aislan,. así por ejemplo: 

Eco Rl de .E. coli y Hae. III de Hemophilus aegip-

. •' . 
. ~ . 

··' . 
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La c_lonaci6n significa aislar un gen y colocario dentro de una -

bacte.r'ia que prol.ifera ·dando orígen a una poblaci6n. de deseen -­

.dientes idé.nti·cos: una clona, l_os cuales conservan todos el. gen 

ais.lado. El éxito de una clopaci6n molecular consiste en salvar 

los siguientes obstáculos: 

- Encon.trar ·1a secuencia estructural correcta del ADN que codifi 

ca para la proteína deseada. 

- Colocar esta informaci6n en la bacteria, de forma que se con--

serve durante la divisi6n celular. 

- Manipular la informaci6n adyacente al gen insertado modifican-

do las 6rdenes reguladoras, de modo que la secuencia estructu-

ral se exprese en proteína. 

Para que un gen se exprese, o sea, se traduzca en proteína 

debe haber a sus lados señales. Estas señales son segmentos de 

ADN que no codifican para proteínas pero son reconocidos por los 

mecanismos enzimáticos de la célula como instrucciones de inicio 

o terminaci6n de una proteína, o como regulaci6n. Estas señales 

son diferentes para organismos superiores e inferiores en la es 

·cala biol6gica. Una señal euca.riote no es reconocida por una 

bacteria y la proteína no se·produce aunque el gen esté clonado. 

Otra forma menos general y aleatoria de obtener genes es la 

·clonaci6n de ADN obtenidos por transcripci6n .reversa de ARN men-

sajeros específicos (Fig. 4). Se aisla el ARNm de células que 

produzcan una gran·cantidad de· la proteína d~ interés. El ARN~ 
. .. . 

~s·c~piadd·eritohces ~orla enzima transcriptasa reversa que pr~ 

duce. una cadena complementaria de ADN. Esta enzima se encuen--

' 
'11 . ~·. ·. . 
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tra en a_lgunos virus que ll~va·n como materia.l genético ARN en 

vez de ADN. El ARN se elimina cort una hidr6lisis _alcalina suave 

y entonces se copia una segunda cadena de AD~ con la enzima pol!. 

merasa de ADN. Usando ahora la enzima transferasa terminal se -· 

añaden extremos largos de varias unidades de una base a cada ca-

dena. Este fragmento de ADN se puede alinear con un plásmido 

que tenga extremos largos con la base complementaria a la que 

tiene el ADN copiado del ARNm. El plásmido ahora tiene en su in 

terior a un gen de otra especie y puede ser transformado y clona 

·do en bacterias (35). 

La producci6n de proteínas'd.e otro tipo (humanas por ejem--

plo) en bacterias puede abordarse de tres maneras (13) : 

a) Introducir a la bacteria el gen o genes aislados de células -

humanas o de mamíferos que codifican para la proteína escogida y 

esperar que la bacteria transcriba o traduzca las regiones regu-

!adoras de estos genes. Hasta la fecha no ha sido posible expr~ 

sar una prote.ína ·activa de un eucariote superior, después de in­

troducir en ~ coli el gen natural que la codifica. 

b) A partir del ARNm aislado de una célula se obtiene el ADN com 

plementario específico· (Fig. 4). Este. ADN se "une" en forma -­

adecuada a los mecanismos de .. regulaci6n bacterfana que permitan 

su expresi6n .en la célula microbiana •. 

e) Otra posibilidad consiste en diseñar y sintetizar los genes o 

partes de genes que codifican para la proteína deseada. Para 

lograr. esto d.ebe conocerse la .secuencia de los aminoácidos de la 

. proteín_a en cuesti6n y, a través, del c6digo genético los codo· --

·.··. 

12 . 
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ARNm de cQlula animal 
1 -;·; ..... :,·; ::: •:.-.;:.l.. ..... ;:::::. i, •': :•.•;,·;., .. ~· .. -:.·.~ ~:, •t'·.'· :..5?""fl 

ARNm 

·1· Transcriptaso. 
reversa 

.. ~::'''''''"""j·''~:·:~::··"""'I 
G~-------1 l ADN polimerasa ADNc 

(--------1 
ADNc 

ADN doble 
cadena 

lec.e.e 

r ,.. ·. 

l Nucleasa Sl 

1
.Transferasa 

terminal 
i;cc.q 

\ 

1 

.,. . 
· ... •. 

ADN 

Tran·s formación; 

Reparación por 

celulares 

...... 
13.' 

pliÍsmido 
bacteria.no 

Transferasa 

terminal. 

Fig. 4 Clonaci6n molecular de ADN complementario 

a ARN mensajero. 

,. · .. : 
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n!'!s (secuencia ·de ADN) que deben sintetizarse. Los genes sinte-

tizados químicamente se pueden unir entonc'es a las señales de re 

.gulaci6ri para un sistema de genes bacterianos, de tal forma que 

las bacterias sinteticen la proteína en forma regulada y en can­

tidades elevadas (14). De esta forma se ha logrado producir en 

·bacterias, somatostatina humana biologicamente activa (52). 

3. 1. 1. Producci6n de Insulina Humana por Técnicas de .Ingeniería 

Genética. 

Los genes que codifican para las cadenas A y B de insulina 

humana fueron sintetizados por el grupo de Goeddel en la ciudad 

de San Francisco (36). 

Debido a que los genes de las cadenas A y B no tienen regi~ 

nes de regulaci6n para su transcripci6n no pueden ser expresados 

en bacterias. Si se unen a.regiones de regulaci6n de otras pro-

ternas, su expresi6n puede efectuarse, p~ro debido a que son péE 

tidos muy pequeños y que además no presentan ninguna utilidad p~ 

ra la célula, son degradados rápidarnent~ por enzimas proteolíti-

cas end6genas (16). Entonces fue necesario unir el gen de cada 

cadena por separado al ADN de una proteína bacteriana que las e~ 

tabilizara, así como á la regi6n reguladora de la misma prciteí-

na (promotor: porci6n de ADN reconocida por la polimerasa de ARN 

para coinenzar la transcripci6n) 

Ambas cadenas fueron clonadas en un derivado del·plásmido -

pBR 322 (1~) que lleva el gen de la B-galac~osidasa (proteína -· 

·que se utiliz6 como estabilizadora, así como la·s regiones de re-

'·:. 
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.· -· g·~laCi6ri del op.er~n ae laGtosa de E. co'li que petmi té a la bacte 

ria utilizar ia lactosa como fuente de carbono. El 'JGn de una u 

.otra cadena de i_nsulina se introdujo en el sitio t1nico.de res --

tricci6n de Eco Rl que tiene el pHsmido. 

Al clonar el plásmido y expresarlo en E. coli se obtiene 

·una proteína híbrida formada por los primeros aminoácidos de 

8-galactosidasa y unida a éstos la cadena A o B de insulina a 

través de una metionina (Fig. 5). Una característica importan-

te de esta nueva proteína es que carece de actividad de ~-galac-

tosidasa y es completamente insoluble en agua, a diferencia de -

la 8-galactosidasa nativa. 

El plásmido pBR 322 lleva los genes que le confieren resis­

tencia a los antibi6ticos tetraciclina y ampicilina. El gen de 

las cadenas se inserta de tal modo que queda inactivado el gen -

que.confiere la resistencia a tetraciclina. Esto da la oportuni 

dad de reconocer a las células transformadas con la molécula hí-

brida por su resistencia a ampicilina y sensibilidad a tetraci--

clina. 

A partir de la proteína híbrida producida se separa la cad~ 

na A o Í3 rompiendo específicamente.en la metionina con bromuro -

de cian6geno ('BrCN) (Fig. 6). (64). De la mezcla de péptidos -

· resultante se purifica entonces la cadena de insulina correspon-

·aiente .. 

Las cadenas de insulina son proteg·idas de oxidaCÍ.6n poste-­

rior en los· residuos de cisteína formando.l9s derivados ·R-sso; 

· ·llamados S-sülfonato o sales de Bunte (4) · f60) .• 

' .. ~· 
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S-Galactosidasa 

COD_IGOl~~:ETICO . . . 

sintetizado 

químicamente 

a - Galactosidasa 

AATTC ATG CADENA 

1 "in vivo" 

Met-1 CADENA A 6 B de Insulinat 

"in vitro" 

rompimiento con 

bromuro de cianógeno 

Fragmentos de S-~alactosida·sa + CADENA A ó B 

de Insulina 

. Fig •. 5 Esquema de los proc~dimientos.I>ara.formar un· gen 

híbrido para la producci6n de cadenas de insulina 

humana .por la bacteria E. eoti. 
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S-CH 
1 3 
CN 

H + 1 . 
R-C-N-CH-C=NH-R 

11 / \ . 1 
O CH
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O 
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2 

. Fig. 6 Rompimierito de una cadena polipeptídica 

en el residuo de metionina por bromuro 

de cian6geno. La metionina se convierte 

en una homoserina lactona, e-terminal • 
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Ten.iendo ambas cadenas .de la insulina purificadas es posi--

ble reasociarlas químicamente "in.vitro"· para generar insulina. 

(Fig. 7) (25). Es interesante ver que en la reasociaci6n se -

forman oú:os productos por la uni6n incorrecta de las· cadenas, -

pero el principal producto es la hormona activa. A partir de e~ 

ta mezcla se debe purificar la insulina biol6gicamente activa. · 

·, -.. .' .1. 

.· ... 

( . ..: 
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s 
1 s 

Cadena A 

Cadena B 

2A + lB, p/p, 5-10 mg/ml 
SH: sso3- ( 1:2 con DTT) 

0.1 M glicina, pH= 10.5 

24 hr, 4 ° c 

INSULINA 

Fig. 7 Reasociaci6n de cadenas de insulina 

humana. 
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· 3.2 .. Insulina. 

3.2.L Lugar de producci6n. 

La d{abetes me'llitus es la enfermedad end6crina mas común y 

afecta.alrededor del 2% de la población mundial. En 1909 J. de -

Meyer relacionó a la secreción de los islotes de Langerhans en el 

páncreas con la enfermedad y a la sustancia secre.tada la llamó in 

sulina. Fue hasta 1921 cuando F. G. Banting y C. H. Best pudie-­

ron extraer con éxito insulina del páncreas, la secuencia de amino 

ácidos de esta hormona L1e determinada por F. Sanger en 1955. 

3.2.2. Aspectos fisiológicos (45). 

El efecto mas marcado de la insulina es mantener los nive'ies 

de glucosa sanguínea dentro de los límites normales, pero también 

tiene acción sobre el metabolismo de los lípidos y las proteínas. 

Los principales efectos de la insulina son: 

- Aumentar el transporte de glucosa al interior del músculo esqu~ 

lético y cardíaco y de células adiposas, (pero no al hígado, ri 

ñ6n o cerebro) ; 

- Aumenta la incorporación de.los ácidos grasos .a los adipocitos, 

pero sólo en presencia .de glucosa. 

~ Incremento en el transporte de aminoácidos· al hígado, tejido a­

diposo y·músculo cardíaco y esqueléticci .. 

- Promover la fo~maci6n. de gluc6geno a partir de glucosa. 

- Inhibir la gluconeogénesis (síntesis de. glUcosa ·a partir de 

aminoácidos.-
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- Aumentar la síntesis de triglicéridos (lipogénesis) a partir .. 

de glucosa en el tejido adiposo.· 

3.2.3. Estructura. 

En 1926 J. J. Abel prepar6 por primera vez cristales de in-

sulina y encontr6 que tienen forma rombohédrica. Se requiere de 

dos átomos de zinc para la cristalizaci6n, alrededor de los cua-

les se agrupan tres dímeros de insulina. El mon6mero con un pe-

so molecular de 5 800 es la hormona activa. 

La molécula está constituida por dos ·cadenas de aminoácidos, 

la cadena A con 21 residuos de aminoácidos y 1a cadena B con 30 

residuos. Estas están unidas por dos puentes disulfuro de resi-

duos de cisteínas. La cadena A tiene un puente disulfuro inter-

no (Fig. 8). 

La estructura tridimensional de la insulina de determin6 --

por difracci6n de rayos X en 1972. La conservaci6n de su canfor 

maci6n es vital para la actividad biol6gica y depende de varios 

factores, entre ellos los puentes disulfuro y la parte central -

hidrof6bica que incluye una porci6n en ~-hélice entre las glici-

nas 8 y 20. La' importancia relativa de las diferentes partes de. 

la molécula para su actividad biol6gica se pueden estimar consi-

derando aquellos aminoácidos que no cambian entre especies (Fig. 

S).. El .rompimiento de los enlaces disulfuros A7· ... B7. o ·AG 11 

tiene muy poco efecto sobre la actividad ae la hormona (7). 

.. 21 · 
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a - hélice central 

a - hélice 
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Secuencia de amino~cidos de 
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Los círculos sombreados representan 

aminoácidos invariables en las insu­

linas de todas las especies. 
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La proteína traducida originalmente en las célu~as beta, 

· tiene un peso molecular alrededor de 11 500 .(inucho mayor que el 

de la insulina). Esta proteína es lineal y se le ha llamado pr~ 

proinsulina y solamente existe completa en las células beta por 

un tiempo muy corto. La preproinsulina tiene una cadena de 23 ~ 

. aminoácidos en el extremo N-terminal por medio de la cual, el ri 

bosoma donde se forma se une al retículo endoplásmico. 

Al perder esta parte la proteína se forma la proinsulina 

(86 aminoácidos) la cual es tra~sportada al aparato de Golgi, 

donde se forma insulina que se almacena en gránulos. La insuli-

na es liberada de la proinsulina por la acci6n de dos enzimas --

que actuan como tripsina y quimotripsina, rompiendo a la molécu-

la en las posiciones 31 y 32 (donde hay dos residuos de arginina) 

y en las posiciones 64 y 65· (lisina y arginina) (Fig. 9). 

La secreci6n de in·sulina se produce. en respuesta a muchos -

estímulos fisiol6gicos y farmacol6gicos; entre los cuales están 

el aumento de glucosa, mannosa, glucosamina, gliceraldehído, epi 

nefrina ·(~- adrenérgico), glucagon, sulfonilurea. La liberaci6n 

disminuye con somatostatina, diuréticos derivados de la tiazida, 

ausencia de calcio, catecolaminas (efecto a-adrenérgico) etc. 

La_ respuesta de las células beta a la hiperglicemia es de-­

pendiente.de la ~resencia de ca+2 externo y puede ser inhibida 

con verapamil_, el cual bloquea la permeabilidad de la membrana -

al. calcio. 

La estimulaci6n vagal puede potenciar la i"iberaci6n de insu 
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lina y este efe.eta puede ser Óbservado "in vitto" con fármacos -

colinérgicos corno: acetilcolina, rnetacolina y carbamilcolina (7). 

3.2.5. Transporte y metabolismo. 

La concentrac:l.6n normal de in·sulina en e.l plasma humano es -

alrededor de 5.8 x 10-4 ~g / ml, teniendo un tiempo de vida media 

de 5 minutos. La forma en que se transporta en la sangre no está 

bien definida, pero se cree lo hace no unida a proteínas, posib~~ 

mente.en dímeros o tetrámeros inactivos. 

La insulina liberada pasa directamente a través del hígado -

donde 40 a 50% es eliminada en un soro paso. La destrucci6n meta 

b6lica de la insulina involucra tres tipos de reacciones: 

.a) reducci6n no enzimática de los puentes disulfuro en presencia. 

de tioles; 

b) reducci6n enzimática de los puentes disulfuro. Una enzima gl~ 

. tationa-insulina transhidrogenasa se ha aislado del hígado y -

del riñ6n:· 

e) inactivaci6n por enzimas proteolíticas. 

3.2.6. Diabetes mellitus. 

La·diabetes mellitus es una enfermedad.que se conoce desde -

tiempos remotos, se identifica por la formaci.6n de grandes volúm~ 

nes de orina, s~d, pérdida de peso y eventu~lrnente coma y muerte. 
. . 

. La en.fermedad se clasifica en dos tipos: 

- Tipo I (antes juvenil), que aparece· generalmente antes de los -

·.·· ':· 
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25 años,. ·Se caracteriza por. la marcada deficiencia o total a usen 

cia de insulina, lo cual hace a los enfermos ·propensos a sufrir -. 

cetoacidosis. 

-· Tipo II (antes de la· edad adulta), la mayoría de las· veces se -

presenta después de los 40 años. En estos pacientes los niveles 

de insulina son normales o ligeramente menores, pero existe una -

respuesta lenta a la liberaci6n de ésta. El problema fisiol6gico 

se debe a que la velocidad de secreci6n ya no es adecuada para -­

las necesidades de la persona. 

Las causas de la enfermedad no se conocen pero se manejan va 

rias teorías: influencia genética, daño a las células beta, alta 

resistencia a las acciones de insulina, exceso de glucagon. 

El tratamiento de la diabetes mellitus pr'ocura aliviar los -

síntomas de la hiperglicemia, impedir se desarrolle cetoacidosis 

y coma diabético y retrasar la aparici6n de complicaciones vascu-

lares y neurol6gicas a largo plazo. El control de la dieta es la 

primera y principal forma de tratamiento encaminada a reducir la 

ingesta de carbohidratos y a bajar de peso. 

La insulina se usa en _los pacientes del tipo I, en el coma -

diabético y en•los enfermos propensos a la acidosis. La hormona 

por ser un polipéptido .se degrada en el tracto digestivo y debe -

administrarse por vía subcutánea aunque en emergencias puede dar-

se intramuscular o endovenosa.. Debido a su vida media tan corta 

se debe aplicar frecuentemente o bien formar dep6sitbs en .los te­

jidos a partir de los cuales se disuelva· lentamente~-

El. interés por lograr fuentes al ternas para obtener insulina 
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:....se debe ·principa·lmente al gran número de enfermos. diapéticos que 

existen en el mundo. La diabetes mellitus es.una enfermedad que 

se caracteriza por niveles de glucosa elevados en la 'sangre, lo 

que provoca muchos trastornos tanto fisiol6gicos corno econ6micos 

· y ·Sociales (43). Desafortunadamente no se tienen datos exactos -

del número de diabéticos que hay, se calcula que e~isten unos 60 

millones de pacientes diabéticos en el mundo, de los cuales 25 -

millones se encuentran en países desarrollados y 35 millones en 

países en desarrollo. De los de países desarrollados s6lo 15 mi­

llones están diagnosticados y bajo tratamiento médico ( 4 millo-

nes con insulina y 11 millones con hipoglucerniantes orales y/o -

dieta solamente), (Corporate Affairs Division, E. Lilly Co. y -

National Cornission on Diabetes to the Congress, USA) ( 84 )o. 

En Hispanoamérica la incidencia de la diabetes va desde un 

1.2% en Chile hasta 7.3% en Venezuela. En México se estima que -

la frecuencia de la enfermedad ha aumentado hasta el 4.5% (84) 

No se tiene hasta la fecha u~ dato mas confiable sobre ·1a -

cantidad de enfermos diabéticos. Esta falta de informaci6n se de 

be a que no se han hecho estudios estadísticos representativos -

a toda la poblaci6n del país. En México el Instituto Nacional de 

la Nutrici6n "Salvador Zubirán" concentra a un gran número de en 

fermos diabéticos en su clínica de diabetes, provenientes de to-

d~ el país, sin embargo, no son una muestra representativa de t~ 

dos los. enfermos que existen ya que sus datos no concuerdan ·con 

los de otros centros de salud donde se tratan pa~ientes diabéti-

.. cos (98). 

···:. · . 
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Tomando en cuenta lo anterior se puea·e estimar ~ue existen 

unos 500 000 enfermos de diabetes mellitus en México que requie-

ren de insulina para su supervivencia. El consumo de insulina -· 

en México es muy grande Y. además esta hormona ho es producida en 

·nuestro país teniendo que ser importada provocando un fuerte ga~ 

to no eliminable, por ahora, al país (50). Los datos de la can 

tidad de insulina importada en 1981 y 1982 aparecen en la Fig. 10. 

Otro problema importante referente al consumo de insulina -

es que toda la hormona que hay para uso clínico se obtiene por -

extracci6n y purificaci6n a partir de páncreas bovinos (24) • 

La administraci6n de insulina se estandariza en términos de 

unidades internacionales (IU). Esta unidad está basada en una -

insulina cristalina estándar de referencia que tiene una activi-

dad·de unas 24 IU/mg (88). 

La insulina bovina aunque presenta actividad hipoglucemian-

te en humanos es ligeramente diferente en su estructura química 

a la humana, teniendo dos aminoácidos distintos en la cadena A y 

uno en la B. Esta diferencia es lo suficientemente grande para 

que el sistema inrnunol6gico de los pacientes que reciben insuli-

na bovina genere con el tiempo anticuerpos que inactivan a la --

hormona. Esto hace que se requieran cada vez cantidades mayores 

de insulina para· logra.r .el mismo efecto .clínico de. antes.· . Si se 
. . 

contará con· insulina humana en cantidad· suficiente este problema 

se reduciría prácticamente a cero con las cori~eduentes ventajas 

.para el paciente y su centro de salud, pues el control de la en-

28" 
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.IMPORTACION DE INSULINA EN MEXICO. 

País 1981 1982 

(Kg B) 

- - - - .. - - - - - - - - - - -

Argentina 2 

Brasil. 2 554 11 

E.E.U.U. 

Holanda 

- . - - - - - - - - - - - - - -

TOTAL 2 556 11 

Kg B: kilogramos brutos 

$: U.S. d6lares 

-

179 

727 

1 

- -

907 

1981 

- - - - - ·- -

82 708 

666 190 

- - - - - - -

748 898 

· Fic,¡. · 10 Importaciones de insulina•. ( 51) • 

.· . ·, ~ ... 29 

19.82 

( $ ) 

- - - - - - - -

1 145 438 

229 30.7 

8 

- - - -- - - -
1 374 753 

. ·,' 
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fermedad sería mas regular y no habría un aumento paulatino en -

la caritidad de hormona necesaria. Actualmente una _forma que peE_ 

mite la prciducci6n de proteínas humanas (como insul.j.na) en gran 

cantidad es la Ingeniería Gen.ética. De aquí surge entonces el -

.interés por estos estudios para obtener insulina humana (13) 

(14) (35). 

3.2.7. Hipoglucemiantes orales. 

Se han tratado de encontrar fármacos con acci6n hipogluce-­

miante que sean activos por vía oral. Entre éstos están las sul 

fonilureas que funcionan facilitando '1a liberaci6n de insulina -

de las células beta, por lo que son efectivas s6lo en la diabe-­

.tes .tipo II (Fig. 11). 

Otros hipoglucemiantes orales son las biguanidas. su meca­

nismo de acci6n es poco conocido. No liberan insulina, pero pr~ 

vocan un efecto en diabéticos y no así en personas normales. Se 

cree que esto es por procesos compensatorios en los primeros. 

Tienen el inconveniente de provocar en algunos casos acidosis 

láctica (7) . (Fig. 12) . 
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Cl Tolbutamida 

~co·NH-cH,-CH~O,·NH·CO·N~-<::=)i 
OCH

3 Glibenclamida 

·.··: 

Fig. 11 Estructuras aé·sulfonilureas con acci6n 

hipoglucemiante oral. 

~CH -CH -~-C-NH~C~NH 
~ 2 2 " " 2 

Fig~ 12 

NH NH . 

Fenf ormin 

MeÚor111in ( · N' ,Ni -d.imetilbiguanida ). 

Estructuras :ae . biguanidas con ·acci6n · 

hipoglucemiante oral. 
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3. 3. Química y funciones· de la Hormona libei=adora de la Tiro.:.. 

tropina ( TRH ) . 

