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-Resimen.

En el campo de lé'Iﬁgeﬁieria Genédtica y el estudio de
Neuropéptidos se requiere de métodos relativamente simples
para la cuantificacidn’'y purificacidn de proteinas y pépti

dos.

En este trabajo de Tesis se desarrollaron métodos pa-
ra cuantificar insulina humana (producida en bacterias re-
combinantes) y TRH (estudios de su metaﬁolismq), por Radig
inmunoénélisis (RIA). Para lograr ésto, se obtuvieron y -
caracterizaron anticuerpos contra estas substancias. Se =~

IZSI

marcd® insulina con , probando diferentes métodos encon

trando que los mejores eran Cloramina T y Iodogen en condi
. s 125 -
ciones de nuestro laboratorio. El1 TRH- I se marcd con -
Cloramina T. Se probaron diferentes mé&todos de precipita-
cién de la radiocactividad unida a los anticuerpos, encon--

trando que el Pansorbin y el método del segundo anticuerpo

son los mids reproducibles para el RIA.

Los sueros obtenidos contra estos péptidos se utiliza
ron para producir columnas de cromatografia de afinidad, -
con el £in de purificar estas sustancias. Los anticuerpos
se unieron a un soporte inerte (Sepharosa 4B) con bromuro
de ciandgeno. Las columnas obtenidas unen selectivamente
y eluyen con dcido acético al péptido de interé&s. La capa
cidad de las columnas permite sean usadas en purificaciones

a nivel analitico.



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 gquantity human insulin
(prodﬁced 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. 1Insulin was 1abe1ied with 1251 using
different methods; It was found that Chloramine T and Iodogen
are the best methods in our laboratory conditions. TRH-12§I
w;s labelled with Chloramine T. Different methods'to
precipitate radioactivity bound to antibodies were tried.

pPansorbin and the second antibody systems proved to be more

reproducible in RIA.

The sera obtained against these peptides were used tc
produce affinity chromatography columns, to try to purify these
substances. Antibodies were fixed to an inert support (Sepharose
4B) by means of cyanogen bromide. The produced columns selectively
adsorL and elute with acetic acid the particular peptide.
Capacity of the columns allows them to be used in analytical

purifications.



Quienes no suelen realizar experimentos diffcilmente pueden
percatarse de la diversidad de circunstancias requeridas pa
ra que progresen hasta resultados perfectamente demostraﬁi—.
vos; o de la frecuencia con la cual el hombre que persigue
una meta en su profesién puede sufrir interrupciones que --
frustran su esfuerzo casi.en el momento de alcanzaxr frutos:

y sin embargo, no vacilo ni un momento...

Edward Jenner, 1798
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1, . INTRODUCCION.

" pesde la determin§ci6n en 