3.3.1. Control hipotálamico de la funci6n de.la hipófisis. 

La hip6fisis es un 6rgano ovoide de coloraci6n rojiza gri-. 

sácea y se encuentra localizado en el cerebro inmediatamente por 

detrás del quiasma 6ptico como una prolongaci6n. del hip6talamo: 

La adenohip6fisis (componente bucal) incluye al 16bulo anterior. 

y al 16bulo intermedi~, ambas de estructura glandular. La neuro 

hip6fisis (componente nervioso) incluye al 16bulo posterior y -

el tallo neural que une a la glándula al piso del cerebro en el 

hip6talamo. Esta glándula produce muchas hormonas que sirven p~ 

ra regular la funci6n end6crina de otras glándulas del organis-

mo (45). 

Desde 1949 se sugiri6 que la funci6n de la adenohip6fisis 

estaba modulada por factores u hormonas reguladoras producidas 

en el hip6talamo (39). Este hecho se confirmó cuando se aisla--

rón dos péptidos hipotalámicos que afectan dos hormonas diferen 

tes de la hip6fisis: la hormona estimulante del tiroides (TSH ) 

y la hormona luteinizante (LH) . Los péptidos se denominan horma 

na liberadora de tirotropina (TRH) y hormona liberadora de la -

hormona luteinizante (LHRH); ·sin embargo, ahora se sabe que ta!!!. 

· bién hay factores que inhiben la liber.aci6n de su hormona blan­

co. Algunos de estos factores se han encontrado también en o-.,­

tros lugares del sistema nervioso y por esto se han denominado 

ne~·rohormonas o neuropéptidos ·{debido a ·su naturaleza química ·) 

(46). Se han identificado a la fecha mas de veinte péptidos neu 

.:.···.··· 
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reactivos en el sistema nervioso central y periférico, aunque se 

supone que existen muchos mas (46). 

3.3.2. TRH y 'la r~gulaci6n del eje hipófisis tiroides. 

El TRH provoc~ la liberaci6n de TSH en todos los animales -

que se han estudiado hasta la fecha, sin importar la v!a de admi 

nistraci6n, edad o sexo. Después de la administraci6n de TRH los 

niveles de TSH se elevan y también lo hacen los de triyodotiron! 

na (T3) y tiroxina (T4), que son las hormonas de la tiroides. 

"En general se acepta que la retroalimentaci6n negativa para 

la liberaci6n de TSH se da a nivel de. hip6fisis por T3 y T4 (86). 

El TRH parece actuar en la membrana plasmática del tirotropo pa­

ra provocar la liberaci6n de TSH preformado. Esto es inhibido· -

por las hormonas tiroideas que se cree actdan déntro de la célu­

la para inducir la s!ntesis de ARNm, el cual dirige la síntesis 

de una proteína reguladora (no caracterizada) que inhibe la res-

puesta de estímulo dada por la uni6n de TRH a la membrana de la 

célula (10). Otro punto de apoyo para localizar el sitio de reg~ 

laci6n negativo en la hip6fisis viene de los trabajos de Montoya 

·et.al. (75), quien midi6 el ~RH inmunoreactivo en la sangre y el 

hipotálamo de animales expuestos al frío y después de administrar 

les T
3
·y T4 • Después de una hora en fr!o, los niveles de TRH en 

sangre sub!an hasta 500% sin bajar en forma paralela en el hipo­

tálamo. Al aumentar los. niveles de'T3 y T4 , él ~ivel de TSH baj~ 

pa aGri en los animales expuestos _al · f_r!o •. 

·.;• .··:. 
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-- 3.3.3. ·oi.stribucic'.in de TRH en el cerebro de rata. 

El TRH·se ha.identificado por radioinmunoanális¡s e inmuno-

citoquímica en varias .partes del cerebro. El TRH del hipotálamo 

re¡:>resenta el 31% del total medido en el cerebro (102). El 16bu­

lo anterior, el diencefalo posterior, la corteza posterior y la 

·médula espinal tienen cantidades considerables, mieritras que el 

cerebelo presenta s6lo el 2%. Dentro del hipotálamo la concentra 

ci6n mas grande está en la eminencia media. 

La filtraci6n en gel, intercambio i6nico y cromatografía en 

capa delgada, lo mismo que la degradaci6n en plasma se han usado 

para confirmar la identidad del TRH inmunoreactivo. 

En otras especies no mamíferas donde el TRH no tiene influen 

cia sobre la funci6n del tiroides, se.ha encontrado en estructu-

ras nerviosas (53). 

3.3.4. Propiedades químicas del TRH. 

El TRH fue el primer factor que se identif ic6 y cuya secuen 

.ciase conoci6: piroglu-his-proNH2 (12), (79) (Fig. 13) con base -

en la actividad biol6gica detectada en extractos hipotalámicos 

purificadas·,· capaces de liberar "in vivo" e ,;in vitro" TSH (41) 

(87). El TRH sintético es capaz de liberar TSH de la hip6fisis -

en todas las especies donde se ha probado • 
. . 

.una vez conocida .la· estructura se han sintetizado varios a­

nálogo~ para definir los requerimientos. estructurales· de la molé 

· cula. que dar( lugar a la actividad biol6gica (G3): 
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o o Q o i C-NH--r--c --N . 

Fig. 13 

H f H2 1=0 
¡==\ NH2 

N N-H 
~ 

Estructura molecular de la hormona liberadora de -. 

tirotropina (TRH) : L-2-pirrolidon-5-carboxil-L-hi~ 

tidil-L-prolinamida. 

Cambios en la posici6n del piroglutamil bajan la potencia -

del TRH. La sustituci6n en el N del piroglutamil o cambiando el 

N por átomos menos nucleofflicos como oxígeno o a·zufre da menos 

del 1 % de la actividad biol6gica del TRH (18). Las sustitucio--

nes en el resfduo de histidina muestran .. que se requiere un grupo 

aromático para la actividad biol6gica (89). En el lado de la pr~ 

lina se ha demostrado que una amida terciaria es importante para 

.l.a actividad. La. rigidez del anillo de prolina es esencial para 

la actividad (96). Al cambiar cualquier. L-aminoácido por uno D -

la: actividad .biol6gica se pierde totalment.e (57) .• 
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.. _una actividad 800% mayor que el TRII (97) .• Este resul~ado ap~ 

ya la idea de que el enlace de hidrógeno entre el imidazoi de 

la histidina y la amida de la cadena peptídica debe estar pr~ 

·sente en la conformaci6n activa de la molécula; la sustituci6n 

en 3 produce rigidez en esta parte de la molécula ~acilitando 

el enlace de hidr6geno (ja) (Fig. 14). 

Fig. 14 

piroglutamil histidil prolinamida 

Modelo de las interacciones por enlace de hidr6 

geno propuestas entre el anillo de imidazol y 

el enlace peptídico en el'TRH. Las líneas gru~ 

sas muestran los enlaces peptídicos planares. 

3.3.5. Funciones extrahipotalámicas del TRH. 

,· . La amplia distribuci6n del TRH en el sistema nervioso: cen­

tral ha.llevado a considerar que este péptido pudiera tener 

acciones direc.tas sobre la· actividad neural. y· sobre el coinport~ 

miento. 
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La administraci6n de L-DOPA + pargilina (inhibidor de la MAO) 

estimula los sistemas dopaminérgicos dando patrones de comporta 

miento característicos. Al dar TRH junto con estos fármacos la 

respuesta ·es potenciada y el efecto es independiente del estado ti 

roideo del animal ·(82). En forma similar algunas pruebas clíni-- . 

cas han dado. evidencia de que el TRH disminuye los síntoma·s .esqui­

zofrénicos (101), y tiene acciones antidepresivas . (59) (83). 

Los procesos del aprendizaje parecen mejorar después de la adminis 

traci6n de TRH reduciendo la excitabilidad en ratas (93) e incre­

mentando la claridad mental en mujeres. (101). 

A pesar de los estudios realizados el potencial antidepresivo 

del TRH no ha sido confirmado, pero aquí hay dos factores a consi­

derar: a) el TRH inyectado se metaboliza rápido con una vida me-­

dia de s6lo 4-5 minutos; b) las dosis usadas están del orden de -

0.5-1 mg/paciente (esto es, dosis que generan respuestas end6cri-­

nas) y no se han probado cantidades mayores. 

Conociendo la estructura del TRH y su vulnerabilidad. a la de­

gradaci6n enzimática se han sintetizado y evaluado varios análogos 

en la clínica (72). 

Algunos análogos que han.sido de interés (Eig. 15) presentan 

los siguientes cambios cqn respecto a la estructura primaria: 

1) Sustituci6n de un oxígeno por el nitr6geno en el anillo de piro 

glútamil (e.g. DN1417). 

2) Cambiar.el piroglutamil por anillos de 6 miembros (e.g. CG 3509· 

6 CG 37Ó3)~ 
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'3)· Adicionar grupos alquilo al anillo de la pio~ina~para disminuir 

.el acceso de enzimas .degradativas a la molécula (e.g. RX 77368)· 

4) Modificar. los anillos del piroglutámico y la prolina al mismo -

tiempo (e·.g. MK-771). 

Todos e·stos aniilogo~ han mostrado una potencia mayor comparados con 

el TRH en pr~ebas de actividad neurofarmacológica en animales. 

Estudios mas detallados con el RX 77368 indican que la protec-

ci6n de este análogo a la degradación enzimática es tan grande que 

. ésta ya no es su principal mecanismo de depuración "in vivo". Con 

el CG'3509 se han reportado resultados similares. 

El TRH al igual que los antidepresivos tricíclicos ha demos-­

trado que antagoniza la hipotermia y el comportamiento depresivo -

inducido por la reserpina. Con este tipo de pruebas y otras como: 

hipotermia en conejos, inmovilidad aprendida en ratones y elimina-

ci6n de la hipotermia con temblor en ratones, indican que los aná-

·1ogos RX 7?368, MK-771 y CG 3703 son entre 50 y 200 veces mas po--

tentes que el TRH (76). El problema de estos análogos es que, si 

bien, parecen tener un potencial antidepresivo grande, aún siguen 

presentando la acci6n end6crina .del TRH produciendo liberación de 

TSH (31). El estudio clínico de los análogos de TRH se ha centr~ 

do en sus efectos ant~depresivos pero el tripéptido se ha usado --

también en el tratamiento de esquizofrenia .. alcoholismo, síndrome 

hipercinético e hipofunci6n neuromuscular. 

Encontrar anlil?gos nuevos que ·puedan separar los efectos so-..:. 

bre glándulas y sobre.el sistema nervioso central es uno de los . ..,. 

mayores intereses dentro del estudio c'líni.co del TRI!. En el campo 

·,7. 
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neuroendqcrinol6gico se desea conocer el proceso de cambios y me 

canismos de acci6n de estos· péptidos para entender.los sistemas 

de regulaci6n metab6lica sobre las hormonas y:su interacci6n con 

el sistema nervioso. 
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Fig. 15 Algunos ~n~logos del TRH 
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3.4. Radioinmunoanális;i.s. 

·El radioinmunoanálisis, o mas propiamente dicho, análisis de 

uni6n por competencia a proteínas, ha tenido una influencia muy - · 

grande sobre la evoluci6n.del trabajo de laboratorio clínico, far 

macol6gico y sobre todo en la investigaci6n endocrinol6gica. 

Se reane en este ensayo la combinaci6n de ~adiois6topos y 

proteínas específicas con una capacidad de uni6n de alta afinidad 

(como los anticuerpos l ,, para lograr la sensibilidad y especifici-

dad necesarias para medir sustancias en concentraciones fisiol6gi 

cas del orden de microgramos, na~ogramos y picogramos (10-6 , 10-9 

y lo-12 gramos respectivamente) • 

En 1960 Berson y Yalow introdujeron la técnica del radioinmu 

noanálisis (104) para la insulina. Ellos demostraron que la adi 

ci6n de cantidades crecientes de insulina a una mezcla de una can 

tidad fija de anticuerpos y el antígeno marcado (trazador) ca.usa-

ba un decremento gradual en la cantidad de trazador que se unía -

al· anticuerpo: La relaci6n cuantitativa entre el antígeno marca-

do y. el antígeno frío (no marcado) que se une al anticuerpo es -

la base del ensayo de uni6n competitiva a proteínas (105). 

La necesidad de técnicas sensible~ ~orno el radioinmunoanáli-

sis (RIA) surgi6 porque la co'ncentraci6n de algunas sustancias C2, 

mo hormonas y vitaminas en líquidos biol6gicos están en el orden 

de 10-7 a 10-ll M. LOs ~étodos químicos clásicos de análisis co- . 

mo espectro fotometría, · fluorometría, cromatografía de líquido-gas . 

. tienen en general límites. de. serisibilidad de microg~amos. y .por '10 

tanto no resultan rttiles para medir a ciertos compuestos biol6gi-

cos. 

. ... ·· 
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'-3 ~;~. L Análisis· d.e uni6n l?ºr competencia. 

El análisis de uni6n por competencia a p·roteínas. (UCP) es el 

análisis de una sustancia (ligando), en el cual el reactivo de u­

·ni6n es una proteína con un núnlero limitado de ·sitios ·de uni6n 

por los cuales el ligando marcado y no marcado compiten. La sus--

tancia usada para seguir el ensayo de uni6n se llama trazador ( o 

marca). La marca puede ser un radiois6top6, una enzima o una sus-

tancia fluorescente (56). 

La uni6n a proteínas se define como la asociaci6n entre una 

proteína y otra sustancia (que puede ser también proteína) que r~ 

sulta de la acci6n de fuerzas de corto alcance en muchos lugares 

(o sitios) de las dos moléculas reaccionantes. Las fuerzas de u--

ni6n involucradas en las reacciones UCP son enlaces de hiar6geno,· 

fuerzas i6nicas, atracciones pola~es y fuerzas de van der Waal's 

(77) ' 

En los ensayos UCP se considera que al final de la incubaci6n 

los diferentes reactivos alcanzan el equilibrio. La ecuación de -

equilibrio es: 

' L + BP L-BP 

donde L: ligando, BP: proteína de unión específica, .L-BP: comple­

jo de uni6n. 

El radioinmunoariálisis (RIA) es un caso particular de los en 

sayos .ucP donde .fa proi=:eína de· uni6n son .;;i.ntic.uerpos y el trazador. 

es un is6topo radioactivo (56). 

Antes de describir como se establece Y f ilnciona un radioinmu 

·naanálisis conviene definir ciertos términos: Un antígeno (1\g) es 

aquella sustancia que inyectada. a un animal mamífero, estimµlurti 
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. una r.espuesta inmunol6gica. Un anticuerpo. {Ab) es una gamma glob~ 

lina que se produce como una respuesta inmune contra. una sustan--

cia extrafia {antígeno) al cuerpo y que se une específicamente a -

esa sustancia (30). Un ligando.es cualquier cosa que se une a un 

reactivo de uni6n adecuado, generalmente se refiere tanto al tra-

zador ma.rcado como al sustrato no marcado en un UCP. 

La.Figura 16 muestra el principio básico del.RIA. 

*Ag 

+ Ab 

Ag 

Libre (L) 

1 
l. 
1 

1 

-~Ag-Ab. 

~*Ag_:Ab 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

Unido (U) 

*Ag: antígeno marcado. 

Ag: antígeno no marcado {analito). 

Ab: anticuerpo. 

Fig. 16 Principio del radioinmunoanálisis. 

Si la cantidad de anticuerpo presente_ {capacidad de uni6n) es 

constante y. pequeña en relaci6n con el antígeno marcado que est~. 

constante y en exceso, entonces elantfge~~ ~ompetir.'.Í con el anti 

.geno mar'cado por los sitios de uni6n disponibles en el· anticuerpo. 

Por lo tanto la cantidad de *Ag unida ~l anticuerpo es inversamen 

te. proporcional a la cantidad de Ag presente. Cuando las mol~cu--
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las trazadoras en la mezcla de reacci6n son ~eparadas (las unidas 

al anticuerpo: *Ag-Ab y las· libres:· *Ag) y se 'mide .el trazador en 

cada fracci6n, con respecto a la otra, la relación refleja la can 

tidad de antígeno no marcado presente. 

Cuando se usan prpteínas de uni6n de alta afinidad como son 

los anticuerpos, su afinidad y su capacidad son mayores a bajas·­

temperaturas y disminuyen rápidamente a temperaturas mayores a --

. 30° c. (5) (56). 

Durante el ensayo cantidades crecientes del Ag en concen_tra­

ciones conocidas (estándares) llevan a un desplazamiento dosis-de 

pendiente del traz.ador unido hacia la fracci6n libre. La separa-­

ci6n de las fracciones libre y unida permite tener una curva es-­

tandar cuando U/L (unido sobre libre) o U% (porcentaje unido de -

la actividad del trazador) se grafican en las ordenadas contra la 

concentraci6n del antígeno no marcado en las abscisas (Fig. 17) . 

En la literatura los datos del RIA se graf ican en cualquiera 

de las tres formas siguientes, todas aceptables: 

% u 
U/L 

dosis 

A 

.· : 

log dosis 

B 

logit U 

·1og dosis 

e 
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10 20 100 .L 

~4~<tl 
~<3~<l 
~<J <J<J 
g:¡ <J <J <J 

100 e) %B= 2/8 X 100 

%B= 25 

L · '= 8 

K Anticuerpo 

gJ Complejo antígeno-
anticuerpo 

<J Antígeno no marcado .. 'Antígeno marcado 

Fig; 17 Principio básico de la curva estándar. 

Al aumentar: ·la c~ntidad de ·anÜgen'o nb marcad~ 
. '1a .cantidad. de antígeno marcado disminuye en -

· .· :·fúnci6n de l~ dosis. 
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En las gráficas A y B la ordenada puede se·r U/L, U% I U/Üo (u­

nido sobre lo máximo unido sin antígeno no ma.rcado), U/T (unido -

sobre total.), dando todas el mismo tipo de curva. 

La transformaci6n logit usada en e es muy útil para cálculos 

con computadoras (42) (80) y es: 

logit (x) ln [ 1 X X ] 

3.4.2. Propiedades de los antígenos. 

Los antígenos son sustancias generalmente de alto peso mole-

cular que al entrar en el organismo de un mamífero y ser ;reconoci 

das como"extrañas" al animal, estimularán una respuesta inmuno;l.6-

gica, esto es, la producci6n de anticuerpos. 

Los antígenos requieren para ser reconocidos por el sistema 

.inmunol6gico que tengan un tamaño muy grande. Las proteínas, poli 

sacáridos y lípidos son los antígenos por excelencia, siendo las 

proteínas los mejores. El peso molecular mínimo para que una sus­

tancia sea antigénica es de unos 3000 a 5000. 

Un hapteno es una molécula orgánica (P.M. 200 a 1000) que no 

es inmunogénica por sí misma pero que puede generar una respuesta 

inmune .cuando se une a una sustancia más gra~de. De esta forma mo 

léculas pequeñas no antigénicas como las hormonas esteroides, péE 

.tiélos y fármacos; funcionando como .haptenci~ pueden estimulat la -

formaci6n d.e anticuerpos específ.foos. contra ellas. 
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3. ·~. 3. Propiedades. de los ·anticuerpos. 

Una de las partes mas importantes y limitante en•un·RIA son 

los· anticuerpos. Es importante hacer notar que un suero. hiperinm~ 

· .·ne es un suero obtenido de un animal que ha sido expuesto al antí 

geno y que contiene varios· tipos de anticuerpos. Por otro lado un 

anticuerpo es una proteína especial con una afinidad y especifici 

dad características. un·suero usado para RIA se caracteriza por -

las propiedades de los anticuerpos que posee. 

a) Título. 

El título se refiere a la diluci6n 6ptima del anticuerpo, o 

sea, la ?ilución final usada en el ensayo, la cual garantiza que 

el anticuerpo está en concentración limitada. La titulaci6n se ha 

ce incubando varias diluciones del. suero con una cantidad constan 

te del antígeno marcado en un volumen, temperatura y tiempos fi--

jos. El título es una característica intrínseca del anticuerpo y 

es función de su afinidad por el antígeno, si bien, representa la 

concentración a l~ cual es usado. 

En general una definición de título es: aquella diluci6n del 

suero que une.un porcentaje especificado (e.g. U/T% .= 50 6 30) de 

una cantidad estandar del antígeno marcado bajo condiciones fijas 

de incubación, temperatura, volumen, tiempo y técnica de separa--

ci-6n. 

La dilución del suero que produce un desplazamiento signifi­

cativo d~l tra"zador a concentraciones dentro. del .rango cló interés 

es la mas adecuada para realizar el RIA. En ·1a práctica se ha en-

.centrado que el título adecuado de trabajo para péptidos pequeños 

está entre 30 y 40 % de unión. 
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La especificidad se refiere al grado dé poder discriminar o­

tras sustancias que no son las que se intenta medir. Los anticue!:_ 

pos son en general específicos para una pequeña parte (P.M. 400 -

800) de una proteína. Es importante recordar que un suero hiperi~ 

mune contiene una mezcla de anticuerpos los cuales.se unen al antí 

geno en diferentes proporciones. Es por esto que se debe caracte­

rizar al suero para reconocer las sustancias que puedan unirse a 

los anticuerpos sin ser el antígeno que gener6 su formaci6n, de -

forma tal que puedan ser eliminadas. Existen factores no específ! 

cos que pueden alterar el grado de uni6n al anticuerpo por un an-

tígeno particular como son: fuerza i6nica, pH, heparina, etc. ~s­

tas deben mantenerse constantes durante todo el ensayo. 

Otra forma de interferencia inespecíf ica es la que se conoce 

como·uni6n no específica (UNE). La UNE o ruido de fondo se refie-

1 re a la cantidad de antígeno marcado que en ausencia de anticuer­

•;.;; . ..::. po permanece en la fracci6n unida después de la separaci6n. Rui-­

}~f P dos de fondo altos son debidos a adsorci6n del *Ag a las paredes 
1-i:t.~.:~ . : 
.! :,'.;-:·· .. · · de los tubos y englobamiento inespecífico del *Ag a proteínas pr9_ 
'~~ ..... '..· 

···-: tectoras en la soluci6n amortiguadora del ensayo. 

e) Afinidad. 

· . La afinidad indica la· avidez que presentan lo"s anticuerpos -:-
·. , 

por su antíge_no. La afinidad observada en un suero hiper inmune es 

el resultado p"romedio de todos los sitios de uni6.n y afinidades -

particulares de cada tipo de anticuerpo presente en el suero. 
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·Para poder detectar cantidades del orden de pico.gramos se re 

quiere tener las moléculas de antígeno marcadas con un átomo radio 

activo que emita radiaciones de alta energía (74). Aunq~e se 

usado mol~culas marcadas con 3e y 14c, se ha generalizado el 

han 

uso 

de átomos que emiten radiaci6n gamma como el yodo-125 para marcar 

los antígenos que se usan en el RIA. 

Los radiois6topos como 125 r y 131r tienen vidas medias rela 

tivamente cortas (60 y 8.1 días respectivamente), cosa que no su­

cede con el 3e (12.3 años) y con el 14c (5730 años). Estos átomos 

se han convertido en los is6topos de elecci6n porque su emisi6n -

gamma de relativa alta energía (22-41 keV para I-125) permite la 

preparaci6n de ligandos marcados con alta actividad específica y 

tienen menos error de conteo que los radiois6topos de emisi6n be-

ta (95). La radiaci6n gamma puede ser medida directamente, mien--

tras que las radiaciones beta que son de menor energía requieren 

poner la muestra en una soluci6n de centelleo para poder ser de--

tectadas, introduciendose así, mayor var~aci6n y error en la medi 

ci6n (65). 

La ventaja del uso del yodo radioactivo se puede ver con el 

cálculo simple de que un átomo de 131 r sustituido en una molécula 

de insulina produce 200 ve9es mas desintegraciones radioactivas -

por unidad de tiempo que las que producirían los 263 átomos ~e ..,. 

carbono del~ molécula si fueran 14c (44). El yodo-125 es el ra-­

diois6topo mas usado para marcar antígenos ·usados en RIA debido a. 

que tiene una vida media mas larga que el I-131 y es recibido con 

1*9 . 
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.una abundancia isot6pica mayor .. La mayoría de.los contadores cuen 

tan el I-125 con mayor eficiencia que el I-131. 

El yodo· se· une mediante age.ntes oxidantes a los resíduos ·aro 

máticos de tirosina e histidin~, marcando a las proteínas que con 

tienen estos aminoácidos (47). También se une al grupo NH 2 de las 

proteínas a través de reactivos de acoplamiento. Algunas molécu--

las no proteínicas pueden incorporar yodo directamente sin compl.:!:_ 

cadas manipulaciones químicas. Una desventaja de unir directamen-

· te el yodo a proteínas es que este átomo (muy grande) puede cam--

biar la conformaci6n de la molécula y hacer que se pierda inmuno-

reactividad con el anticuerpo (32). 

3.4.S. Métodos de yodaci6n. 

a) Método de cloramina T. 

Para unir el yodo-125 a las proteínas.el método mas empleado 

es el que ~sa cloramina T (N-cloro~p.toluensulfonamida de sodio), 

como agente oxidante (48) (71). 

Cloramina T 

La .cloramina T actua como oxidante en medio acuoso al libe-­

rar ácido hipocloroso el cual puede oxidar· al yodo. El mecanismo 

de la. reacci6n no se ha descrito 'completamente pero se: cree inteE. 
. + .··· . . ·. 

viene yodo cati6nico (I ) que se forma. en presencia de clOramina 

T (47). Un átomo de hidr6geno en el anillo aromático.de la tirosi 
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na es cambiado a través de una·rcacci6n de sustituci6n electrofí-

lica aromática por un átomo de yodo (Fig. 18). Con esta reacci6n 

se logra la.yodaci6n de proteínas eri condiciones suaves (pH 6pti­

mo de 7. 5) · ':! en medio acuoso (29) . Se u ti.liza un reductor fuerte 

para detener la reacci6n y regresar el yodo a su estado de oxida­

ci6n negativq. Generalmente se emplea metabisulfito de sodio. para 

terminar la reacci6n. 

Se requieren cantidades muy pequeñas de cloramina T y en 

· tiempos muy cortos (generalmente menos de un minuto) se completa· 

la reacci6n. La separaci6n de la proteína marcada del resto de --

los reactivos en la reacci6n se logra.fácilmente por una cromato­

grafía de exclusi6n molecular en Sephadex. 

Cloramina T ~ ~ + 1251+ 

OH 
® 

OH 

+ 

1 
Á+_ 
~ + 

OH 125I 

. F_ig. 18 ·· Mecanismo de la yodaci6n con el método de 

cloramiria T. 
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b) Método de lactoperoxidasa (76). 
. . 

Este método es similar.al de cloramina T, pero· tiene la ven-

taja de usar a ·la enzim<' peroxidasa y agua oxigenada. como agente 

. oxidante para llevar al yodo a un estado de oxidaci6n positivo. Se 

considera que el daño causado a la prote!na por estar en presencia 

de un oxidante es mucho menor en este caso que en el de la clo"ra-

mina T (49). 

e) Método de Iodogen.· 

Este reactivo: l,3,4,6-tetracloro-3a,6a-difenilglicoluril, 

fue introducido con el nombre comercial de Iodogen en 1978 (28). 

Estructura del 

Iodo gen 

Con este reactivo la reacci6n de yodación nuevamente involu-

era· una sustitución electrof!lica arom~tica del yodo sobre los r~ 

siduos de tirosina de las prote!nas; sin embargo, ofrece dos ven-

. tajas sobre la cloramina T y la lactoperoxidasa: 1) parece dañar 

nienos a los enlaces pept.ídicos y 2) no requiere ·ae otra .sustancia 

.· para terminar la reacción," 

· d) Método de Bolton - Hunter. 

Se ha mencionado que el yodo por su gran tamaño y posibilidad 

.... · . 
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de unirse a his~idina o tirosina puede alterar la estereoqu!mica 

y con esto las propiedades inmunol6gicas de la prote.ína. Tratando 

de solucionar estos problemas Bolton y Hunter introdujeron la yo­

daci6n directa de proteínas ( 1.7) , marcando las en un sitio diferen 

te a los aminoácidos aromáticos, cambiando así la posibilidad de 

alterar el sitio antigénico (parte reconocida por los anticuerpos) 

de.la molécula. 

El reactivo de Bolton - Hunter es el ester del ácido N-succi 

nimidil-3-(4-hidroxifenil)propi6nico, que se hace reaccionar con 

yodo-125 y cloramina T para dar el ester del ácido N-succinimidil-

3- (4-hidroxi, S- [125rJ yodofenil)propi6nico. Dicho reactivo trans­

fiere el grupo p.hidroxifenilpropionilo a los grupos E - amino de 

lisinas o NH2 terminal de las proteínas, (Fig. 19). 

~ o 
CH . 0 1 2 
CH -c-o-N 

2 11 
o 

. o 

Proteína 
marcada 

Yodaci6n con 

Cloramina T 

Reacci6n de 

Conjugaci6n 

lo/"' 
~:2-c-o-NOº 2 .. . . 

o ó 
ester yodado 

+ 

R 
1 
C=O 
1 
NH 

. 1 
2HN-(CH2)4fH 

C=O 
1 
NH 
1 
R 

Grupo 

-NH
2 

en 

proteína 

Fig. 19 Esquema de la reacci6n de y odaci6n con el 

reactivo de Bolton - Hunter. 

53 ·.''.. 



--.-~ ~ ~.~ ... 
.,. ·. \·: 

·~·. . . ~ . 
·· ... · ..:·· 

. ·· .. '¡. ····· .. 
. •'. 

. -,¡' ·' 

3. ;i. 6. Métodos de .separaci6n. 

En los sistemas de radioinmunoanálisis únicament~ se mide el 

antígeno marcado. Es por esto necesario separar la fracci6n de és 

.te unida al anticuerpo de la fracci6n libre. Esta separaci6n se -

·puede lograr por métodos fisicoqufmicos (para casos con antígenos 

monovalentes donde no hay precipitaci6n del complejo Ag-Ab) o in­

inunol6gicos (29) (44) (55). 

Conviene el uso de métodos fáciles, rápidos y que permitan -

analizar un gran número de muestras con relativo poco trabajo. Los 

primeros radioinmunoanálisis separaban al antígeno libre del unido 

a anticuerpos aprovechando las diferencias en peso molecular y 

carga.de éstos usando electroforesis en diversos soportes¡ e inter 

cambio i6nico, pero por poco prácticos estos métodos ya no se uti 

lizan. 

a) Adsorci6n con carb6n y dextran. 

Una mezcla de carb6n activado y dextran se utiliza para ad--

sorber al antígeno marcado libre y dejar.en soluci6n al complejo 

antígeno~anticuerpo. Después de agitar los tubos de reacci6n con 

esta mezcla, se centrifugan. En el carb6n precipitado se encuen--

tra la fracci6n libre y en el sobrenadante la fracci6n unida,- pu-

diéndose separar fácilmente al eliminar el sobrenadante. Este mé­

todo de separa·ci6n es mas· útil con. los sistemas .que ·miden sus,tan­

cias de bajo ·peso molecular como son hormonas, esteroides·, algu--

nos· fármacos y ciertos péptidos. 
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Precipitación: c.on NaCl Y. etanol. 

.A una solución que tenga di'suel to cloruro de sodfo O .15 M se 

le añade ·etanol absoluto frío para lograr una concentración ·final 

del 80%. En estas condiciones la dismi·nución de la. constante die- · 

léctrica del medio, así co~o la mayor solubilidad de la sal en a-

gua, hace que las proteínas de alto peso molecular (como son los 

complejos antígeno-anticuerpo) precipiten. Al centrifugar se obtie 

ne un precipitado que contiene la fracción unida, quedando la li-

bre en solución. Se utiliza comunmente una alta concentración en 

el medio de una proteína que precipite como acarreador, por ejem-

plo albúmina sérica bovina. 

Este método es muy popular porque es rápido, cómodo y barato. 

Sin embargo, al provocar precipitaciones inespecíficas puede arra~ 

trar algo de antígeno libre al precipitado dando lugar a valores 

altos de unión no específica .. 

c) Pansorbin. 

Pansorbin es.el nombre comercial de una suspensión al 10% de 

células de Staphylococcus aureus muertas. Esta bacteria tiene un 

componente de superficie conocido como proteína A. Es una proteí­

na básica pequeña (P.M. 13000) que tiene la,propiedad de reaccio­

nar con el fragmento Fe de las moléculas IgG de la mayoría ·de los 

mamíferos (23) (62) (99). Al adicionar Pansorbin a los tubos:de reac 

ci6n la proteína A une a los anticuerpos. El Pansorbin se puede -

separar por centrifugación, en la cual las células arrastran en -

su superficie al complejo antígeno-anticuerpo; dejando en solución 

al antígeno libre. Se elimina el sobrenadante y se cuenta la ra--· 

. ·.~ .. 
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dioactividad preciP.itada (unidá). Este m~todo es muy cómodo y rá-

"pido además de ser mas limpio pues precipita s6lo a las inmunogl9. 

buUnas IgG. 

'd) Precipitaci6n con un segundo anticuerpo. 

Este es el método mas sensible y específico de todos para P9. 

der separar las fracciones unida y libre del antígeno marcado ya 

que tiene menos posibilidad de arrastrar inespecíficamente al an-

tígeno libre. A la mezcla de reacción en equilibrio se le añade -

un segundo suero que contiene anticuerpos contra las inmunoglobu-

linas usadas en la primera parte. Se incuba y se forma entonces -

un complejo de muy alto peso molecular: antígeno marcado-anticuer 

pe-segundo anticuerpo. Este complejo puede precipitar fácilmente,· 

con una simple centrifugaci6n, ya .que es poco soluble (Fig. 20). 

El sistema da valores de uni6n no específica muy bajos y va-

lores de uni6n muy reproducibles con poca disperci6n entre los re 

plicados. 

Para lograr una reacci6n de precipitaci6n eficiente entre Ag 

y Ab se requiere que ambos esten en proporciones equivalentes. Si 

hay exceso de uno u otro la precipitaci6n es escasa o puede llegar 

a no aparecer (Fig. 21) (5). Es por esto necesario titular el se-

gundo anticuerpo, para encontrar la diluci6n 6ptima que se usará 

en el paso.de separaci6n en un RIA en particul:ar. 

La precipitaci6n con un segundo anticuerpo tiene la desv~nta 

de requerir nnichc:i mas tiempo para tener los resultados pues invo-

.lucra una segunda incubaci6n. 
.-

-'.:. 
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0 An_trgeno frío ( Ag) 

Anticuerpo contra el antígeno • 
Anticuerpo(de otra especie animal) contr~· el anticuerpofr 

Fig. 20 · Precipitaéi6n .con un segundo anticuerpo para sepa~ 
rar las fracciones libre y u~ida •. 
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Fig. 21 Curva qe precipitaci6n. Se ven los efectos 

de prozona y poszona (me.nor cantidad de 

precipitado en caso de un exceso de anti-­

·CUerpo o antígeno, respectivamente) . 
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3 •. 5. Crol)latografía de afinidad~ 

3.5.1~ Principio de la cromatografía de afinidad. 

La cromatografía de afinidad usa la propiedad única de la es· 

pecificidad biol6gica que existe en la interacci6n de una macromo 

lécula y su ligando (molécula que interactua especHica y rever~! 

blemente con una proteína). Así por ejemplo, las enzimas se unen 

a sustratos particulares, las hormonas forman complejos con pro-

teínas de uni6n específicas y receptores, los anticuerpos se com-

binan con sus antígenos complementarios y las lectinas de plantas 

se unen específicamente a ciertos· antígenos de superficie de eri-

trocitos y leucocitos (5). 

En la práctica de la cromatografía de af in"idad un ligando (o 

proteína se une covalentemente a un soporte insoluble y éste se -

empaca en una columna. Si se aplica una mezcla de proteínas a la 

columna, s6lo aquella proteína que presente una afini.da.d conside-

raJ:?le por el l~gartdo será retenida en la columna, las otras pasa­

rán sin ser detenidas. La proteína adsorbida específicamente pue-

"?~~· , de ser eluida posteriormente alterando las propiedades del disol-

~ ·vente para que se favorezca la disociaci6n de la proteína y su li 
:~~~:;;. 
,..,: . gando (Fig. 22) (66). 

En principio la cromatografía de afinidad se puede aplicar a 

cualquier par de moléculas biol6gl.cas que interactuan e~pecí.fica 

y reversiblemente. 

. .. •: 
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. Fig. 22 Principió de la. cromatografía de afinidad. 
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El soporte s6lido o matriz que se· usa en cromatdgraf ía de a­

finidad para unir el ligando es generalmente un ge°!, esto es, una 

·· estructura tridimensional en forma de red formado por un polímero 

entrecruzado. El espacio entre la estructura se ll~na con líquido 

y éste determina las propiedades mecánicas del gel. Existen muchos 

polímeros pero para este tipo de cromatografía se requiere que 

tengan características particulares, las cuales limitan el número 

de posibilidades. La matriz ideal debe cumplir con estas propied~ 

des: 

1) El soporte (polímero) insoluble debe formar una red porosa con 

espacios no muy cerrados que permita el paso libre de macromo-

11'.lculas. 

2) Las partículas del gel deben ser uniformes, esféricas y rígidas. 

3) El gel debe de ser químicamente inerte, para evitar interaccio 

nes y uniones no espec~ficas al gel. 

4) El gel debe ser física y qu.ímicamente estable. 

5) La matriz debe ser capaz de funcionalizaci6n. 

· 3.5.2.1. Celulosa. 

La. celulosa es un polímero que se ha usado mucho en otro ti­

po de cromatografía, pero debido a ·su nat1,lraleza fibrosa y no uni 

forme impide ·la entrada libre a macromol~culas. 

61'· 
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3. 5. 2. 2. . Dextranas. 

Las dextranas son polímeros de glucosa con enlace c¡-1,6 

producidos por Leuconostoc mesenteroides en un medio que contenga 

sacarosa. ·El sephadex es un producto comercial preparado por entre 

cruzamiento de dextran con epiclorhidrina. El gran número de gru-

pos oxhidrilo en el polímero hacen una matriz muy hidrofílica que 

se hincha con agua. Este gel es químicamente muy estable pero pr~ 

senta un grado de porosidad muy bajo. De los 8 tipos de sephadex 

gue existen s6lo el G-200 tiene posibilidades para ser usado en-· 

cromatografía de afinidad. 

3.5.2.3. Agarosa. 

El agar se obtiene de varias especies de plantas marínas y 

consiste de dos grupos de polisacáridos agaropectina y agarosa. -

Estos polisacáridos pueden separarse por diferentes métodos. La -

agarosa es un polisacárido lineal que alterna residuos de S-D-ga­

lactopiranosa unidos 1~3 y 3,6-anhidro-a-L-galactopiranosa unidos 

1,4 (2). A diferencia de las dextranas la matriz de la agarosa se 

cree se mantiene unida por enlaces de hidr6geno y no enlaces cova 

lentes. 

La falta de entrecruzamientos covalentes hace a.la agarosa -

relativamente lábil frente a ciertas condiciones. como son altas 

concentraciones de.sal, µrea, ácidos. o bases fuertes. A pesar de 

~stas limitaciones de estabilidad la agsrosa presenta much~s de -

las propiedades de la matriz ideal~ Su estructura su~lta p~rmite 

el paso libre de macromoléculas y junto con la ausencia casi com-
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pleta de grupos.ca~gados reduce mucho lá posibilidad de adsorci6n 

y.desnaturaliiaci6n de moléculas bioquímicas delicad~s. 

Comercialmente existe un polímero de agarosa entrecruzada lla 

mado Sepharosa que presenta las mismas propiedades cromatográfi--

cas de la agarosa, pero con una mayor resistencia térmica y quím! 

·ca. 

3.5. 3. Activaci6n del gel. 

Los soportes hidrofílicos de polisacáridos han sido usados -

ampliamente como geles cromatográficos para la resoluci6n y puri­

ficaci6n de compuestos biol6gicos delicados. Es.importante que el 

proceso de activaci6n de la matriz sea lo suficientemente suave -

para no dañar su estructura. En términos químicos las matrices --

son activadas introduciendo grupos electrofílicos en el gel para 

hacerlos mas reactivos frente a grupos nucleof ílicos presentes en 

la molécula def ligando. 

El método mas general y mayormente usado es la activaci6n 

con haluros de cian6geno, seguido del acoplamiento de aminas pri-

marias o aromáticas al gel activado. La activaci6n de polisacári­

dos con bromuro de cian6geno (BrCN) a pH' alca·lino ·s~ introdujo en 

1967 por Axén et.al. (3). El proceso químico exacto no se conoce 

bien, pero el probable curso de intermediario~ hasta dar el imido 

carbonato .reactivo se ve.en la Figura 23. 
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3". 5 ~ 4 ~ Acoplamiento d.e la pro.tefna. 

ta reacci6n de acoplamiento se. lleva a cabo en· medio acuoso 

a. un pH de 8.5 a 9.·5 (22) poniendo el gel en presencia de la pro­

. teína (pKa a-NH2 z..s>. La reacci6n se deja continuar a 4 o e por -

unas 12 horas, aunque se ha visto que la reacci6n casi está com--

pleta en 2 - 3 horas. La cantidad de ligando unida por gramo de -

gel activado es· una funci6n de la cantidad añadida en el paso del 

acoplamiento. A pesar del tiempo'largo de este paso no todos los 

grupos reactivos del gel se· unen a la proteína, por' eso es recome!!_ 

dable incubar un poco mas de tiempo (unas 4 horas) en presencia -

de un exceso de una amina pequeña como: D-glucosamina, etanolami-

na o glicina (66). 

·como regla general los geles con un ligando unido pueden ser 

reusados muchas veces sin apreciable pérdida de su capacidad de -

.uni6n. Sin embargo, se ha detectado que existe un desprendimiento . . 
constante del ligando del gel activado con BrCN al paso del tiem-

po, lo cual hace que poco a poco el gel pierda su capacidad de u-

ni6n (94). 

3.5.5. Condiciones de uso de· una column·a de cromatografía de 

afinidad. 

a). Columna. 

· La columna se prepara generalmente con muy poco gel O ;'5 a 1 . 

ml., para (;!Vitar los efectos de interacci6n · inespecífica entre el 

gel y la muestra. 

·( 



b) La solución runortiguadora . 

. ·. Para corr~r· la cromatografia se usa una .. solución amortiguado-

ra que tenga el pH.óptimo, fuerza iónica, temperatura y composi-~ 

'ción químic~ (ione~, otros factotes, etc.) necesarios para lograr 

una interacción fuerte entre la proteina unida al gel y el ligan­

do solubilizado en la muestra que se pasa por la.columna. 

c) Volumen de muestra, flujo y tiempo de equilibrio. 

"Generalmente el volumen de la muestra aplicada a una columna 

no es importante si la sustancia de interés tiene una alta afini-

dad por el ligando inmovilizado. Las sustancias que se urien débil 

mente deben ser aplicadas en un volumen pequeño para evitar su co 

eluci6n con las otras sustancias no reactivas eri el volumen vacio. 

El equilibrio de adsorción entre el ligando inmovilizado y -

· la sustan~ia que se va a purificar generalmente se alcanza lenta-

mente. La muestra debe por lo tanto ser aplicada a la columna al 

menor flujo posible desde un punto de vista práctico. A veces es 

mejor usar condiciones de bache (suspensión) para permitir mayor 

·tiempo de interacción entre e_l gel y la muestra. Se ha observado 

que es mejor un periodo de incubación mas largo antes de la elu-­

ción de ta columna en todos los casos que .el· simple paso de la 

müestra·por la columna aún al menor flujo posible. Esto es, tanto 

la eficiencia de- la. col_urnna como la fuerza de· la interacción au-- ·. 

mentan con. el tiempo .16 7) • 
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Se ha observado que el' grado adsorci6n a·un gel de afinidad 

disminuye .al aumentar la temperatura. Es por lo tanto conveniente · 

. para poder tener purificaciones reproducibles por cromatografía .-

de afinidad trabajar siempre a la misma baja temperatura. Se ha -

escogido 4° C por ser la temperatura mas usada en un cuarto frío 

normal. El cambio de temperaturas puede ayudar a favorecer la u--

ni6n o la disociaci6n ?ª las moléculas que interactuan para lograr 

·una eluci6n selectiva. Por ejemplo: unir una proteína al gel a 4°. 

y después a temperatura ambiente lograr su eluci6n en condiciones 

muy suaves. 

3.5.6. Capacidad de un gel. 

La capacidad de un gel usado en cromatografía de afinidad es 

la cantidad máxima de sustancia que se puede unir selectivamente 

en un volumen dado de gel, bajo las condiciones 6ptiroas de croma~ 

tografía. La forma mas usada para medir la capacidad es poner una 

cantidad grande del ligando (Co) en contacto con el gel, dejar.i~ 
H 
~ cubar y medir la cantidad del ligando no unido (C). La diferencia 

es la cantidad unida al gel, que dividida entre la cantidad de gel 

(m) nos da la capacidad (q). 

e;¡ = (Co C) 

.m 
.. '. 

! • 

..·:· 
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· -- 3 ~5. 7 .. Eluci6n ·de las sustancias unidas específicamente .. 

·nesr,>i.lés de que la muestra ji.a pasado por la columna, ésta se 

lava varias veces con la soluci6n de equilibrio para quitar todas 

las sustancias que no se unen al gel. Posteriormente se debe eluir 

la sustancia adsorbida haciendo que se separe desµ ligando espe-· 

cífico. Esto se logra cambiando la composici6n, el pH, la fuerza 

·i6nica o la temperatura de la soluci6n amortiguadora usada en la 

columna. 

En el caso particular de los complejos antígeno-anticuerpo -

una disminuci6n de pH de 7.5 a 3 es'comunmente suficiente para di 

saciar la uni6n sin dañar a ninguna de las dos moléculas.· Una so-

luci~n amortiguadora de glicina - HCl (pH = 2.5) es muy usada, lo 

mismo que el ácido acético 0.1 M. 

Otros sistemas requieren métodos mas drásticos de eluci6n, -

por ejemplo, la avidina de la clara de huevo se separa de agarosa­

biocitina con una combinación de clorhidrato de guanidinio ~ M y 

~ pH = 1.5 • En tales casos es muy importante regresar a la columna 

! ' 

a un estado donde la proteína tome su es~ado nativo lo mas pronto 

posible para evitar un daño irreversible a las propiedades de la 

columna. 

La eluci6n cambiando la fuerza i6nica se logra generalmente 

añadiendo NaCl O. 5 M 6 1 M a la soiuci6n amortiguadora ini.cial. -

Este método. es simple pero se .prefiere ~v.Úar pues después. hay .;._ 

que eliminar la sal de la muestra eluida y a veces esto no es fá.:. 

cil. Existen sales volátiles qomo .el NH 411co3 .que se pueden elimi­

nar con cierta fácilidad pero en general son muy caras y por esto 

¡_ se limita su uso. 

68. 
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4. METODOLOGIA. 

4 .1. Desarrollo de Un radioinmunoanálif!is para insulina. 

4.1.1. Obtenci6n de anticuerpos. 

Para encontrar un anticuerpo adecuado para la realizaci6n -

de un radioinmunoanálisis de insulina, se ensayaron 3 sueros ·c9-

merciales contra insulina porcina y posteriormente un suero obte 

nido en el laboratorio (denominado SS). 

Los sueron comerciales son: 

.i) Suero anti-insulina porcina (SA) obte~ido en cuyo de Resarch 

Laboratories. 

ii) Suero anti-insulina porcina (SB) obtenido en cabra de Re 

search Laboratories. 

iii) Suero anti-insulina porcina (SC) obtenido en cuyo de Cal--

biochem. 

a) Obtenci6n del anticuerpo. 

Se us6 un esquema de inmuniz~ci6n empleado en.el Centro -

Médico Nacional (IMSS), modificado ligeramente (81) (106). 

Cinco cuyos se inyectaron cada vez con 150 µg de insulina por-

cina cristalinh (Sigma) en 250 µl de ácido acético 0.1 N mezcla 

da con 250 µl de adyuvante d·e Freund completo para la primera -

· inocuiaci6n e incompleto para las sigciientes. Las inyecciones 

. se hicü~ron intradérmicas repartiendo el volúmen en varios lug~ 

.res sobre el lomo del ·animal. Ocho días· después de cada inyec­

ci6n, a partir de la tercera,· ~e sangraron los animales par~·...:~: 
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tener 1 ml de sue~o y probar en éste la presencia de anticuer--
. . 

por. Para evitar un choque hipoglucémico· en los an~males inmu-

nizados·, se adicion6 sacarosa al 5% en el agua de bebida. 

4. l. 2. Preparaci6n de insulina porcina-yodo-125. 

a) Método de cloramina T: 
La insulina porcina se marc6 con el radiois6topo 1251, 

usando el.método de cloramina T (40). Se inici6 probando marcar 

la insulina (5 µg) con 1 mci de yodo-125 a un pH = 5. Se proba-

ron diferentes tiempos de reacci6n: 15, 20, 30 segundos. Para 

detener la reacci6n se us6 siempre metabisulfito de sodio en 

exceso. La separaci6n de la hormona mar'cada, del yodo-1°25 no in 

corporado a la proteína y los otros productos de reacci6n se lle 

v6 a cabo por cromatografía de exclusi6n molecular a través de -

Sephadex G-25, o Sephadex G-10. 

Debido a los resultado's obtenidos (ver secci6n 5.1.2) se m~ 

dific6 ligeramente la técnica sugerida por Cuatrecasas (21). Se 

mezclan insulina porcina 5 µg en 50 µl de soluci6n amortiguadora 

de fosfatos 0.25 M pH = 7.5 con 1 mCi &e Na125 r disuelto en 

10 µl de NaOH 0.1 N. Se añaden 20. µl de cloramina T (100 µg) y 

se agita por 20 segundos al final de los cuales se añaden 20 µl 

de metabisulfito de sodio (200 µg). La mezcla de reacci6n se -

. aplica ·a una col.umna de Sephadex G-10 (aprox. 12 ml), previamen­

te equÚibrada con la ·solución de~luci6n (fosfatÓs 0.05 M ·a.::.. 

pH 7.5 con.albúmina sérica bovina (BSA) grado RIA 0.2%). 

La mezcla se eluye de la columna en fracciones de 0.4 ml. 

.?0: '.':·'.· 
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Inme<;Iiatamente después de la eluci6n se prueba la inmunorreac 

tividad de las fraccioneq correspondientes a los picos de radioac-

· tividad. Para esto, se preparan: 3 tubos con radioactividad total, 

3 tubos de unión no específica (UNE) y 3 tubos que representan el -

porcentaje de uni6n del antígeno con el anticuerpo denominados Uo. 

Los totales llevan 50 µl de insulina-125 r a raz6n de 25 000 cpm -· 

por tubo; los UNE llevan 150 µl de la soluci6n amortiguadora del -

ensayo (fosfatos 0.05 M pH = 7.5, NaCl 0.15 M y BSA 0.2%) con la -

misma cantidad de insulina-125 r que los totales; y por último, los 

Uo llevan 50 µl de la soluci6n amortiguadora, 50 µf je insulina­

yodo-125 y 100 µl de anticuerpo (suero SB) contra insulina a una -

diluci6n final de 1/5 000. 

Se preparan 9 tubos para cada fracci6n de la columna. Todos -

• 1 los tubos se agitan en V6rte:x: y se incuban a 4 ° C durante 24 ho 
'1 ..... 

!·• 
1: ... 

ras. Al final de este tiempo se añade 1 ml de etanol absoluto 

frío a cada tubo, se agitan en V6rtex y se centrifugan por 30 min~ 

tos a 3 000 rpm en una centríguga Beckman 36 B, para sedimentar --

las proteínas precipitadas. En seguida se aspira el sobrenadante 

y se mide la radioactividad del precipitado en un contador gamma. 

tas fracc~ones se separan en alícuotas y se ~uardan en co~gelaci6n 

a 4° e~ 

·· .. · 
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·- ~) Métddo de BO 1 ton - · Hun:ter. 

Se marc6 insulina usando el reactivo de Bolton,'- Hunter 

(Amersham International Limited) (8) (17). 

El reactivo disuelto en benceno (1 mCi/ml.) se. coloca en un -· 

tubo eppendorf de 1.5 ml.y se evapora el disoivente con una co -

rriente suave de nitr6geno, dentro de una campana de extracci6n. 

Ya seco se guarda a~º· C hasta su uso. 

Para marcar la proteína se añade al tubo con el reactivo la 

insulina 5 µg disuelta en 10 µl de soluci6n amortiguadora de bo­

ratos 0.1 M pH = 8.5. El tubo se agita durante 15 minutos en 

hielo y después se añaden 0.5 ml de glicina 0.2 M en la misma so 

luci6n amortiguadora y se deja 5 minutos mas en hielo. La mezcla 

de reacción se aplica a una columna de Sephadex G-25 equilibrada 

con soluci6n de fosfatos 0.05 M pH = 7.5, BSA 0.2%. Se eluye co-

lectando fracciones de 0.4 ml (ver secci6n 5.1.2. b). Posterior-

mente se mide la inmunorreactividad en forma similar a la yoda --

ci6n con cloramina T. 

c) Método de lac.toperoxidasa. 

Se intent6 marcar insulina usando el método de lactoperoxi--

· dasa (33) (76). 

La insulina porcina, 5 µg se disuelve en 5 µl de soluci6n s~ 

~ina isotónica. 5 µg de iactoperoxidasa se disuelven en 100 µl -

de solución amortiguadora de·. fosfatos q. 05 f1 pH = 7. 5 • .se níez 

clan la enzima y la insulina junto con 1 mCi. de.yodo-125 en un 

.tubo eppendorf pequeño. Se añade a la mezcla 100 µl de una diso-

72· . 
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luci6n de H2o2 (1 .. 2 µg_), preparada poniéndo 0 i µl de H2o2 al 30% 

en 25 ml de 11 20. Se agita la mezcla por 5 minutoi,; en V6rtex y-. 

después durante 25 minutos en un agitador rotatorio. Transcurrí 

do.este tiempo se· añaden 2 ml de cisteína 2 mM y se agita viga~~ 

· s'amente 5 minutos mas. 

La mezcla de reacci6n se aplica a una columna de Sephadex- -

G-25 equilibrada con soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.05 M, 

pH = 7.5 con ESA 0.2%. 

Se prob6 también marcar insulina, aumentando la concentra-

·ci6n de H2o2 hasta 500 µg y la concentraoi6n de lactoperoxidasa 

hasta 30 µg. Las demás condiciones permanecieron constantes --

(ver secci6n 5.1.2. c). 

d) Método de Iodogen. 

El reactivo se disuelve en cloroformo en concentraci6n de 

20 µg/ml. Se adiciona el volúmen necesario de esta disoluci6n a 

tubos de vidrio de 13 x 100 mm, para tener 1 nmol 6 2 nmol de -

Iodogen por tubo. El disolvente ·se evapora con una corriente de 

nitr6geno y los tubos secos recubiertos con el reactivo se guar-

dan al abrigo de la luz en un desecador a -18° C (9). 

Para marcar la insulina se disuelven 7 µg _de proteína en --

100 µl de soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.5 M pH = 7.5. Se 

·a· . 2 e· d .N 125 d' 1 20 1 d No o 1 N t a icJ.onan m i e a I isue .tos en µ . e a 11 . y o 

~6 juritd se transfiere a ün ~~bci ·Con 1 nmol de Iodogcn. La mez 

·cla se deja reaccionar por tres minutos, al final de los cuales 

se retira la mezcla del tubo y se aplica a u_na columna de Scph~ 

· dex G-10, equilibrada con soluci6n amortiguadora de fosfatos 

..... 
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b.05 M pH 7. 5 con BSA grado· RIA O. 2% (Fig. 26, Resul.tados). Se 

p·rueba la inmunorreactividad de los picos radioactivos igual que 

en la yodaci6n con el método de cloramina T. 

4, l. 3. Curvas de .ti tulaci6n. 

a) Suei;os híperinmunes anti-insulina porcina. 

Las curvas de titulaci6n se hacen con el fin de determinar -

la diluci6n adecuada del suero para la realizaci6n del radioinmu-

noanálisis. El sistema de ensayo utilizado consiste de 50 µl de 

ins~lina- 125 1, 50 µl de soluci6n amortiguadora de fosfatos O.OS M 

pH = 7.5, NaCl 0.15 M con BSA 0.2% y de 100 µl del suerQ en dilu-

cienes crecientes de 1/50 hasta 1/16 000, en los tubos Uo: .ade-

más se preparan los tubos totales y los tubos UNE como se descri-

bi6 antes. Todas las diluciones se preparan por triplicado. Los 

tubos se incuban a 4° C durante 24 y 48 horas. Las fracciones de 

radioactividad (insulina-1~125) unida a los anticuerpos del suero 

y libre se separan por precipitaci6n con etanol y con Pansorbin. 

Se centrifugan los tubos a 1 800 g durante 30 minutos y el sobre-

nadante se elimina por aspiraci6n (Figs. 27, 28, 29, Resultados). 

b) Segundo anticuerpo. 

El segundo anticuerpo es un suero anti~globulinas de cuyo o~ 

tenido ·en ·cabra .. (Research Laboratoriés) .. Se titula incubando in­

:51.ili.na-1251 ~on· suero SA en diluc:Í.6n 1/400, e insulina fría: 100 · 

·y 500 pg por tubo, durante 24 horas. se.precipita la fracci6n :...:. 

unida con diferentes diluciones del segundo anticuerpo (100 ~l), 

Íncubando 6ste junto con sue+o normal de cuyo (100 µl) por 24 ho-
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ras mas. Centrifugando se separa el precipitado {fracci6n unida) 

del sobrenadante · (fracci6n libre) (Fig. 30, ResultéJ.dos). 

4.1.4. Curva~ estándares. 

Se realizaron curvas es.tándares a la diluci6n 6ptima encon­

trada (30% U/T), para determinar la sensibilidad de cada uno .. To 

mamos la sensibilidad de acuerdo con Ekins (27) como la menor 

cantidad detectable (10% de diferencia de Uo). 

Se incubaron 50 µl de insulina-125 r con 100 µl del suero al 

título predeterminado y con 50 µl de insulina fría en concentra­

ciones desde 10 hasta 5 000 pg por tubo. Se prepararon .también 

tubos totales y UNE, todos por triplicado. La separaci6n de las 

.fracciones libre y unida de la radioactividad se hace con etanol 

frío al 80% final; Pansorbin; y en el caso de los sueros obteni-

dos en cuyos, se usa una precipitaci6n con un segundo anticuerpo 

(ver sección 5.1.4.). 

4.1.5. Especificidad de los anticuerpos. 

Debido a las muestras que se analizarán por medio del radiQ 

inmunoanálisis para determinar insulina, provendrán principalrne!!_ 

te de··la reasociaci6n de las cadenas A y B de insulina (25) (61) 

en forma de sales de Bunte (4) (19) (60) (ver sección 3.1.1.), -

se hacen pruebas· para estudiar el ·comportamiento de los an.ticueE_ '. 

pos de lo~. sueros SA y ·SS frente a las cadenas solas. Se prepa-. 

raron curvas estándares de insulina c·ambiando la insulina porci-

na por insulina bovina, cadena A-sso3 porcina, cadena B-sso3 --

. 75. 
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porcina.. En el caso de las cadenas se usaron concentraciones 

desde 10 pg hasta 100 ¡Jg por tubo (ver secciisn 5.1.6.). 

4.1.6. Protocolo final del radioinmunoanálisis. 

El protocolo final del ensayo para insulina es: 

i) Soluci6n amortiguadora de fosfatos O. 05 M .pH = 7. 5, NaCl -

0.15 M con albúmina sérica bovina, grado RIA 0.2%. 

ii) 100 ¡Jf de suero pnti-insulina porcina obtenido en cuyo de -

Resarch Laboratories (suero SA), diluido 1/200. 

50 JJl de insulina porcina-I-125 para dar 25 000 cpm. 

50 ¡Jl de muestra. 

iii) Tiempo de incubaci6n: 24 horas. 

iv) a) Precipitaci6n con 100 µ1 de Pansorbin diluído 3/10 con -

soluci6n amortiguadora de fosfatos O.OS M pH = 7.5. 

Agitar en v6rtex 5 segundos y centrifugar 30 minutos a -

1 800 g a 4° c. 

Aspirar el sobrenadante. 

Contar el precipitado. 

b) Poner 100 ¡Jl de suero normal de cuyo diluído 1/80 y 100 ¡Jl 

de sue~o anti-globulinas de cuyo (segundo anticuerpo) d~~. 

luído 1/20. 

Incubar 24 horas. 

·.Centrifugar 30 minutos a 1 800 g a· 4° c . 

. ·Aspirar e:J.. sobrenadante. 

Contar el precipitado:· 

·-··. 
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4.1.7. -Interferencias. y reproducibilidad ci~l ensayo . 

. ·Para ver la reproducibilidad del radio.inmunoan4!isis se pr9_ 

baron 'posibles fuentes de interferencia. Se.realizaron curvas -

estándares de insulina usando insulina porcina fría. Se cambi6 

la solución amortiguadora de fosfatos por el amortiguador usado 

en la reacción de reásociaci6n de cadenas de insulina: glicina -· 

0.05 M pH = 10.5 (61). También se probó el efecto de las dife--

rentes insulinas marcadas con I-125 por diferentes métodos y el 

f t d . 1. 125 1 d d. f . b e ec o e insu ina- I a macena a por i erentes tiempos so re 

la forma de las curvas estándares (Figs. 39, 40, Resultados). 

Los resultados de los diferentes radioinmunoanálisis fueron 

calculados con la ayuda de un programa de computación diseñado -

para que los datos del ensayo fueran transformados a la forma -­

logi t [1n U/Uo ] en función del logaritmo de la concentra--
1 - U/Uo 

ci6n de insulina fría y que la línea de regresi6n fuera calcula-

da para la línea. recta resultante. (Apéndice A). 

Se prob6 el efecto que se obtiene al cambiar el volúmen fi-

nal de la reacción conservando la dilución final del suero y las 

cantidades de insulina fría e insulina-I-125 (ver sección 5.1.7.). 

.. ~·. 
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'- .1·2. Radioinmunoa:nálisis para TRH. 

4.2.1. Preparaci6n del anticuerpo contra TRH. 

Se prepararon anticuerpos.contra TRH siguiendo.la técnica -

descrita por Bassiri y Ut.iger ·(6). Se obtuvo un conjugado de TRH 

con albúmina sérica bovina. La inmunización con el conjugado peE 

mite al TRH actuar corno hapteno (80) y g.enerar una respuesta in:_-

rnunol6gica. 

a) Preparación del conjugado. 

El reactivo acoplante bencidina bis-diazoada (BDB) se prepa-

r6 de la siguiente forma: se disuelve clorhidrato de bencidina 

(0.23 g) en 45 rnl de ácido clorhídrico 0.2 N y se agregan 5 ml de 

ni tri to de sodio (17 5 rng disueltos en agua destilada) . ·se forma 

un producto de color amarillo naranja que se mantiene durante se-

sen~a minutos a 4° C con agitaci6n constante. Se preparan alícu~ 

tas de 1 rnl de la sal de diazonio y se guardan a -18° C (57). 

Para la unión de TRH con BSA se mezcla 1 rnl de BDB con 1 rnl 

de solución amortiguadora de boratos 0.16 M, NaCl 0.15 M, pH = 9. 

A la mezcla anterior se añaden 50 rng de albúmina y 5 rng de TRH -

di.sueltos en 10 rnl de la misma soluci6n amortiguadora. La solu-

ci6n torna entonces un color pardo-rojizo. Se agita la soluci6n 

por ~ horas a 4° C.· Se dializa posteriormente la mezcla~ 4° C 

·durante. 7 días .contra agua destilada, cambiándola diariamente, y 

por· último· se dializa· un día contra cloruro de sodio 0.15 M. Se 

guarda en alÍ~u6tas .de 1 rnl a -18° C. 

?8 . . r 
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b) Esquema de inmunización. 

· ... ?:7'.ff~fTI~if]~i~tt 
EST~ TES1S ito DEBE 

SAUI 8f. · ll B.IBLIBTECl 

·se inyectaron conejos blancos.Nueva Zelanda, con el conjug~ 

do de TRff y albúmina mezclado con adyuvante completo de Freund -

(1:1 v/v) en la primera inocU:laci6n y mezclando con adyuvante in 

completo de Freund (1:1 v/v)· en las siguientes ·inoculaciones. se· 

inyect6 a cada conejo 1 ml de la mezcla (250 µg TRH) en diferentes 

sitios intradermicamcnte, rasurando y desinfectando la zona pre-

viamente con alcohol, alternando el dorso y la parte ventral • 

. Se pusieron un total de 15 inoculaciones, una· cada 3 serna-­

nas. 10 días después de cada inoculacion, a partir; de la quin-

ta los conejos se sangraron por la vena central de la or.eja obte 

niéndo 1 ml de sangre, con el fin de determinar la cantidad de -

·anticuerpos contra TRH presentes en el suero (ver secci6n 5.2.1.). 

La sangre se coagul6 a temperatura ambiente y se contrajo el coá-

·gula por 12 horas a 4° C; se centrifug6 durante 15 minutos a 

1 800 g para separar el suero, que se guar~6 en alícuotas de 50 µl 

a -18° c. 

Los radioinmunoan~lisis de TRH que se muestran (secci6n 5.2.4.) 

fueron hechos con anticuerpos preparados en la forma descrita y o~ 

ténidos en el ·suero proveniente del último sangrado de los anima-­

les, aplicando anestesia y extrayendo la sa~gre por la vena cava -

inferior (58). 

4.2.2. Yodaci6n de TRH. 

El TRH 'fue yodado con I-125, usando el método de cloramina T 

(40), utilizando las cantidades sugeridas por Bassiri y Utiger (6). 
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Se usaron 5 vg de TRH .disue~tos en 50 itl dé'solución amortiguá.d.2_ 

ra de fosfatos 0.5 M pH = 7.5. Se añade o .5' mci de Nal25I disuel 

to en 5 vl de NaOH 0.1 N. A la mezcla se le.agregan 30 µg de clo 

ramina T (30 lÜ) y se agita durante 30 segundos, después de los -
cuales se añaden 50 vg de metabisulfito de sodio (100 lll) . La· 

mezcla se aplica a una columna de Sepbadex G-10 previamente equi-

librada con solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.5 

con BSA 0.2%. Se eluye la columna con la misma soluci6n a un flu 

jo de 4 ml/hora y se colectan fracciones de 0.4 ml (Fig. 42, Re--

sultados). 

Posteriormente se prueba la inmunorreactividad de las frac-

ciones correspondientes a los picos de radioactividad con un an-­

ticuerpo previamente caracterizado (58); para.lo cual se preparan: 

tres tubos para cuentas totales, tres tubos para unión no especí-

fica y tres tubos de máxima unión. Los totales llevan 50 µl de -

TRH -I-125 aproximadamente 20 000 cpm por tubo; los tubos UNE lle 

van también 50 1Jl de TRH- 125r con 200 µl de soluci6n amortiguadÓ-

ra de foofatos 0.05 M pH = 7.5, NaCl 0.15 M, BSA 0.2%; finalmente 

los tubos Uo llevan 50 µl del TRH marcado, 150 1Jl de la misma so~ 

lución amortiguadora y 50 µl del suero contra TRH a una dilución 

final de 1/25 000. Todos los tubos se agitan en v6rtex y se incu 

. b.an a· 4° e durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se centri-

fugan lo.s tubos 30 minutos a 1. 800 g a 4 ° e, después de haberles 

añadido 1 ml de etanol absoluto frío, para precipitar las proteí-

nas. Entre las proteínas precipitadas está el complejo antígeno-

. anticuerpo formado. Se extrae el sobrenadan te por aspiraci6n y - · · 

se cuenta la radioactividad en el precipitado en un contador gamma. 
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·- ~.2;3,. Curvas· de titulaci6n; · 

Para encontrar la diluci6n adecuada del suero que se usará 

en el radioinmunoensayo, se hacen curvas de diluci6n, de la si­

guiente forma: 50 µl de TRH- 125 r y 50 µl. del suero en dilucio-­

nes crecientes de 1/50 hasta 1/32 000. Se preparan además tu--

bos totales y UNE como se describi6 antes. Todos los tubos se 

incuban a 4° e duran~a 24 horas y después se separan las frac--

ciones de radioactividad unida y libre por precipitaci6n con al 

cohol frío y posterior centrifugaci6n 30 minutos a 1 800 g. El 

sobrenadante se elimina y se cuenta la radioactividad del preci 

pitado (Fig. 41, Resultados). 

4.2.4. Curva estándar. 

Se prepar6 una curva estándar de la siguiente forma: tubos 

totales con 50 µl de TRH-125 r (aproximadamente 20 000 cpm); tu­

bos· UNE con .50 µl de TRH-125 r y 200 µ1 de soluci6n amortiguadora 

de fosfatos 0.05 M pH = 7.5, NaCl 0.15 M, BSA 0.2%; tubos Uo con 

50 µl TRH-125r, 150 µl de soluci6n amortiguadora y 50 µl del sue 

ro contra TRH a la diluci6n adecuada; tubos de la curva con 50 µl 

TRH-125r, 100 µl de soluci6n amortiguadora, 50 µl de suero di--

luído y 50 µl de TRH no radioactivo en concentraciones de.5 a -

2 500 pg por tubo (Fig. 43, Resultados). 

4.2.5. Radioinmµnoanálisis de TRH. 

Para medir muestras de TRH se realiza un radioinmunoanáli-

sis, preparando los tubos igual a la forma descrita en la curva 

· . .;. 
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-- e;stándar, pero· cambia."ndo .los ·so µl de TRH estándar rio radioacti-

vo por 50 µl ·de la muestra que contiene TRH a concentraci6n des-

conocida. 

Se us6 un suero contra TRH preparado en forma similar al 

suero descrito y ya cara~terizado (58) a una diluci6n final de -

1/25 000 (ver secci6n 5.2.4.). 

Se prob6 el efect.o del agente precipitante para separar las 

fracciones libre y unida del TRH radioactivo, usando etanol frío 

al 80% final y Pansorbin. 

·,• · .. , 
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4.3. Preparaci6n de anticue~pos contra las cadenas A y B de insu 

lina porcina (103). 

4.3.1. Anticuerpos contra cadena A. 

Dado el bajo peso molecular de la cadena A y por tanto su -

escasa inmunogenicidad se decidi6 inyectarla a los animales en -

forma de conjugado para tratar de aumentar su poder ini:nunogénico. 

Se utiliz6 la cadena A sulfonada de insulina porcina (4) (19) p~ 

ra tener la molécula mas parecida a la que se obtendrá de bacte-

rias. 

4.3.1.1. Preparaci6n del conjugado. 

Se forma un conjugado de cadena A con glutaraldehído, sin -

· usar una proteína acarreadora. El glutaraldehído se polimeriza 

formando un conjugado de mayor peso molecular. 

La preparaci6n del conjugado es como sigue: a 15 mg de ca-

dena A en una soluci6n de fosfatos 0.1 M pH = 6.8 se agregan --

2 ml de glutaraldehído al 5%. Se deja reaccionar a temperatura 

ambiente por 2 horas. La mezcla de reacci6n se dializa contra 

una soluci6n d~ fosfatos 0.1 M pH = 7.4 por 24 horas haciéndo -

un cambio a las 12 horas. El rendimiento del. conjugado fue de­

terminado usando cadena A- 1251 y midiéndo la cantidad de radio-

.. actividad unida (ver secci6n 5. 3. L) . 

4.3.1.2. Esquema· de inmunizac~6n. 

Se inyectaron 0.5 ml de con]ugado mezclado con 0.5 ml de 

adyuvante de Freund completo a cada uno de 7 cuyos, en la primer.a 
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·- ~plic.aci6n y una i_nezcla s.emejante usando adyuvante incompleto en 

las siguientes inyecciones .. Los cuyos se· inyectaron cada 4 serna 

nas y se sangraron para obtener el suero 10 días después de cada 

inyección. 

4.3.1.3. ·Titulación de los sueros. 

Los sueros obtenidos de los animales inmunizados se probaron 

para detectar la presencia de anticuerpos, por medio de una titu­

laci6n usando cadena A- 125r. Cada suero se incuba a una serie de 

diluciones desde 1/500 hasta 1/128 000 con una cantidad constante 

de cadena A-125 r, durante 24 horas, en una soluci6n amortiguadora 

de fosfatos 0.05 M pH = 7.5 con BSA 0.1%. Transcurrido este 

tiempo, se precipita el complejo antígeno-anticuerpo formado con 

etanol frío o con Pansorbin. se·centrifuga a 1 800 g por 30 minu 

tos·, se elimina el sobrenad.ante y se cuenta el precipitado en un 

contador de radiaciones gamma (ver sección 5.3.1.). 

4.3.1.4. Yodación de la cadena A. 

La cadena A se marc6 con I-125 por diferentes métodos para -

probar los sueros de los cuyos. ·Se utilizaron métodos que produ-

jeran modificaciones en sitios diferentes de la molécula para no 

:alterar en alguno de los casos el posible sitio antigénico. 

á) Método de cloramina T. 

- Cadena AS µg.en 5 µl de ácido acético 0.1 M. 

50 µl de soluci6n amortiguadora de fosfatos O: 5 M pH. 7. 5. 

Na125 r (1 mCi) en 10 ¡.\l. 

Cloramina T 10 µl (2 µg/µl) . 
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Reacci6n 15 segundos. 

-· Metabisulfito de sodio 100 µ1 (0.5 ?g/'!11). 

- Los productos de yodación se_separan en· una columna de Sephadex 

G-10 eluida con solución a~ortigua:dora de fosfatos 0.05 M 

pH = 7.5, con BSA 0.2%. 

b) Método de Bolton - Hunter. 

- El benceno, que disuelve al reactivo (1 mCi de 125 r), se evap2 

ra·con nitr6geno. 

- Se agregan 5 ~g de cadena A en 10 µ1 de solución.de boratos -

O."l M pH 8.5. 

- Se agita 15 minutos a Oº C. 

- Se agregan 0.5 ml de glicina 0.2 M en una solución de boratos 

0.1 M pH = 8.5. Se deja todo 5 minutos a Oº C con agitación. 

- Se separan los productos de reacción en una columna de Seph~ 

dex G-10 que se eluye con solución de fosfatos 0.05 M pH = 7.5 

pon 0.2% de gelatina. 

4.3.2. Anticuerpos contra cadena B. 

La: cadena B de insulina porcina se uni6 con albúmina sérica 

bovina en forma de dos conjugados diferentes para aumentar su P2 

der inmunogénico. 

4. 3.. 2 .1. Preparación de los conjugados.·. 

a) Se form6 un conjugado con cadena. B, alb<lmina y. bencidina. bis·-· 

diazoada (BDB). La bencidina diazoada se prepara como se descri 

be en la sección 4.2.1. a. 



El conjugado cadena B-BDB-BSA, se prepara corno sigue: se mez 

c'lan 5 ml de BDB.con 5·m1 de solución de boratos 0.16 M pH 9, 

NaCl 0.15 M. y·se añade 240 rng de BSA, 30 rng de cadena By 50 rnl -

de soluci6n boratos agregadoEi lentamente. '.l'odo se hace a 4 ° e y 

se deja con agitac-i6n a esta temperatura por 2 horas. Se dializa 

contra agua· durante 7 días. El producto dializado se guarda en -

congelaci6n (ver secci6n 5.3.2.). 

b) Conjugado de cadena B con glutaraldehído. En 4 rnl de soluci6n 

arnor:tiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 6.8 se agregan 20 rng de ca­

dena B y 2 rnl de glutaraldehído al 5%. Se agita a temperatura -

ambiente por 2 horas. Se dializa durante la noche contra una so 

luci6n de fosfatos 0.1 M pH = 7.4. El conjugado se guarda en con 

.gelaci6n. 

4.3.2.2. Esquema de inrnunizaci6n. 

Ocho cuyos se inyectaron cada uno con 0.3 g de conjugado --
' 

-86 ~ .. · .. 

(en 0.7 rnl) mezclado con 0.7 rnl de adyuvante de Freund. La prirn~ · 

ra inyecci6n fue con adyuvante completo y las siguientes con in-

completo. 

Otro grupo de 7 cuyos se inocul6 poniéndo a cada animal .~-

· 300 µg de conjugado (en 70 µl) mezclado con. 70 µl de adyuvante. 

Los cuyos se inyectaron cada 4 semanas y se sangraron para 

obtener el suero 10 días después de cada inoculaci6n. 

4.3~2.3. Titulaci6n de los sueros. 

Los sueros de los 'cuyos ininunizados contra cadena B se pro-

.·.··. 
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baron para ver si tenían an~icuerpos, titulándolos frente la ca-
125 . . 

dena B- I en forma similar a la usada para los sueros de cade-

na A (secci6n 4.3.1.3.) (Resultados: secci6n :5.3.2.). 

4.3.2.4. Yodaci6n de la cadena B. 

La cadena B se marc6 con el método de clor.amina T de la si-

guiente forma: 

- Cadena B 5 µg. 

Soluci6n fosfatos 0.25 M pH 

Na125r 1 mCi (10 µl). 

- Cloramina T 20 µl (5 µg/µl). 

- Reacci6n 30 segundos. 

7 .5 1 50 µl. 

- Metabisulfito de sodio 20 µl (10 µg/µl). 

- Los productos se separan en una columna de Sephadex G-10 elui-

da con soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH = 7.5, --

NaCl 0.15 M con BSA 0.2%. 

. · .. 
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4.4. ·Columnas de cromatogr~fía de afinidad: 

4.4.1. Columnas para in~ulina. 

Para preparar una columna de cromatografía de afinidad con 

anticuerpos contra insulina se utiliz6 como soporte Sepharosa 4B 

(Pharmacia). Los anticuerpos se unieron a este gel covalenteme·n-

te usando la técnica propuesta por Cuatrecasas (70). Se utiliza 

un miligramo de proteína del suero hiperinmune por cada milili--

tro de gel. 

Las proteínas del suero se midieron'usando el método de Low 

ry (68) de la siguiente forma: 

- 10 µl de muestra aforados a 1 ml con u2o. 

- 5 ml del reactivo E, reposar 10 minutos. 

) - 0.5 ml del reactivo de Folin*, reposar 30 minutos. 

- Leer abso.rbancia a 590 nm. 

Los reactivos empleados son: 

A. Na2co3 al .2 % en NaOH 0.1 N. 

B. CuS04 ·5H
2

0 al 0.5%. 

C. Tartrato de sodio y potasio al 1%. 

D. Soluci6n B + soluci6n C (1:1 v/v). 

E. 1 ml de soluci6n D + 50 ml de soluci6n A; esta soluci6n es es 

table por 24 horas. 

·* . Reacti.vo de Folin, se diluye en agua ( 1: 1 v /v) antes de usar. 

. :88 . 

Se hizo una curva estándar de protejnas con BSA de O a ~00 µg. 

Para medir la eficiencia·de la readci6n. de acoplamiento de· 

los anticuerpos al gel se marc6 con yodo-125 un poco de inmtinogl9_. 

bulinas (IgG) de conejo con el siguiente método. 
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"'; 10 '!1g IgG. 

- so µ1 de soluci6n ·de fosfatos 0.5 M pH 7.5 

- 10 µl ·Nal2SI (lmCi/ 10 µl NaOH 0.1 N). 

2S µl cloramina T ( 1 µg/µl ). 

30 segundos de reacci6~. 

- 100 µl metabisulfito de sodio (0.5 µg/µl) •. 

- Separar la mezcla de. reacci6n en una co1umna de sephadex G-2S 

eluyendo con soluci6n de fosfatos O.OS M pH = 7.5 con NaCl 

O.lS M y BSA grado RIA 0.2%. (Ver secci6n S.4.1.). 

4.4.1.1. Activaci6n del gel. 

La técnica de acoplamiento de anticuerpos al gel que se si-

gue es: se colocan S ml de gel (sepharosa 4B) en 5 ml de agua --

destilada. Se adicionan entonces 10 ml de carbonato de sodio 2M. 

La suspensi6n se pone en un baño de hielo y se agita suavemente 

durante 10 minutos. Se añade 1 ml de bromuro de cian6geno (BrCN) 

(2 g/ml de acetonitrilo). Se agita fuertemente durante 2 minutos. 

Inmediatamente se pasa el gel a· un embu,do Buchner para filtrarlo 

con vacío. Se lava sucesivamente con 200 rol de NaHco 3 O.lM pH=9.S 

200 ml H2o y 200 ml de NaHC0 3 O. 2M pH=9 .• 5. El gel se recupera 

con una espátula y se coloca en· un tubo con tap6n que contenga -

5 ml de NaHC03 0.2M pH=9.5. Al gel se le adiciona entonces el 

~úero hiperirimtine conteniendo los anticuerpos. Se incuba la mez­

cla por 20 horas a 4 ºC con agitaci6n por inversi6n. Al fina·1 de 

este tiempo. se añaden 5 ml de glicina lM y se agita por 4 horas 

·mas.· Se transfiere el gel a· un embudo y se filtra con vacío lavan 

89 ... ,\ 
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do con 200 ml de ácetato de: sodio O.lM pH=4 con NaCl O.SMi 200 ml 

de urea 2M con NaCl O • 5M y por último N~HCO 3 O. lM. pH=l O con NaCl · 

0.5M. El gel se resuspende finalmente en soluci6n amortiguadora 

de fosfatos O. 05M pH=7. 5 . Se guarda en frío. 

4.4.1.2. Condiciones de cromatografía. 

Se colocan 0.5 ml del gel con los anticuerpos contra insuli 

na en una columna. Se equilibra el gel con una soluci6n amorti--

. guadora de fosfatos 0.05M pH=7.5 con BSA 0.1%. La muestra que--· 

contiene insulina se aplica a la columna y se deja pasar lentame_!! 

te. Se lava la columna con la misma soluci6n de fosfatos, sin a! 

búrnina. Para eluir la in'sulina unida al gel s~ aplica a la colllill. 

na ácido acético O.lM (Fig. 45, Resultados). 

Posteriormente para poder tener una uni6n mayor de la insu-

lina al gel se dej6 la muestra en la co1umna cerrada por tres ho 

ras, agitando por inversi6n a 4°C para favorecer el equilibrio . 

La columna se lava entonces con soluci6n de fosfatos O.OSM pH=7.5 

1 y la insulina es eluida con ácido ácético O.lM. 

4.4.1.3. Capacidad. 

Para determinar la capacidad de la columna se aplica insuli 

--1 .na no marcada en cantidades crec'ientes a una pequeña c(3.ntidad de 

gel. De~pués de lavar.Y. eluir la muestra se mide la insulina en 

todas las fracciones por radio~nmunoaná1isis. La cantidad de.pr~ 

teína unida al gel dividida entre el volumen del segundo da la -

·capacidad de la columna (Fig. 46, Resultados). 
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4.4.1.4. Propiedades de.la:columna. 

Para poder ver si la columna es capaz de reconocer s6lo .la 

insulina inmunologicamente activa se pasa· una inuestra de insuli-

na-I-125 por la .columna teniendo una incubaci6n de tres horas. · -

Las fracciones se colectan y cuentan en un detector de radiacio-

nes gamma. Cada uno de los picos que se obtienen es concentrado 

y neutralizado para recromatografiarlo por separado en la misma 

columna. Al final se mide la inmunorreactividad en todas las frac 

cienes e luidas de la columna, con un ·suero anti-insulina diferen · 

te al usado en la columna (ver secci6n 5.4.1.2.). 

4.4.2. Columnas para TRH. 

4.4.2.1. Activaci6n del gel. 

Se utiliz6 como soporte un gel de sepharosa 4B y se unieron 

a él anticuerpos contra TRH con la técnica de Cuatrecasas(70) se 

gún el siguiente procedimiento: 

- 5 rol de gel. 

- 5 rol de agua.~ 

- 10 rol de Na2co3 2M. 

Agitar suavemente.en baño de hielo por 10 minutos. 

- Pasar·a· un embudo y lavar sucesivamente con: 

.2oo·mi de NaHC03 O.lM pH=9.5 

- 200 ml de H2o. 

- 200 ml de NaHC0 3 O. 2M pH=9. 5 .• 

· - Transferir el gel con espátula a· un tubo con 5 ml de NaHco3 

0.2M pH=9.S • 

·91· ·q/ . 
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·· Adicionar el suero en can~idad ·suficiente'para tener 5 mg de 

proteínas. 

- Incubar a 4 ºC durante 20 horas con agi taci.6n . por .inversi6n. 

Afiadir 5 ml de glicina lM. 

- Incubar a 4ºC por 4 horas mas. 

Pasar a un embudo y lavar sucesivamente con: 

- 200 ml de acetato de sodio O.lM pH=4 con NaCl 0.5M. 

- 200 ml de urea 2M con NaCl 0.5M. 

- 200 rol de NaHC0 3 O.lM pH=lO con NaCl O.SM. 

- Finalmente el gel se resuspende en soluci6n amortiguadora de 

fosfatos 0.05M pH=?.5 , (ver secci6n 5.4.2.2.). 

4.4.2.2. Purificaci6n de TRH tritiado. 

Para probar el comportamiento de esta columna se utiliza -

TRH marcado con tritio (3H) o bien TRH marcado con 125r. 
3 •r· 

El TRH- H (New England Nuclear) , antes de usarlo en las --

pruebas de la columna, se repurifica por medio de una cromatogr~ 

fía en placa delgada usando placas de sílica gel de alta resolu-

ci6n (HPTLC Merck) y como sistema de disolventes: cloroformo, m~ 

tanol, amoniaco (125:75:25). La posici6n del TRH se indica usan­

do un estándar de TRH no mar.cado y revelandolo con el reactivo -

'de Pauli (92); o bien midiendo la radioactividad de la placa en 

un lecto~ de plac~s, (Fig. 48; Resultados). 

La ~racici6n con mayor radioactividad se eluye de.la sílica 

con metanol absoluto y se sec~:con nitr¿geno, despu~s se resuspe~ 
3 de en soluci6n de fosfatos y se congela. Para contar el TRH- H -

se utiliza un contador de centelleo 1.íquido. Se pone la. muestra 
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en.un vial de conteo y se completa su vol~me·n·a·o·;s ml con_agua. 

Se añaden entonces 10 ml del líquido de centelleo Bray (65). 

Reactivo· de Pauli. 

Se mezclan volumenes iguales.de: 

~cido sulfanílic'o al 1% en HCl 1.0 N y 

nitr.;i.to de sodio al 5% (recién preparado) 

Se deja reposar 5 miriutos en hielo. La placa se rocía con esta -

mezcla y se deja secar. Se rocí~ ahora con carbonato de sodio al 

15%. El TRH revela corno una mancha de color naranja. 

Líquido de centelleo Bray. 

- . ·Naftaleno 60 g 

- PPO 4 g 

- POPOP 0.2 g 

- Metanol 100 ml 

Etilenglipol 20 ml 

- Dioxano c.b.p. 1000 ml 

4.4.2.3. Condiciones de cromatografía. 

Se determinó el tiempo que debe dejarse la muestra incuban-

dose con el gel para alcanzar condiciones de equilibrio. Para e~ 

to se coloca un volumen pequeño de gel en diferentes tubos y se 

·añade.una cantidad constante de TRH- 3H. A d~ferentes tiempos se 
. . . . 

centrifugan los tubos y se separa el sobrenadante del gel. Se 

. 93 

·. c'uenta la r~dioactividad en el sobrenadan.te. (Pig, 4 9, Resultados>.:· 

Para ·correr la cromatografía s.e incuba la muestra con el 

gel en la columna po~ tres horas. a -4~.c c~n agÚaci6n .por i~v_er~­

si6n. La columna se equilibra previamente con soluci6n amortigu~ 

dora de fosfatos 0.05MpH==7.S con o.~% de BSl\.grado RIA. Después 
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de la incubaci6n la columna se· lava con soluci6n de fosfatos sin 

.albúmina y se eluye el TRH unido al gel con ácido· acético O. lM -

(54),(75) (Fig. 50, Resultados). 

4.4.2.4. Capacidad. 

Pa·ra medir la capacidad de la columna de TRH se aplica una 

cantidad constante de TRH marcado con cantidades cada vez mayores 

de TRH frío. La cantidad de TRH ho marcado que desplaza toda la 

radioactividad dividida entre el volumen de gel empleado indica 

la capacidad (Fig. 51, Resultados). 

4.4.2.5. Propiedades de la columna. 

Para estudiar el comportamiento de la columna se pasa una-. 

muestra de TRH- 3H. Todas las fracciones se colectan y se cuenta 

una alícuqta con líquido de centelleo. Cada uno de los picos que 

se obtienen se concentra y neutraliza para recromatog~af iarlo -­

por separado en la misma columna. Se mide la radioactividad en -

todas las fracciones y se calcula la distribuci6n de marca en 

·los dif~rentes picos, (ver s~cci6n 5.4.2.4.). 

Posteriormente se prob6 la columna con un extracto de hipo­

tálamo· de rata para tratar de ver la capacidad de purif icaci6n -

de TRH por cromatografía de afinidad y comparar este proceso con 

otro método de purificaci6n mas largo. 

Se sacrificaron 25 ratas macho Wistar ~lbinas y se extraje~ 

ron los hipotálamos. Se pes6 el tejido y se homogeniz6 con ácido 

acético al 20% v/v para tener 1 1;19 de. hipotálamo en ·10 µl. Se hi 

cieron alícuotas de·soo µl (aproximadamente 1 hipotálamo) y se -

91t. .9 . 
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guardaron· en congelaci6n. 

Las alícuotas del extracto de hipotálamo se someten a un 

proceso tradicional de purificaci6n de TRH, o bien, se pasan por· 

la columna de cromatografía de afinidad. En ambos casos se mide, 

el TRH obtenido, por RIA, (Fig. 52, Resultados). 

a) Purificaci6n de TRH por cromatografía en placa delgada. 

El TRH en el homogenado de hipotálamo se purifica de la si-

guiente manera: 

- Centrifugar el homogenado en tubos epp~ndof en una centrífuga 

Sorvall con el rotor SS34 a 15 000 rpm durante 15 minutos. 

- Recuperar el sobrenadante. 

- Extraer con tres volumenes de éter saturado.con ácido acético 

al 20%. 

- Secar el ácido en un evaporador a vacío (Savant). 

- Resuspender en metanol al 90% y dejar toda la noche a -20°C. 

- Centrifugar a 15 000 rpm en centrifuga Sorvall y rotor SS34. 

- Recuperar el sobrenadante. 

- Secar en Savant. 

'· Resuspender en 1/10 del volumen anterior con metanol absoluto. . 
Agitar y secar otra vez. 

- Resuspender en soluci.6n amortiguadora de fosfatos. O.OSM pH=7 .5 

-.Aplicar. a una placa de cromatografía en capa ·delgada (llPTLC) y 

desarrollar con la mezcla de disolventes siguiente: cloroformo; 

metanol, a~oniaco (125:75:25). 

- Raspar la placa en la zona donde aparece el TRH y eluir con me 

tanol al 90%. 
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-·Secar en Savant; 

- Resuspendér, por último, en soluci6n amortiguadora: de fosfatos 

0,05M pH=7.5 ,•(Tabla 3, Resultados). 

b) Purificaci6n de TRH por columna de cromatografía de afinidad. 

El homogenado de hipotálamo de rata se trata.de la siguiente 

manera: 

- Centrifugar a 15 000 rpm en centrífuga Sorvall con rotor SS34. 

- Recuperar el sobrenadante. 

- Secar en Savant. 

- Resuspender en soluci6n amortiguadora de fosfatos pH=7.5. 

- Pasar por la columna con anticuerpos anti - TRH. Lavar con so­

lución de fosfatos sin albúmina. Eluir con ácido ácetico O.lM. 

- Las fracciones de ácido acético se secan en Savant y se resus-

. . 

penden en solución amortiguadora de fosfatos 0.05M pH=7.5. 

(Tabla 3, Resultados) • 

..?' . 
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5. RESULTADOS. 

5.1. Radioinmunoanálisis de insulina. 

5;1.1. Obtenci6n de anticuerpos contra insulina. 

Solamente uno de los cuyos inmunizados gener6 anticuerpos. -

contra insulina. El suero obtenido se denomin6· SS, mostr6 un tí­

tulo de 1/8 000 y fue caracterizado completamente (ver mas ade--

lante) . 

5.1.2. Obtenci6ri de insulina porcina - 1251. 

a) Método de cloramina T. 

Se prob6 marcar con 0.5, 1 y 2 mCi de Na125 r a pH=5 encon--

trando que se incorpora mejor la radioactividad a la proteína 

con 1 mCi. Si se aumenta a 2 mCi se desperdicia mucha radioacti-

vidad ya que no se une a la insulina, a menos que se aumente tam 

bién la cantidad de proteína. 

El patr6n de eluci6n de la columna para separar la hormona 

marcada del 125 1 libre con sephadex G-25 se muestra en la Figura. 

24. En estas condiciones se obtenía una insulina-I-125 que había 

incorporado alrededor del 40% de la radioactividad usada en la -

reacci6n. La inmunorreactividad estaba entre 40 y 50% según la -

prepar ac i6n. · 

.con el.fin de aumentar la incorpo~aci6n de radioactividad a 

la insulina se intent6 hacer la reacci6ri a pH=7~5, siendo éste 

el 6ptimo para la yodaci6n de ·1os residuos de tirosina (48). La 

.···:· 
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incorpor.aci6n de radioactividad llegó hast~ valores de 80 y .90%, 

según el tiempo empleado. 

Se marc6 con 0.5, 5, 10, 50, 100 y 200 µg de cloramina Ten 

30 segundos. Se observa.una incorporación cada vez mayor de la·-

radioactividad a la insulina. Sin embargo, pese a que con 50 µg 

se marca poco y en cambio con 200 µg se observa una alta incorp2 

ración la proteína marcada resultante ya no es inmunologicamente 

reactiva (Tabla 1). 

Se probó marcar con 100 µg de cloramina T a diferentes tiem 

pos: 10, 15, 20 y 30 segundos. La radioactividad incorporada a -

la proteína es ligeramente mayor a 20 y 30 segundos, no habiendo 

prácticamente diferencia entre estos tiempos (Tabla 1). Sin embar 

go, la inmunorreactividad es mayor a 20 segundos. 

Con estas condiciones se siguió trabajando posteriormente -

para marcar la insulina conyodo-125. El patrón típico de eluci6n 

de una yodaci6n con el método final (sección 4.1.2. a) se mues­

tra en la Figura 25. 

La actividad específica de la insulina marcada calculada a 

partir de la radioactividad precipitada con ácido tricloroáceti-

co al 20% está entre 70 y 90 µCi/µg • 

. b) Método de Bolton - Hunter. 

La·i~corporación de la radioactividad a la insulina fue. de 

un 40%, pero no se logró una buena separación entre la insulina 

marcada y el reactivo no incorporado a la proteína. La inmunorreac 

tivida~ de las fracciones radioactivas fue del orden de 101. 

.·· .· 
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Fig. 24 Patrón de elución de la mezcla de yodación de in­

sulina porcina en una columna de sephadex G-25. 
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Fig'. 25 Perfil cromatográfico de la mezcla de yodaci6n .de 

insuliná porcina en una columna de sephadex G-10. 

·Método de cloramina T. 
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Marcado de insulina porcina con yodo-125 

•usando cloramina Ta pH=7.5 

·100 
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·c) Método de lactope~oxidasa • 

. se intent6 marcar insulina porcina por el método de lactop.§_ 

roxidasa, varias veces, pero en ninguno de los casos se logr6 in 

.. corporaci6n de ·la radioactividad a la proteína. Se aumentaron 

.las concentraciones de enzima~ del oxidante {e2o2) hasta 30 µg 

y 500 µg respectivamente; tampoco se logr6 marcar a la insulina. 

d).Método de Iodogen. 

Se marc6 insulina porcina usando el reactivo Iodogen. La 

proteína incorpor6 de 30 a 40 % de la radioactividad inicial a­

plicada. La prueba de inmunorreactividad mostr6 que' las fraccio­

nes de la columna de sephadex G-10 correspondientes a los picos 

radioactivos eran insulina inmunologicamente activa y 125.I libre 

en este orden de eluci6n {Fig. 26). 

·La insulina-yodo-125 posee una inmunorreactividad de 60% y 

un valor de UNE del 6% precipitando con etanol. La actividad es­

.pecífica calculada por la cantidad de radioactividad precipitada 

con ácido tricloroacético al 20% es de 70 µCi/ µg. 

5.1.3. Curvas de titulaci6n . 

. a) Sueros anti - insulina porcina. 

Se obtuvieron las curvas de titulaci6n para los ·sueros anti 

insulina· porcina: SA, SB y posteriorm_ente (cuando se produjo) SS. 

El suero se no se titul6 y se uso directamente a la diluci6n re­

comendada por el faJ:iricante (1/400)". Se hicieron incubaciones 24 

Y. 48 horas y se separaron las fracciones de radioactividad unida· 

y libre por precipitaci6n con etanol y Pansorbin, para cada· caso 

(Figs. 27, 28, 29 ) . 
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Fig. 26 Patr6n de el~ci6n cromatográfico de yodaci6n 

de insulina porcina con el método de Iodogen. 

Columna de sephadex G-10. Se cuentan 5 µl de 

cada fracci6n (0.4 ml). 
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Se observa en todos los casos que a las 48 horas de incubaci6n 

ia uni6n del antígeno marcado es ligeramente mayor.que a las 24 

-horas, pero nó en forma significativa. Foreste mot.ivo en todos 

los demás experimentos se inqub6 solamente 24 horas. 

b) Segundo anticuerpo. 

Se titul6 el segundo anticuerpo (suero anti - globulinas de 

cuyo, obtenido en cabra), para encontrar la diluci6n adecuada p~ 

ra precipitar la fracci6n de radioactividad unida a los an'ticuer 

pos .. · Una diluci6n del segundo anticuerpo 1/10 (100 µl/tubo) con 

100 µl de suero normal de cuyo 1/80 ~orno acarreador precipit6 el 

máximo de la fracci6n unida (U) (Fig. 30). 

5.1.4. Curvas estándares. 

Las curvas estándares obtenidas para el suero anti - insuli 

na porcina obtenido en cabra (SB) aparecen en la Figura 31. Se -

us6 el suero diluído 1/8000. Se puede observar el efecto de gra-

ficar la radioactividad unida (U) sobre el total de radioactivi-

dad (T), (U/T), con respecto a la gráfica de lo unido (U) sobre 

106 

lo unido cuando no hay antígeno (insulina) no marcado (Uo), (U/úo). 

Las curvas estándares para el suero SA y para el suero se -

se muestran en las Figuras 32 y 33 respectivamente. 

Al comparar los tres sueros (Fig. 34-) , se encuentra que el 

mas sensible es el'suero SA; éste se sigui6 usando posteriormen­

te para realizar los radioinmu.nóanálisis, a una diluci6n final -

de 1/200. La ·curva estándar para el suero SS se muestra en la Fi 

gura 35. 
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5.1.5. ~~rv~ estándar final del radioinmuncianálisis. 

· Al usar el protocolo final del radioinmunoanálisis descrito 

en la _secci6n de métodos'. (4~1.6.), se obtiene una curva estándar 

de insulina porcina, en forma reproducible; Esta curva presenta 

una buena sensibilidad ( 100 pg ) y una regi6n lineal entre 100 

y 1000 pg de insulina porcina por tubo (Fig. 36). 

5.1.6. Especificidad de los anticuerpos • 

. Las curvas estándares cambiando in·sulina porcina por insuli · 

na bovina, cadena A-Sso3 porcina y cadena B-sso3 porcina, mues-­

tran que los anticuerpos reconocen con la misma especificidad 

(las curvas tienen la misma pendiente) a las dos insulinas. La -

cadena A-sso3 no es reconocida por los anticuerpos; mientras que 

la cadena B-sso3 presenta cruce inmunol6gico con los anticuerpos, 

pero a concentraciones mucho mayores que las usadas en.la curva 

estándar (Figs. 37 y 38). 

5.1.7. Interferencias y reproducibilidad del ensayo. 

Se realizaron curvas estándares de insulina cambiando la so 

luci6n amortiguadora de fos~atos por la soluci6n de glicina 0.05M 

pH=l0.5 que se usa en la reacci6n de reasociaci6n de las cadenas 

·de insulina (ver Fig. 7, secci6n 3.1.1.). Otras curvas.estándares 

muestran el efecto de ra insulina marcada por los métodos de clo 

raminaT y de Iodogen, así como el uso de insulina fresca (recien 

. marcada) e insulina marcada y almacenada (Figs. 39 y 40). 
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Fig ~-. 36 Curva estándar para insulina porcina (promedio 

de 8 ensayos) realizad.a con el suero SJ\ en di­

luci6n firtal 1/200. Precipitaci6n con segundo 

anticuerpo. 
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El cambio de volumen de reacci6n, conservando las concentra 

ciones de los diferentes reactivos no alter6 la forma de la cur-

va. 

En todos los casos se encontr6 .que el ensayo es muy reprod~ 

cible y que no había cambios en la forma de la .curva por ninguno 

de. estos parámetros. Las condiciones del sistema de radioirimuno­

análisis. son las siguientes: 

Diluci6n del anticuerpo (suero SA) 

Masa radioactiva 

Límites y sensibilidad de la curva 

estándar: U/Uo % = f [1og(pg/tubo)J 

Pendiente 

Intercepto al origen 

Coeficiente de correlaci6n lineal 

Uni6n máxima 

Uni6n no ~specíf ica 

50% de U/Uo 

Cuentas totales por tubo 

100 

:)./200 

320 pg 

a 1000 pg 

45.0 + 0.69 

153.6 + 5.51 

0.9991 

35 + 5 % -
5.8 + 1.4 % 

200 pg 

25 000 cpm 

115. 
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5. 2 Radioinmunoanálisis para T.RH. 

5.2.1. Preparación del anticuerpo contra TRH. 

Después de la quinta inyecci6n s6lo uno de los ~onejos dió. 

respuesta inmunológica presentando anticuerpos contra TRH en su 

suero. Se encontró que a una dilución final del suero de 1/2000 

se une el 30 % (U/T) del TRH radioactivo usado· (Fig. 41). La con 

·Centración de anticuerpos contra TRH se mantuvo igual (mismo tí-

tulo) al paso del tiempo hasta cerca de un año. 

5.2.2. Yodación del TRH. 

El TRH marcado con 125r presenta una inmunorreactividad en-

tre 50 y 60% para el tercer pico del patr6n de eluci6n de la co­

lumna de sephadex G-10 (ver secci6n 4.2.2.). Los dos picos ante­

riores así como el ~ltimo que corresponde a yodo-125 libre, no -

son inmunorreactivos (Fig. 42). Las fracciones 22 a 27 se guar--

dan congeladas a· -4°C. Cuando las fracciones tienen mas de 15 

días guardadas se repurifican por cromatografía a través de una 

columna de sephadex G-10 con las mismas condiciones antes descr_!. 

tas. Esto hace. que la inmunorreactividad aumente en las fraccio-

nes guardadas hasta valores iguales o superiores a los que se 

tienen cuando se acaba de marcar el TRH. 

5i2.3; Curva estándar.· 

Se reall.z6 una curva estándar para ·TRH con.el suero obteni'­

do a una dilución final de 1/2000. Los resultados aparecen en la 

... ·· 

. ºi16 . / ~. . . 
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Fig. 41 Curva de titulaci6n del anticuerpo contra TRH. 

cpm x 10 -5 

10 20 

TRH-'- 1'25 1 
inmunorreactivo 

30 . 40 50 60 Fracci6n. 

Fig. 42 Perfil cromatográfico de la yodaci6n de TRH .· 

con cloran:iina T en una columna de sephadex G-10. 
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1E,:_igura 4 3,. donde. se observa que hay· una buena sensibilidad del -

antiCuerpo al antígeno frío (TRH no marcado) • Se observa un des­

. plazamiento del 10% a 5 pg de TRH frío. 

5.2.4. Radioinmunoanálisis de TRH. 

Los ensayos para cuantificar muestras de TRH se realizaron· 

con un anticuerpo caracterizado previamente (58) y separando con-

Pansorbin la fracci6n de radioactividad unida de la libre, en 

vez de alcohol porque se encontr6 una mejor reproducibilidad de 

los datos, menor dispersi6n en los triplicados y menor valor pa-

ra la uni6n no específica ( 3.5%) (Fig. 44). 

La curva presenta una sensibilidad de 5 pg de TRH frío y es 

paralela a un estándar de TRH (extracto ácido de hipotálamo) . 

... . ·· ... . 
·.·. 
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Fig. 43 Curva estándar de TRH. Suero diluido 1/2000. 

Precipitaci6n con etanol frío al 80%. 

% U/Uo • TRH 
100 t. Extracto de 

hipotálamo 

80 -~ 
60 

,, ., 
40 A 

' 

20 

10 100 1000 TRH {pg) 

Fig. 44 Curva estándar de TRH. con un anticuerpo carac­

terizado previament~ (58) a dilución 1/25 ocio. 
· Precipitación con Pansorbin. 
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· 5 .. 3 Fcirmaci6n ·de anticuerpos contra las cadenas· A y' B de insulina. 

5.3.1. Anticuerpos contra cadenaA. 

Se form6 el conjugado de cadena A y glutaraldehído. El pro­

ducto de esta reacci6n incorpor6 40% de la cadena al conjugado 
'•.;; 

125 . 
según la cantidad de marca radioactiva ( cadena A~ I) unida. 

Todos los sueros obtenidos del sangrado de los cuyos a lo -

largo de un año se probaron por medio de la titulaci6n con cade-

na A-I-125. En todos los casos el valor de· U/T (unido sobre total) 

nunca fue mayor al 5% indicando esto que ningun suero contenía -

anticuerpos contra la cadena A de insulina. 

5.3.2. Anticuerpos contra cadena B. 

Los sueros de los 15 cuyos ~nmunizados contra cadena B se -

pro?aron para detectar la presencia de anticuerpos, titulandolos 

a diferentes diluciones, contra una cantidad pequeña (~ 20000 cpm) 

y constante.de cadena B-I-125. Se sigui6 el curso de la inmuniza 

ci6n durante nueve meses. 

Dentro del grupo de animales que r~cibieron el conjugado --

con BDB s6lo uno present6 anticuerpos. Se encontr6 al cuarto mes 

una uni6n de la marca radioactiva del 13.3 % a una diluci6n de -

1/100. Al quinto mes subi6 a 26.5% a la misma diluci6n. PosterioE 

mente baj.6 a .1s.% en los siguientes sangrados. 

En los.animales inyectados con el .conjugado 'de glutaraÍdeh.í­

d·a dos ·pres<;:!ritaton anticuerpos. El primero di6 una uni6n máxima -

.. de 17% al quinto mes, que bajo después a 12%, a la diluci6n 1/100. 

El segundo animal di6 a la misma diluci6n un~ uni6n del 21.5% en 

el cuarto sangrado (quinto mes) y despu6s baj6 al 10%. 



....., 

- -·-··-- ,··--.---· - ... 
.. ·· '· . 

. D' 
' .... 

. . . · .. •. 

5. 4 Col'umnas de cromatografía de afinidad. 

5.4.1. Columna para insulina. 

Se unieron anticuerpos contra insulina al gel con bromuro -

de cian6geno. La eficiencia del acoplamiento medida en base a la 

fracci6n de IgG-125r (añadida como trazador) que se une al gel.­

es de 81.4%. se utilizan los anticuerpos del suero SB en la colum 

na. La insulina-I-125 que se pasa por la columna es retenida en 

su gran mayoría por el gel. Aparece un pico pequeño de radioact~ 

vidad en las primeras fracciones del lavado. El segundo pico co­

rresponde a .insulina-125 r inmunorreactiva que es eluible con áci 

do acético O.lM (Fig. 45) • 

. ! 5. 4 • l. l. Capacidad. 
•....J 

,.,,.¡. 

t~f 

La capacidad de la columna se determina cromatografiando i~ 

sulina porcina a través de la columna en las siguientes cantida-

des: 100, 300·, 500 y 1000 ng. La columna se lava con solución de 
.. 

fosfatos y después se eluye con ácido acético. La cantidad de in 

U sulina presente en cada f racci6n se mide por radioinmunoanálisis 

( Fig. 46). Se observa que la columna preparada con 200 µl de -

·gel une· 36 ng de insulina. Esto permite calcular una capacidad 

de 18Ó ng/ml. 

5~4.1.2. Propiedades. 

La habilidad de la columna· para discriminar entre la insuli 

na inmunologicamente activa y la no inmunorreactiva se probó 

· 121. : . . .. 
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.Fig. 45 Perfil de eluci6n de insulina-125r en una 

columna de cromatografía de afinidad. 

Fig. 46 Patr6n de eluci6n de la columna de cromatografía 

de afinidad para insulina con diferentes cantid~ 

dés de 'insulina porcina. 
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·-- úsando. insulin~- 1 ~ 5 r que pre_senta una inmunorreacti vi dad· del 39% 

frente a. los anticuerpos de in'sulina (suero SI\) a l~ diluc.i.6n 

6ptima del radioinmunoanálisis; Cada uno de los picos obteriidos 

se vuelve a cromatografiar en la misma columna y se obtienen -

dos picos de cada uno (Fig. 47). La inmunorreactividad de cada -

pico se mide con los anticuerpos del suero SA dando los valores 

de la tabla 2. 

pico 1 pico 2 

% Radioactividad 36. 61 

. .", . 
. 12'3 ~ ·,. 

- - - - - - --
pico 1-1 pico·l-2 pico 2-1 pico 2-2 

% Radioactividad 24.8 B.O 4.3 45.1 

Inmunorreactividad(%) 00 10.0 a.o 50.' 

Tabl"a 2 •. Inmunorreactividad medida con anticuerpos contra 

:insulina (suero SA), de ¡os picos obtenidos en -

una columna de cromatografía de afinidad. 
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Cromatografía de insulina-125 r a tr'avés de una columna 
de cromatografía de afinidad. (Ver Tabla 2.) • 

200 000 cprn TRH 
¡ 

Frente del 
·ciisolvente 

Distribuci6n de la ~adiactividad en una .placa de 
. 3 .. 

·cromatografía donde se corri6 TRH- H. La flecha 

.indica la posici6n del TRH estándar no.marcado • 
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5.4 •. 2. Columna para TRH. 

·s.4.:i.l. l'urificaci6n de TRH tritiado. 

·El TRIÍ marcad~ con td tio ( 3H) de NEN muestra un producto -

radioactivo que migra diferente al TRH estándar en la cromatogr~ 

fía de placa delgada. Esta fracci6n de radioactividad no revela 

con el reactivo de Pauli y aumenta en proporci6n conforme el 

TRH- 3H tiene más tiempo de almacenamiento (Fig. 48). 

El TRH- 3H eluído de la placa y recromatografiado presenta -

un solo pico que comigra con el estándar de TRH frío. Conservan-

do el TRH marcado en congelaci6n no presenta degradaci6n signif !_ 

cativa hasta un mes después de repurificado. 

5.4.2.2. Condiciones de cromatografía. 

Se acoplan anticuerpos contra TRH de un suero de conejo, con 

una eficiencia de reacci6n, medida por la incorporaci6n al gel -

125 de IgG- I, de 79.5%. 

Se encontr6 que el TRH se une en cantidades mayores al gel 

al aumentar el tiempo de incubaci6n hasta las tres horas, cuando 

se alcanza el equilibrio (Firj. 49), 

El.patr6n de eluci6n de la columna se muestra en la Figura 

50 para TRH- 3H y TRH- 125r, después de incubar cada uno durante -

tres.hóras c6~ ei gel. 

5.4.2.3. Capacidad. 

·se aplica a la columna TRU- 1251 (~ 20 000 cpm) junto con -­

cantldades cada vez mayores de TRH frío. ~e prueban: 100, 200, -

.125 1/,:. :
0 
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300 y 400 ng de péptido no I!larcado (Fig. 51)'. 

Cuando se ponen 400 ng el TRH radioactivo es ·desplazado co~ 

. pletamente de una columna que tiene 190 ~l de gel. Dividiendo es · 

ta cantidad de péptido entre el volumen tenemos una ~apacidad d.e 

2.1 ~g/ml. 

5.4.2.4. Propiedades de la c~lumna. 

3 El TRH- H se cromatografía en la columna de afinidad. Cada 

uno de los picos obtenidos se pasa nuevamente por la columna, en 

contrandose la distd.buci6n de radioactividad siguiente: 

pico 1 pico 2 · 

% Radioactividad 45 42 

pico 1-1 pico 1-2 pico 2-1 pico 2-2 

% Radioactividad 26 16 11 36 

El extracto de hipotálamo de rata pasado por la columna de 

cromatografía ae afinidad presenta en las fracciones eluídas con 

ácido acético un producto que es inmunorreactivo frente a los an 

. ticuerpos contra TRH. En todas las demás fracciones.no se detec~ 

ta TRH por medio del RIA (Fig. 52) . 

Se midió por RIA la cantidad de TRH. en el extracto de hipo­

tálamo despu~~ de quitar restoé celulartis por 6entrifugaci6n y ~ 

· neutralizar el ácido de la sol'uci6n. También se determinó la can-· 
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Fig." 51 Determinaci6n de la capacidad -de la columna 

de .cromatografía de afinidad para TRH. 

,_., .. 

Al aumentar la cantidad de TRH no marcado se 
. ' . . 125 . . 
: _desplaza mas el TRf!,- I unido. al gel •. La can 

tidad qu~ d~splaza toda la inarca dividid~ en­

tre· el volumen de gel -dá ·1a ·capa.cidad. 

. ·t26z 
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·Fig. 52 ·Perfil cromatográfico dél extracto de hipotá-
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. lamo de rata en la columna de afinidad. 

Se mide la cantidad de TRH por RIA en 50 µl -

de cada fracci6n ( 1 ml.) de· la columna. Sola 

merite las fracciones eluídas con ~cido acéti­
co presentan TRH. 
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Údad de TRH recuperado después d.el proceso de purificación tra­

dicional en·cromatografía en capa delgada. 

Estos valores se .comparan con los recup_erados de TRH a tra­

vés de la cromatografía de afinidad (Tabla 3.). 

MUESTRA TRH (ng)/hipotálamo * 

Homogenado_de hipotálamo 10.3 ± 0.3 (6) 

Eluido columna de afinidad 2.6 ± 0.06 (8) 

Eluido placa de sílica 2.1 ±.0.3 (7) 

' *Media ±_ls; () número de muestras. 

Tabla 3. · TRH irununorreactivo proveniente de un extracto 

de hipotálamo de rata. Comparación de dos méto­

dos de purificación. 
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

··Para poder realizar un radioinmunoanálisis uno de los ele-

·mentos mas importantes es el anticuerpo, ya que en general son 

sus propiedades las que limitan mayormente la sensibilidad y es 

· pecificidad de todo el ensayo. 

En el caso de insulina se inmunizaron varios cuyos par·a oE_· 

tener anticuerpos contra la.hormona. Se escogi6 este animal po_E 

que da una buena respuesta inmunol6gica y pocos problemas fisi~ 

16gi?os debido a que su insulina difiere en varios.aminoácidos 

de la de otros mamíferos (49) (104), evitandose así el fen6meno 

de autoinmunidad contra la hormona. 

S6lo uno de los cuyos gener6 anticuerpos. Esto puede deber 

se a que los animales no estaban en 6ptimas con~iciones f isiol~ 

gicas, lo cual es importante para una buena respuesta inmune, o 

bien, que el antígeno no estaba disponible en una concentraci6n 

y estado adecuados (mezcla con el adyuvante, sitio de inyecci6n, 

etc.) ' para ser reconocido por el sistema inmune del ·animal. 

El anticuerpo obtenido present6 un buen título (1/8000), -

aunque es preferible en general, que sea mas alto; sin embargo, 

es mejor que el título de los sueros comerciale·s. 

~ara los anticuerpos contra TRH se utiliz6 un conjugado 

que aumenta el poder inmunogénico del pépÜdo. Un conejo di6 

. respuesta formando anticuerpos. Aunque el. título del suero.· es -

bajo (1/2060 al 30i de U/T) tiene una buen~.sensibilidad (5 pg) 

y permite la obtenci6n de un buen rad.ioinmunoanálisis·. A pesar · 

de esto es deseable obtener sueros con mayor título para lo 

cual se puede tratar de inmunizar con otro tipo de conjugados. 

131. 
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Las cadenas J\.-sso3- ·y B-sso
3
- de insulina porcina en.for 

ma de conjugados no iniciaron la formación. de anticu~rpos en. 

·10.s cuyos inmunizados. En el caso de la cadena A se sabe que 
. . . . . .. . 

los sitios antigénicos de la molécula de insulina .. están en la -

cadena B principalmente (103), por lo cual es difícil la forma-

ci6n de anticuerpos contra este péptido. Es necesario probar o-· 

tras sistemas (como conjugados, adyuvantes, etc.) para tratar -

de aumentar su poder inmunogénico. 

La cadena B generó anticuerpos con una baja sensibilidad y 

en cantidades muy pequeñas. Estos anticuerpos no pueden ser usa 

dos para establecer un radioinmunoanálisis o para poder emplea~ 

los en otros sistemas de detección o purificación. 

Se realizaron yodaciones de los péptidos por diferentes mé 

todos. Se utilizó en forma común ·1 mCi de 125r para el marcado. 

Esta cantidad de radioactiv~dad permite la obtención de molécu­

las con una actividad específica alta, estando aún dentro de 

los límites de seguridad recomendados para el manejo de isótopos 

que emiten radiaciones gamma (95). Se e~contró que con esta can 

tidad de radioactividad (1 nmol) se pueden marcar bien 5 ~g de 

insulina (1 nmol). Esto indica que una relación molar 1: 1 del 

péptido al izs~ es la más recomendable para el marcado de pépti:_ 

dos chico~; al usar mas radioactividad ésta no se incorpora al 

pépti.do~ Con proteínas. grandes la. relación puede ·ser aumentada 

hasta 1: 1. 

·Las primeras· yodaciones se hicieron a pil=5 ·(mejor· solubill:_ 

dad· de la insulina), pero al hacer la reacción a pH=7.5 que es 

el 6ptimo para marcar los residuos de tirosina (2) la incorpor~ 
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c;i.6n fue mayor. S~ decidi6 marcar siempre a este.último pH. 

La incorporaci6.n de radioactividad lleg6 hasta ,valores de 

80 y 90% según el tiempo· empleado. Incorporacione.s de cerca de 

90% dan una insulina-I-125 no inmunorreactiva. Marcando durante 

15 6 20 segundos se obti~ne una insulina qµe incorpora 75 a 80% 

· de la marca radioactiva y con una inmunorreactividad del orden 

de 50% (Tabla 1). 

La inmunorreactividad máxima.está en las fracciones de ma-

yor radioactividad del primer pico y disminuye progresivamente 

hacia las fracciones de la base del pico. El segundo pico que -

es yodo libre no es inmunorreactivo en ninguno de los casos. 

Se observ6 que la uni6n no específica (UNE) de la insulina 

marcada era mayor conforme se ponen mas cpm en un tubo; también 

aumenta al ir pasando el tiempo. ·En general cuando se precipita 

la fracci6n unida con alcohol el valor de UNE está entre 10 y -

15%. La precipitaci6n con Pansorbin es mas limpia que con etanol. 

Esto es, se 09tienen siempre valores de UNE menores 5 - 6% • 

También se encontr6 que cuando la soluci6n amortiguadora del en 

sayo que lleva albúmina sérica bovina al 0.2% es filtrada por -

una membrana.Millipore antes de su uso los valores de UNE son -

menores y mas homogéneos. Para resultados cualitativos y rápidos 

se· us6 etanol como agente precipitante mientras que para los de 

inás ensayos, de.rutina se us6 Pansorb;in. 

·Se observa que la precipitaci6n coh Pansorbin da.una curva 

con mayor sensibilidad que la obtenida precipitando con alcohol. . 

'El' uso del segundo anticuerpo para precipitar, genera curvas 

.Prácticamente idénticas a las de Pansorbin. 
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· Se encontró que para obtener resul·tados óptimos es muy im-

portante que tanto la cloramina T, como el metabisulfito de so-

dio sean pesados justo antes de ser usados. Esto es especialme~ 

te crítico para la cloramina T, la cual en presencia de luz y -

la humedad ambiental puede descomponerse. 

La.mezc'ia de yodación se separó en dos tipos de sephadex 

G-25 y G-10. El segundo excluye a la insulina casi completamente 

por lo que sale de la columna en.las primeras fracciones. Traba 

jand~ a un flujo lento ( 4ml/hora) se obtiene un patrón de elu­

ci6n siempre reproducible con dos picos perfectamente separados 

(Fig. 25). 

Al marcar con el reactivo de Bolton - Hunter se logró una 

buena incorporación de radioactividad al péptido pero no hubo -

una buena separaci6n de los componentes de la reacción en la --

cromatografía por sephadex. Creemos que esto fue debido al uso 

de. albúmina en la solución de elución, la cual puede unir a los 

productos de la reacción en forma inespecífica. 

El método de lactoperoxidasa requiere para su éxito de una 

enzima activa y de una concentración adecuada de agua oxigenada. 

Es muy importante asegurarse de.que el 11 20 2 usada esté realmen­

te al 3Q% y sea reciente~ En nuestro caso creemos que el probl~ 

ma radicó en la enzima que dadas las condiciones de almacenamien 

to· se ·inactivó. · 

El método de lodogen incorpora menos radioactividad (30 a 

40%)· que ei de cloramina T, pero gene.ra i.nsulina- 1251 con ínmu...: 

norreactividades ligeramente mayores a las del segundo m~todo. 

Este proceso por requerir mas tiempo es mas controlable, pero -

. ...... '/ 
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·'-tiene el inconveniente de .que expone_ a la persona por' mas tiempo 

al yodo-125 •. 

En la caracterizaci6n de los sueros se encont_r6 que el. suero 
. . . . . ·. ·. . . . 

de cabra (SB) y el de cuyo (SS). tienen un título y sensibilidad 

semejantes. Sin embargo, el suero SA·aunque con título sumamente 

menor (30% U/Ta 1/200) presenta una sensibilidad mayor (Fig. 34). 

La gráfica de U/Uo en funci6n del logaritmo de la concentraci6n -

del antígeno da una curva sigmoidea 'cuya parte central es prácti-

camente una recta. Entre mayor sea la pendiente de.esta parte de 

la curva y mas a la izquierda se encuentre mayor es la sensibili­

dad del suero. Al contar con una cantidad de este suero (SA) sufi:_ 

ciente para trabajar mas de un año se decidi6 usarlo para establ~ 

cer el RIA de insulina,mientras se obtenía un anticuerpo en nues-

tro laboratorio. Ahora se puede realizar el RIA con el suero ca--· 

mercial SA, o bien, con el suero obtenido aquí SS. 

Incubando a 48 horas se une una mayor cantidad de antígeno -

marcado al anticuerpo que a 24 horas pero la diferencia no e.s sis_ 

nificativa, por este motivo se decidi6 incubar en lo sucesivo so-

lamente 24 horas. 

La curva final del .RIA es muy reproducible (Fig. 36). Presenta 

una zona lineal entre 100 y 1000 pg. Esta regi6n permite interpo-

lar con mucha confianza valores de muestras desconocidas. Todas -

las. m~estras fueron leídas en ésta zona de la curva. 

Se enc6ntr6 que los anticuerpos cruzan perfectame11te con 

la insulina bovina. aunque con una ligera menor se·nsibilidad. Es--· . 

. to permite que el ensayo mida insulina de otras. especies dife--

¡·::-: . 
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rentes a la porcina con· gran confianza, cuando· estas nQ sean muy 

diferentes en su composici6n de aminoácidos a la porcina como es 

el caso de la ·humana (Fig. 37). 

Se encontr6 que ninguna _de las cadenas A o B de insulina --
cruzan con los anticuerpos contra insulina. Esto permite que 

se pueda medir insulina en una mezcla de reasociaci6n de ·cadenas 

~in tener que purificar la insulina de otros componentes de la -

reacci6n (Fig. 38). 

En el caso del RIA para TRH, ambos sueros de que disponemos 

tienen una sensibilidad del 6rden de 5pg., lo cual permite deter 

minar con gran confiabilidad TRH en muestras fisiol6gicas. En ca 

da ensayo se determina el TRH con un extracto de hipotálamo de -

rata a diferentes diluciones para generar una curva que debe ser 

paralela a la curva estandar. Si esto es así, significa que aqu~ 

llo que s'e mide presenta un comportamiento semejante al producto 

end6geno del tejido donde se produce. Cuando las curvas no son -

paralelasr el ensayo es descartado. 

El marcado de TRH con 125r se realiz6 con cloramina T sien-

do reproducible en todos los casos. El producto tiene una inmun~ 

rreactividad de 50 a 60%. En la separaci6n de la mezcla de·-

reacci6n por sephadex G-.10 se obtienen varios componentes que no 

·son inmunorreactivos (Fig. 42). Estos pueden ser productos de -

d~gradaci6n dei. T.RH ya que su proporci6n aumenta al marcar TRH 

almacenado por mas· tiempo o bien, TRH que incorpora mas de un -­

átomo de yodo por molécula. La eficiencia de la· ·columna es muy 

buena, siempre y cuando se mantenga un tamaño largo (mas de 15cm) 

y un flujo lento: 4ml/hr. 
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Para la purificnci6n de estos péptidos con el uso de anti­

. cuerpos, la cromatogr.affa de afinidad es una buena al terna ti va. 

. 137 .... 

Se trat6 de obtener columnas para este tipo. de cromatografía· unien 

do los anticuerpos· a sepharosa 4B con Br CN (3) (22). 

Los ariticuerpos se unieron al gel con una eficiencia promedio 

del 80% en todos los casos. Ya con los geles activados se· montaron 

columnas que llevan un volúmen pequeño de gel (menos de lml) para 

evitar los fen6menos de adsorci6n inespecífica al máximo. 

Se encontr6 que no basta pasar la muestra por la columna 

aunque sea lento para obtener los mejores resultados. La reacción 

de uni6n del péptido a sus anticuerp~s _que está pegado al gel re­

quiere un mínimo de tres horas para llegar a un equilibrio. Por.­

esto se deja la muestra en contacto con el gel en una columna' ce­

rrada y con agitaci6n por varias horas antes de lavar y eluir. 

Las columnas obtenidas retienen al péptido de interés marca­

do radioactivamente, lo mismo que al péptido frío, y lo eluyen -­

posteriormente selectivamente al cambiar el pH en la ~alumna desde 

7.5 hasta 2.0. 

En el caso de ambas columnas, se determin6 que la capacidad 

que tienen es muy baja para poder ser usados con fines preparati-

j vos,_ sin embargo en fines analíticos pueden ser muy útiles. Esto 

·es importante para el caso de insulina la. cual se desea purificar 

en grandes cantidades, ya sea de extractos de páncreas o bien de 

los productos de reasociaci6n de cadenas obtenidas por Ingeniería· 

Genética. ·'.Para el TRH esto es relativo, .porque las m_uestras que. 

_,' se trabajan tienen cantidades pequeñas (micrograrnos), y tal vez -

en ciertas purificaciones como las hechas a nivel de laboratorio 

de investi~aci6n, l~ end?crinología ~ca suficiente con fines -
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"preparativos". 

La capacidad puede ser aumentada si se usan anticuerpos con 

mayor título y sensibilidad, purificando las inmunoglobulinas y 

uniendo solamente éstas al gel y probando otros tipos de soportes. 

La columna de insulina separa los productos radioactivos no 

inmunorreactivos, con lo que aumenta el valor de inmunorreactivi­

dad de la hormona marcada, lo cual es un indicio de que se ha lo­

grado una mayor pureza en la muestra (Tabla 2). 

Al pasar un extracto de hipotálamo de rata por la columna -

de afinidad para TRH, se detecta TRH (medido por RIA) sólamente 

en las fracciones de ácido acético (Fig. 52) mostrando esto que 

el péptido endógeno de una fuente natural se une y eluye select! 

vamente. 

Al comparar los dos métodos de purificación (sección 4.4.2.5.) 

(Tabla 3) se en~uentra ~ue las cantidades de TRH obtenidos por ambos 

son semejantes. Esto permite proponer que el método de cromatogra­

f[a de afinidad es más rápido y cómodo para purificar el péptido. 

Sin embargo, como solo se midió el TRH por RIA es necesario deme~ 

trar la naturaleza homogénea del producto obtenido por la columna 

con diferentes sistemas. 

Finalmente podemos ver que se ha logrado implementar siste­

~as de ~uantificación para péptidos en concentraciones bajas a -

través de Radioin.munoanálisis específicos. 

Se han probado métodos para la producción de anti~uerpos de 

proteínas pe.queñas y haptenos teniendo éxito en ambos. Esto per­

mite ~uponer que ensayando los conjugados y esquemas de inmu­

nización ade.cuados se logrará obtener anticuerpos contra otras 
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moléculas pequeñas como son hor~onas y fármacos, lo cual 

permitirá su cuantificación en concentraciones mucho menores. 

Se optimizaron dos métodos de marcado radioactivo con 125r 

para péptidos: Cloramina T, y Iodogen. 

Los radioinmunoanálisis con sistemas sencillos, muy sen­

sibles y reproducibles en las condiciones de trabajo existen­

tes en nuestro medio. 

Los anticuerpos específicos permitieron obtener columnas 

de cromatografía de afinidad para péptidos. Estas columnas -

permiten purificar estas moléculas con mayor facilidad y menor 

tiempo, aunque no necesariamente a homogeneidad. La capacidad 

de las co1umnas proporcionan sistemas Gtiles a nivel analítico 

(detección y ~urificación en laboratorio), pero no preparativo 

en gran escala. 

139 



¡ .. 
··1 
__) 

'; 
'-' 

e:--. •, 

REFERENCIAS. 

1. Aharonowitz Yair and Cohei.1 Gerald.: The· rnicrobiological produc­

tion of pharmaceuticals. Scientific American. 245. 106-,118. 

'(1981). 

' 2. Arnott S., Fulmer A., Scott W. E.: The agm:ose double helix and 

i ts fllntion in agarose gel structure. J. Mol. Biol. 90. 26 9-284 

(1974). 

3. Axén R., Porath J., and Ernback S.: Chemical coupling of pepti­

des and proteins to pilisacharides by means of cyañogen halides. 

Nature (London). 214. 1302. (1967). -·.:·.;_~{:g:y 
. ~--t.: .. _ 

4. Bailey L. J., Cole R. D.: Studies on the reacÜ'J~t'6¡-·sulfite with 

proteins. J. Biol. Chem. 234. 1733-1739. (Í9s9r. 

5. Barret J.T.: Inmunología. Introducción a la inmunoquírnica y la 

inmunobiología. Editorial Inte:i:americana. México. (1972). 

6. Bassiri R.M., and Utiger R.D.: The preparation and specificity 

of antibody to thyrotropin releasing hormone. Endocrinology. 2.Q.. 

722-727. (1972). 

7. 

8. 

Bentley P.J.: Endocrine Pharmacology. Physiological basis and -

thcrapeutic applications. Cambridge University Prcss. England. 

U. S.A. ( 19 8 O)'. 

Birnbaumer L., and Swartz T.: Indirect Iodinations,, in I.abora­

tory Methods Manual far Hormone Action and Molecular Endocrino-

· .logy. Sevcnth Edition. (W.'l'. Schrader and B.w.·o'Mallct Editors). 

Baylor Collcge of Medicine. Ilouston •rcxas. (1983). 

'·11!0 



.. 
•• ,, 

~ 

i 
_j 

1·¡ 

...... 1. ¡; 
. ~: 

9. Birnbcitimer L;, m1~~.Svmr:~z 'T,; :• 'rhe use of:.iodogcn~fo fodiifaté 

•- :,pcptié:l~ li~rmories?1 ir1 I1iJ)JOrafory, Methóds Mai1ual for' Horrnone Ac­

.tfon a1192-~t9}e9ul~r :End()crinÓlogy '.~.~~e~enth Editio11 .. (W. T. Schra­

der and· Il.Ú.;O;Mal:Íey Edit~f~¡~'j~yl'~r pol.lege of Medicine. 

Ilouston Texas:· U. S.A. (1983) ~·· 
. . . . . "" '.,· :.: ~ ·":: 

. ' . : '.· .. ,:~;.; 

i'o. Blackwell. R. E.,. and Guillem.iri' IC.: J!ypothalamic 

· hypophyseal secretions. · Ann ~. Rev:; .. Physiol.. 35 .. 

cont:rol of adeno- . 

357; (1973). 

11. Bloom E.F.: Neuropept_ides. Scientific American •. 245. 114-124. -

( 1981). 

12. Boler J.: The identity of chemical and hormonal properti.es of -

the thyrotropin releasing hormone and pyroglutamil-histidyl-pr.2_ 

lineamide. Biochem. Bioph~es. Commun. }]_. 705-710. (1969). 

13. Bolívar F.: Producci6n de hormonas humanas por ingeniería gené­

tic'a molecular. Naturaleza. l_. (79). 23-32. (1979). 

14. Bolívar F.: Ingeniería genética molecular. Ciencia. 31. 155-163. 

(1980) . 

15. Bolívar F., Rodríguez R., Grcene P.J., 'Betlach M., Heyneker H., 

Boyer A.W., Crosa J. and Falkow S.: Construction and characteri 

zation of new cloning vehicles. II. A·~ultipurpose cloning sys­

tem. Gene. 2. 95. (1977). 

1.6. Bolívar F.=· Recombinaci6n "in vitro 11
• de ácidos nucleicos. Inge­

niería genética molecular. Rev. r,at. Amer. Microbiol. 21. 37-55. 

(1979) . 

17. Bolton E.A., and Runter W.M.: The labeiling of pr~teins ~o high 

specific r~dioactivities by conjugati¿n to a 125r-containing 

acylating agent. Application to the radioimmunoassay. tiiochcm. J. 

133. 529-539. (1973). 

--;[•-

141 



_-- ;'-'-o---- . ¡; 

18. Bowers C.Y.', l~eil.A., Chari:g J.K.; Si.l.vcrsston· H., Enzm"amm F. 

~,and F'6lker;; : ··Acjj:~ity -< s~tiúctur'e Refafionship~ or:·· the _TRI!. 

Biochem~· Éiophys. i~es: cc5riunuib ~40:'~683. q97Ó). 

19. cecil R. and · Loening v.~.?)rh~ ~:~~'fiiri' ~f:1:úe :hi~~_{phide· -
groups of insuline wi th ~Ódium suf]?h.it.i~.; ·±1{& l3:i:ócchem. J. 2.§.. 
146-155 (1966). •, . • 

20. Cotman C.W., McGaugh J .L.: Behavioral Neurosc:Lence. Academic 

Press. New York. London. (1980). 

21. Cuatrecasas P.: Insulin receptor interactions in adipose tissue 

cells. Direct rneasurement and propierties. Proc. Nat. Acad. Sci­

(U.S.:..l_:__ 68. 1264-1268. (1971). 

22. Cuatrecasas P.: Protein purificatibn by affinity chromatography. 

J. Biol. Chern. 245. 3059-3065. (1970). 

23. Davis B.D., Dulbecco R., Eisen H.N., Ginsberg H.S., Wood W.B., 

McCarty M. : Microbiology, including immunology and molecular ge­

nctics. Seconcl Edition. llarper & Row Publishers. U.S.I\. (1973). 

24. Diccionario de Especialidades Farmacéuticas. Vig6sima novena -­

Edición. Editorial PLM. M6xico. (1983). 

25. Dixon G.H., and Wardlaw A.C.: Regeneration of insulin nctivity 

from the separated and inactive A nad B chains. Nntur!::_Jl,ondonl_;, 

188. 721-724 .. (1960). 

26. Epelbaum J.: Subcellulnr distribution of radioimmunonssayable -

.sornatostatin in rat brain. Brain Rescarch. 126. 309-323. (1977). 

27. Ekins R.P., Newman G.n.· and O'Rividian .J.L.H.: Statistics in 

Endocrinology. (J.W. McArthur and 'r. Colto.n Editors). MIT Press, 

Cambridge. p. 345. (1970). 



¡; 
." .~ / 

-28. Fraker·P.J. aiid.Spcak J.C. LTr.: protcj_n and ccl.l mcmbrane iodi 

-, natio11s with a i:;purü1gly. ~oluble. chloranlid~, 1, 3, 4, 6-tetracloro-

. 3a,~a~~~~:~1~l?1,ic~l~ril'. ~.io~l1~~·:::~:~º.?hy~·. Res.Conimun. BO. 849-

857. ".'. :< . ' ,;.·~{,'.:~~,}~¡.J/'·•2',.;·,,. ~:: ;.: .,. 
. . - . -- '. ' ,·::'~::' . ,;····;':~:·;:·~- . - t}:, 

2 9 •. :Freeman · tcii1~rci ~~°' & Bl~Uf6x":M·) :i5Ciri'a.ia: Editors. : Ra.dioimmunoa--. ·,;. -"-·:·<;<·./ ., .. ··,.,., " 

ssay. Grune & Strattofr,:Iric;:\u~·~;·J\~ (1975) . . ··• . . ·- . . - .. , . . . " ~· . ' 

30. E'udenberg ILH., Stites P.D,1 Cal.dwell L·.J., Wells J.V.: Inmuno­

logía clínica. Segunda edici6n. El Manual Moderno. México. (1980). 

31. Fukuda N., Nishimura O., Shikata M., Hatanaka G., Hiyamoto M., 

Saji Y., Nakayama R., Fujino M. and Naguwa Y.: Synthesis and -­

pharmacology of TRH anal.agues to separate central nervous system 

action from endocrine activity. Chem. J?.harm. l3ull. 28. 1667-1672. 

( 1980). 

32. Garratt C.J.: Effect of iodination oh the biological activity of. 

insulin. ~~tuE'"· 201. 1324. (1964). 

33. Garvey, Cremer, Sussdorf.: Methods in immunology. 3th Edition. 

W.A. Benjamin, Inc. London. U.S.A. (1977}. 

34. Gilbert w., Vil.la-Komaroff L.: Proteínas útiles obtenidas a paE_ 

tir de bacterias recombinan tes. Inves_tiqaci6n y Ciencia. 45. 

46-56. (1980). 

35. Gilbert w., Villa-Komaroff L.: Useful ~roteins from recombinant 

bacteria. Scienti.fic 11.merican. 242. 68-82. (1980). • 

"36. Goeddel D.V., Kleid O.G., Bolívar F.·, Ileyneker 11.I., Y[lnSut:a D. 

G., Crea R., Hirose •r.,. Kraszewski A.,· Itakura I<., Riggs /\.R.: 

Expression in Eschcrichia soli of chemically synthesizcc1 genes -

for human insuli"n. Proc. Nat. Acad .. Sci. U.S. 76. 106. {1979). 



..._. 

~· 

38. 

39. 

40. 

. ·,, 
. ' 

'·· 

.Goodmai1 JJ. S._, ·c;illman A. ; 'l'he pharmaccilogical basis · of therapeu 

~ics .. sixth Earti,011; MácMcÚian·_.riubB.shii1g o.o~ t"'Inc .. u. s ~A. ( 19 ;o¡ . 
:"'<'" .--, .• ·.,• <_,' .-_,,( ":;_,~'-----~~~~,"·-··~:.,.'.'• ,··~;::,r·'.:;·.:·, -

\- ·.,_,";<"; ,::,·.:,~':.:.~}r: ,",'.,'',:._· \··,,.,,',·'" - -,-•;;:;-·--• ,,·,~·- '',~:--·~' 

:::!~~:i~tWii~~~~~;_._:_~_._:_:_,• __ ,_~-·-·-~-•-:_f_•._·•_'_1_,; __ ;._• __ ._-._.~_:_i.!_ril~!~~~il'i~~t~!i;~~c~~::: 
.-~ ·: ~'.-:?-~·-;;··;:;~;~· >.F ·. . ·:~:_ :.~--- <.~.-~ -: ·: -.- ·-. 

~::::.1:;··~j-.•.t~f :frtf~!'.• ~i~:?1~~~~·~~;~~-t~~~~t¡lh~¡~~~~;f~1f[~:~y;~:~0~::~ 9) . 
. .--

Greenwoód F.C., Hunter W.M. an<l GÍd~~i 
131 :·,·•·•c:-•' 2•·• ·.· 

I labclled human growth hormone.c>,,( . 

ty. Biochem. J. 89. 114-123. (196_3),¡iÉf·~~~J. 

· preparat.i.on of 

radioactivi-

41. Guillemin R., Yamazaki E., Gard D.A.,·.J~t'lEiz M., Sakiz E.:"In -

vitro" secretion of thyrotropin {TSB) : stimulation by a hypoth~ 

lamic peptide (TRF). Endocrinoloqy_.21. 564-572. {1973) .· 

42. Guy E.A. Editor.: Handbook of radioimmunoassay. (Clinical anc1 -

Bi6chemical Analysis Vol. 51. Marcel Dckker, Inc. New York U.S.A. 

(1977) . 

43. Guyton A.C.: Tratado de fisiología médica. Quinta edici6n. Ed. 

Interamericana. México. {1977). 

44. Handbook of experimental immunology. Vol. I Immunochcm:Lstry. Ecl. 

by D.M. Weir. 'l'hird Edition. Blackwcll Scicntific Publications. 

Oxforcl. Great Britain. (1978). 

45. )!arpar 11.A., Rodwc11 V.IV., Mayes P.l\.: Mu.nual de Química. li'isio-

16gicn. Séptima edición. Edi."torial: El Manual Moderno,· S.A.- (1980). 

46. llokfelt. T. i Jolrnnsson O. ,Ljungdahl A., Lunµbcrg J.M., Schultzl.Jcrg 

M.: Peptidergic neurones. Natura. ~84; 515-.521. (1980) . 



1"1 

!J. 

n 
'"" 

H 
! ! 
L.; 

47. Ilughes L.w:: The chernis~ry of iodination.' l\11.r1. N.Y: Acad. Sci. 

1º.· 3 .. (195]).< _,~ 

48. llunter W.M:: "RéÍ'.dioin\munoassay". in Handboo~'of'~cxp~dn1ental im­

rnm1ology/yol, .l. Immunochemistry. Edited by. D;M. i4eir.· Tl1:ird 

Editfon. Blackwell Scientific PU:blication~. Oxford .. Ú 978) . 

49. Inagaki Y., and Yohmoto K.: A method for the iodinátion of insE_ 

lin and i ts binding 'to dissociated mouse manunary cells. Endocri­

no l. Ja:eon. 28. (1). 29-35. '(1981). 

50. Insulina en Estadistica Industrial Anual. Secretaria de Progra­

maci6n y Presupuesto. CGSNEGI. México. (1980). 

51. Insulina. Importación. Fracciones arancelarias No. 29. 39 A 006. 

Instituto ~1exicano de Comercio Exterior. México. (1982). 

52. Itakura K., Hirose T., Crea R., Riggs A., Heyneker H., Bolívar 

F., and Boyer H.W.: Expression in Escherichia coli of the chemi­

cally sinthesized gene fer the hormone somatostatin. Sci_ence :_ 

198. 1056 .. (1977). 

53. Jackson I. , .and · Reichlin s. : Brain TRH is independent of hypo­

thalamus. Nature. 267. 853. (1977). 

54. Jackson I.M.D.: TRH in the rat nervous system: identity with syn 

thetic TRl-l on, high performance liquitl cromatography following -

affinity chromatogrc:iphy. Brain Rcsearch. 201. 245-248. (1980). 

55. JD.ffe B.M. and Benrman H.R. Editors. :· Methods of hormonc rntlio­

immunoassay. Second Edii:.ion. Academic Prcss. N.Y. U.S.l>. (1979). 

56.· Jeffrey c.•.r.: Funclamentnls of Rll\ and other liqanc1 assays. 

Scientific Ñcwslettcrs Inc. U;·S.l\. (1979). 



5 7. Joseph-Bravo P. I. : S l:.udies in l:.hyrotropin .r:eleasing hormone :· _de­

gradation and releuse; Thesis far. Ph.D. c1~g1:~.e. University of -
- ··- - " . . .- ·---':---,-•···.- .~;,_ ;_, __ ; ___ .,_,_ .• c._ - ·_'. 

• • • ·. -, ' ; ;·.-C , • ··-;•,;e":-.• ; ' - -. ' ·,:~-:.:• 
. .. Lonclon. (1978). 

..· ; 
•' ._ , .... '\(.>~ <'.~;: ·-:~~~-;-- , :.•"/' : :::_ f~~;-~~:", -:_~-~' -.-

. ·11!6 

58. Joseph-Bravo P.I., Charli J.L •. ,· P~~·~ªhf?~;:~}~~~~'.t}··:~~.i;,a~1\C:r:.Effoct .. 
of neurotransmitters on .the "in. vitrp,1:};pel~~se. of~. immun.oreactive 

thyrotropin-releasing hormone <frpr.n~-~af:·~ri~~di.bbásal hypothalamus. 

Endocrinolog_y. 104. _801-806. (1979) .~. / .. 

59. Kastin A.J., Ehrensing R.H:,· ~ch8iá::D';S. and Ancherson M.S.: Im­

provement in mental depress.i.011. wi th dec1:eased thyrotropin res--. . - __ -_-, 

ponse after administration of thyrotropin releasing hoi:mone. 

Lance_!, ii. 740-742. (1972). 

60. Katsoyanis P.G., Tometsko A., Zalut C., Johnson s., Trakatellis 

A.C.: Studies on the synthesis of insulin from natural nnd syn­

thetic A and B chains. I. Splitting 6f insulin and isolation of 

the S-sulfonated derivatives of the A and D chains. Diochcm. G. -------
2635-264.1. (1967). 

61. Katsoyanis P.G., Tometsko A.: J.nsulin synthesis by recombination 

of A and B chains: a highly efficient rnethod. Proc. Natl. Acad. 

Sci. U.S.A. 55. 1554-1561. (1966). 

62. I<cssler S. W. : Rapid isolation of antigens from cells wi th a 

sl:.aphylococcal protein A-antibody adsorbent: paramctcrs of the 

it1teract.ion of antibody-antigcn complexcs with protein A. Journ~;L._ 

of: Irnmunology . .!.l~ (6). 161.7-1624. (1975). 

63~ Klinger N., Gobel P., Seif F.J., Kalbacker H. and Waltcr W~: TSH 

and prolactin relcnsc of •rmr and TRI! analogues; Acta. ·Endocr. 84. 

(i. (1977). 

64. Lchningcr A. L.: Biochemistry. Seconc1 Edltion .. Worth Publishers, 

Inc. New York. (1975). 



. . : t,'t' 
..... 

6 5. Long. E. e; : :Liquid scinF i latfon' coünting .th.eory. ali d. tcchniques. 

Beckman' InsttUmcnÚ Ihc~ r Yeditor.·(l98.0).'" 
- --·~---·-: .. -.. -7~-'é'-o'"-~'-~~~;~.~c_:·~-~:-_}_.~.;~=-~~ .. :::>· . . ___ ---~~'..: __ ~'., __ !~:-:--~·/~ . ·.'-.. 

66. Lowe• .. c.~.:~2i'~;\I~~~;d;l¿·;ti~6~:'.~~a·Ífinfty' chro~atography. North­

Hollaná p~b1'{5i~:Lr\~ :c6mi~any .. Amsterdrun .. (l9'79:) . . . . 
• .. - -.. ; 

67. Lowe C.R. ,· Harvey M.J., Dean P.D.G.: Affinit~1 chromatography 

on immobilised adenosine 5 '-monophosphate; '•Eur; J. Biochem. 41. 

341-345. (1974). 

68. Lowry O.H., Rosebrough N.J., .Farr A.L., Randall R.J.: Protein 

measurement with the ·Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193. 

265-275. (1951). 

69. Mandel M., and Higa A.: Calcium - dependent bactcriophagc DNA 

infection. J. Mol. Biol. 53. 159-162. (1970). 

70. March S.C., Parikh .I., Cuatrccasas P.: A simplified method for 

cyanogcn bromide activation of agarose for .affinity chromato-­

graphy. Annal. Biochem • .§_Cl. 149-152. (1974). 

71. McConaley P.J;, ~nd Dixon F.J.: A method of trace iodination of 

proteins for· immunologic studies. Int. Arch. 1\llergy. 29. l.85-

189. (1966). 

72. Metcalf Geoffrey.: Regulatory peptidcs as a source of new drugs­

the clinical prospects for analogues of TRH which are resistant 

to metnbolic dcgradation. Brain Rcscarch Reviews. 4. 309-408. 

( 1982). 

73. Thc Morck Indcx. An ~ncyciopedia of chemicnls énd drugs. Ninth 

Edition. Martha Windholz, editor. Mcrck & Co., Inc. N.J. U.S.A. 

(1976). 



74. Miles L.E.M., and Hales C.N.i Labellcd antibodiei and in~unolo-

gical assay. systei:i{s.: Nél.fore 219; lDG; (19~_~) '. 

7 s; Monfoya •·E,,, ~~Zbe11{~;;, •na wm~~r~~=~¿Ó~~~L}~~il1¡~~1h~~:~~: 
~~-~yi: ::·~ii{~-·~:~;r::·1A.~:ci0~·- -~ffi,I1ity' ··-··-- :·.i:.-.. -.-.. -. __ -_ -_ ---~ 

/"'. .. · · .. :--· .. 

76. Morrison M;, Bayse G;s., Webster R.G.: Use of lactoperoxidase -

catalysed iodination in immunological studies. 'Immunochemistry. 

8. 289-297. (1971). 

77. Morrison R.T. and Boyd R.N.: Química Orgánica. Ed. Fondo Educa­

tivo Interamericano, S.A. México. (1976). 

7 8. Morse J. H.: Rapid pi:oduction and det~ctío!i of insulin -. binding 

antiboduies in rabbits and guinea pig~; Exp. Biol. -

Med. 101. 722. (1959). 

79. Nair R.M.G.: Structure of porcine thyrotropin releasing hormonc. 

Biochemist;:y. 2.· 1103-1106. (1970). 

80. Odell W.D., and Daughaday . : Principles of compctiti.ve protein­

binding assays. J.B. Lippincott Company. U.S.A. pp. 33, 134-157. 

(1971). 

81. Parra t.A.: "Hormonas Prote~cas". (Manual d~ Laboratorio). Dcpto. 

Investigación Cienti fica. Centro Médico Nacional. IMSS. México. 

(1980) ~ 

82. Plotnikoff N.P., Prange A.J., nreesc G.R., Wilson I.C.: 'l'hyro­

tropin relcasing hormone: enhancement of DOPA activity in· thyroi_, 

dectomizcd rats. J:,ifc: ScL 14. 1271. (1974). 

83. Prange A.J., Wilson I.C., Lara P.P., Alltop L.B. and Brease G.R.: 

Effects of thyrotl:opin relcasing hormonc in dcpression. Lancett. 

H. 999-1002. (1972). 

11i8 



f" ! 

í: 
·¡_; 

11 
¡~ 

-C--=---,-C 

B1L Quibrera R., Torres RuvaJ,cabá A.; GÚ.erJ'.'ér~. -J\~ Escuela de Metlici 

na; Univcrsiclad Nacional Aut6no1na· de San L~is Potosí. S.I •. P. MQ. 
~ico.: " Prevalencia de diabetes<'llieliifJsJe11·228Ó fam:Í.Úas ana-

- ' J • ··: /é-·. ',:-.,~-''.•• ¡,:':.v.~ ''. - • ' • • • • '' • • • • • 

~~::!:~::~~::~::~:!::;;~:~:i~f~t1,t~iij~~;í~:iR~!§~~%~~~2 
8 5. Reeves H. C, , He eren R; , J}~~l-,(IJ~piby;~.':\:~l1i'j_·Jli~{~~rtf;f~~~~.t1fl7using 

antibody crosslinked tó pi:.cíte.i:n A agarosé ~-· Appl}~at:iéjí11Cto Esche­

richia co li NADP-isoÓi:t:faf~~.~~-hiclrog~mase: · Anal. 1úochem; 11 s. 
194-:196. (1981). 

86. Reicklin s., Martín J.B., Mitnick M.A'.' Bo~hans R:L., Grimm Y., 

Bollinger J. , Gordon J. , and Malacara. S. : 'rhe hypothalamus in 

pi tui_tary thyroid regulation. In: Rccent progress ·in hormone 

research (E. B. Ashwood editor). New York Academic Press; vol.28. 

87. Schally A.V., Bowers e.Y., and Redding T.W.: purification of 

thyrotropic hormone-releasing factor from bovine hypothalarnus 

Endocrino;):.2.SX· 11· 726-732. (1966). 

88. The SI {InternaU.onal System) for the healt!J professions. Prep~ 

red at the request of the 'fhirtieth World Healtl1 l\ssembly. 

World Health Organization. Geneva. (1977). 

89. Silvertsson 1\. 1 Chang J.K., Folkers I<., and Bowers e.Y.: Synths:_ 

sis of di- and tri peptides·and assay "in vivo" for activity in 

thc thyrotropin releasing hormone and lutcinjzing rcleas.i.ng hor 

mone ·systems. J. Med. Cbcm • .:!2_. 8. (J.972) .. 

90. Smith L.l?.: Species variation in the aminoadd s_cqucncc of insu 

lin. l\m J. MecL 40. 662-666. (1966). 

91. Smith ll.O., aúd l\lilkox K.W.:.A restr:iction en:dmc from .u_~mophJ-lus 

influcnzae. ,r.Mol. BioL 51. 379-391. (1970). 



. '.· . \.'.." ·150 . 
. ' ... 

92. Stahl Eg01:. : Thin - lay~fr ;qlfrornatcSgraj;ih:f; e A labOratory handbook. 

Academic Press Inc., . .!'.~J:~}-~11.ers'. .Gel:~lai)Y'. ·. (19tfs¡O 
·.· .. : .. ~:;'~;: ~;:· _--: ;~·-.:,_~·{:~;~~- ~~-~~:~;~:-~,~~: ·e· 'f : .. {,~}:~: .. ~.~?~~~~~,¡.;.~;-~:·-:~-~:·~-,I ~:-~:: ~ 

S t r a t ton L . , ; •• Gi~.fr!1:~-q;} .Y~:·1~~l~~f ~(l~;'.~.:i~2;~pjif i,<~,~~~11.é': . Néo ria tal . 
treatment .wi th. TRH;; éiffecbiiX.d~velopmcfrit{.léarrifoga.nd emotionality 
in the ;: ªt. · J?l1~f~f~~~'Jfl'.i0~~~~r~~~:;limrri~~~~·y1~:'.~·gy · (í97 6 i . · . 

. :··,· '··" ·:Z~.-::·:::". 

93. 

,. _.,; .:.:;:;::!: 

94. Tesser G. I·. 1 F~k';11; ~:;\, • Sc5J:íQ'yfef":R.: Limitations of affinity chro 

matography: sol~olyti~ d~t~cihment of ligands from polymcric su-­

pports. Helv. Chim. Acta .. 57. 1718-1730. (1974). 

95. University of Cambri·dge.: Precautions to be observed in the use 

of r.adioactive materials and machines which produce ionizing rE. 

diations in the labor'atori.es of the uni.ver~i ty. Camb.r:iclge. Uni­

tcd Kingdom ( October 1971). 

9G. Vale w., Grant G., and Guillemi.n R.:. Chemistry of the hypothala­

mic releasing factors. Studies on structure funtion relationships. 

In: Frontiers in neuroendocrinology. (H.F. Ganong and L. Mar.tini, 

editors). Oxford University Press. p. 375. (1973). 

97. Vale W., Burgus R., Dunn T.F., and Guillemin R.: Plasma inacti­

vation of TRI! and rcleated peptides: its inhibition by various 

means and by the synthetic dipeptide PCA-His-OMe. Horm~~· 2 

193. (1971) . 

. 9 8. Valles Sánche,z Victoria. Clínica de diabcb:?s. Instituto Nacional · 

de la Nutrici6n: "Salvador Zubir.án". Comunicación personal. 

99. Werner. S., and Machleidt W.: Isolation of prccurso~s of cito-­

chrome o.xidase from NeurosJ29ra crassa: appli.cation of sul.mni t -

specific antibodies 6nd protcin A from Staphylocodcus Durcus. 

J. Biochem. 90. ~9-105. (1978). 



•.:.· 

100. WhÜe. A.'· Handlcr P., :smith E.I,. / II:i.li R.r,. 1 Lehman. I.R.: 

Principles of biochemistry .. Sixth edH:ion. McGraw-HÚl 
BOok Cornpuny. U,S.A. (1978). :' :.·:~-:. .. ·' ;,;' 

. \,"~ ,·:·:~c.;z :r. 
101. Wilson I.C., Frange A. J., Lar a P .. :L: '·· A?~~;f~J?;,W~·B·, SÜke­

leather R.A., and Lipton M,A.: TRH p§yc~l:fiólo~lcál rGs-­

ponses in normal womcn. Arch. Gen: Ps~YZi9.'·.15. (1973): 

.,: -·:·:: 

102. Ninokur !l., Davis R., and Utiger R/D.: Subcelular distri­

bution of TRH in the rat brain and hypothalamus. Brain -­

Research. 120. 423. (1977). 

1O3. Yagi Y. , M.aier P '. , Pressman D. : An-Úbodies agains the 

component polypeptide chains of bovine insulin. scic:~.~..:... 

147. 617-619. (1965). 

104. Yalow R.S., and Berson S.A.: Irrununoassay of endogenous -

plasma insulin in man. J. Clin. Invest. 39. 1157. (1960). 

105. Yalow R.S., and Berson S.A.: Chapte 1 "introduction and 

general considerations". In: Principles of competitivo -

protcin biriding assays. (Odell & Daughaday, Gditors). -­

J,B. Li.ppincott Co., Philadelphia. (1971). 

106, Yallow R. S., and nerson S.A. : Raclioimmunoass<iy of p.lasma 

insulin .. In:Mcthods of Biochemical Analysis. Vol. XII. -

Editad by David Glick. Interscicncc Publishcrs. New York. 

(1964). 

151 



... , ... _____ .... ______ ._ __ .._ ______________________________ :.......-.~ 

-.:.1 , .. _ .. 
. ., 

.. • ·1 
.;.::: 

). 

l 
1 
1 ., 
~ 

l 
·j 

' ¡ 

APENDICE A. PROGRAMA DE COMPUTACION PARA RIA. 152 

L O G 1 T - L O G R 1 A P R O G R A M. 1 C R L l 

T 1 - 5 9 

"-------r------'\ 
~,.:.-S_u_b_r_o_u_t_i_n_e_-S_D_M----------'--4-7------, 

'----------~---~~----~ 

.._ ________ ...,... ________ __.29 
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Linear Regression 
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:2nd Pgm l 
,sea CLR R/S 

Define A as cpm : 2nd Lbl A 
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.._~t-r~e-g~i_s_t_e_r~~~---;-x __ ~_t ______ _,1oe 
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: ~~g~~ ~ 
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1 Enter number of replicates 
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4 En ter Bo 

-- - --- - - - .;... - - - - - - - - - - -- - - -

5 Clear linear·regression. Curve 
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- - - - - - ·----.- - - - -- -· - -
En ter standard dosis 

-- - ·- - -· - - . - - - - - - - - - -- . ..... --. - .. 
7 Compute curve parameters 

-
- - - - - - - - - - . -- - - - - - - - -

8 Cofl!pUte unknown dosis 

.. 

NOTES: 

l. After last replicate, it displays .. O. 
2. Step 6 must be repited far euch rcpl icute. 
* Display shows number of points in curve. 
3. m - slopc 

b - y-intcrcept 
r - correlation coefficient 

** · Flashing indicatcs out of range. 

-- ... - - - .. 
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Acido ac6tico J~T. ~aker 

Acic1o b6rico ·. J.T. Baker 

Aciclo clorhídrico 

Acic1o etilén diamino tetracótico 

Acido sulfanilico 

Acido tricloroac€tico 

.l>cetato c'le sodio 

Acetonitrilo 

Adyuvante incompleto de Freund 

Adyuvante completo ele Freund 

1\lbúmina sérica bovina 

Alcohol eU'.lico 

Alcohol metílico 

Amoniaco 

Azida de sodio 

Bencidina - HCl 

Bicarbonato de sodio 

Bolton - Hunter - 1251 

Bromuro de cianógeno 

Carbonato de sodio 

Cloramina T 

Cloroformo 

Cloruro de sodio 

Dioxuno 

· Etilenglicol 

Eter etílico 

Fosfato de sodio dibásico 

Io"osfato de sodio monobásico 

Geiatina 

Glicina 

Glucosa 

GlutaraJdohido 

J.T. Baker 

Sigma Chemica~ Company 

Sigma Chcmical Company 

J.T. Baker 

J .'r. Baker 

J.T. Baker 

DIFCO Laboratorics 

DIE'CO Laboratories 

Sigma ChenücaJ. Company 

J.'l'. Baker 

J.T. Baker 

J. T. BL•ker 

J. T. Bal:cr 

Sigma Chcmical Company 

J.T. Baker 

Amershum Laboratories 

Sigm;:i Chemical Company 

J.T. Baker 

Sigma Chemical Company 

. J. T. fü1ker 

J.T. Baker 

J .'r. Baker 

J.T. Baker 

. J .T. nv.kcr 

J~T. Baker 

J.T. 13aker 

Sigma Chcmical 

Sigma Chcrnical 

S.igm.'l Chcmicul 

Sigma Clicmical 

Company 

Company 

Company 

Company 
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Hidr6xido de sodio 

Insulina bovina 

Insulina porcina 

Insulina porcina-I-125 

Iodo gen 

Lactoperoxidasa 

LHRH 

Metabisulfito de sodio 

Naftaleno 

Nitrito de sodio 

Pansorbin 

Per6x:i.do de hidr6geno 

PPO 

PO POP 

Reactivo de Folin 

Sephadcx G-10 

Sephadcx G-25 

Sephar.osa 4B 

Suero de cabra anti insulina porcina 

Suero de cabra anti IgG de cuyo 

Suero de cuyo anti insulina porcina 

Suero de cuyo anti insulina porcina 

Sulfato cúprico 

Tartrato de sodio y potasio 

TRH 

TRH- 3H 

TRH- 125
1 

Urea 

Xilol 

Yoduro de sodio (1251) 

. Yoduro de sodio (1251) 

J.'!'. Baker 

Sigma Chern.i.cal Company 

S.i."gma Chcmical Company 

New England Nuclear 

Sigma Chemical Company 

Sigma Chcmical.Company 

Peninsula Laboratories, Inc. 

Mallinckrodt Chemical Works 

J .•r. Bakcr 

J .'J.'. Baker 

Sigma Chemical Company 

J.T. Baker 

New England Nuclear 

New England Nuclear 

Sigma Chcmical Company 

Pharmacia 

·Pharmacia 

Phannacia 

Research Laboratorios, Inc. 

Res8arch Laboratories, Inc. 

Research Lahoratories, Inc. 

Calbiochcm-Behring, Corp. 

J. 'l'. Bakcr 

J .'l'. Baker 

Pen:i.nsula Laboratorics, Inc. 

Ncw England Nuclear 

New England Nuclear 

Sigma Chemical Company 

J .'r. Baker 

Amorsham Luboratorics 

New Englancl Nucle.Dr 
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Agitador v6rtex 

Balanza analítica 

Balanza granataria 

Centrífuga 

CentJ:ífuga 

Centrífuga 

Colector de fracciones 

Congelador (-20 ºC) 

Contador para radfaciones. gamma 

Contador para radiacÍories beta 

Dilutor automático 

Evaporador 

Espectro fotómetro 

l?otenci6mctro 

Refrigerador (4 ºC) 

Ultracongelador (-70 ºC) 

Tri.:.:R Magne~ic .stirrer 

Vortex,-GenieTM 

Mettler H54AR 

Ohaus Harvard Trip 

Beckman j-6B 

Beckman Mi.crofuge B 

Sorvall RC - 5 

Gilson FC 80-I< 

IEM De Luxe 

Beckman 5500 

Packard Tri-carb Mod. 3390 

Micromedic Systems 

Savant RH 40-11 

Beckm;:in DU -B 

Fisher 320 

.IEM De Luxe 

Kelvinator Series 100 
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Ab 

AcOH 

ADN 

Ag 

Ab-1\g 

ARN 

l\.RNrn 

BSA 

ED'.l'l1 

IgG 

ru 
LH 

r.mm 

M...l\O 

NEN 

PPO 
r,.:.ia PO POP 
i·.ct 

1~• RIA 
! 
"t~ SA 

~, ... , 
SB 

·-· se 

SS 

~-· 

Anticuerpo· 

Acido acético 

';; 
' t,. 

Acido desoxirribonucleico 

Antígeno 

Complejo antígeno .anticuerpo 

Acido ribonucle:íco 

Acido d.bonicleico mensajero 

Albamina s6rica bovina 

Acido etilendiaminotetracético 

Inmunoglobulina G 

Unidad Internacional 

Hormona lutcinizonte 

Hormona liberadora de la hormona 

luteiniz2.nte 

.Monoamino oxidasa (enzima) 

N~w England Nuclear 

2,5-difeniloxazol 

(2, 2 '-p-fcnilenbis ( 4-r«etil-5-f~ 

niloxazol)] 

Radioinmunoanálisis 

Suero anti insulina porcina obte­

nido en ~uyo. Rcsearch Lab~ 

Suero anti insulina porcina obte­

nido en cabra. Research Lab. 

Suero anti insulina porcina obte­

nido en cuyo. Calbiochom 

Suero anti insulina porcina obte­

nido en cuyo producido en el labo 

ratorio 
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THH 

'l'SH 

T3 

'~4 
u 
Uo 

UCP 

UNE 

Ho~mona liberudorn ~e la ti~otropinu 

Tirotxopina 

Triyodotironina 

Tiroxina 

Fracci6n unida. 

l~racci6n unida (máxima) en ausencia 

·de antígeno frío. 

Análisis de unión por competenda 

Uni6n no específica 
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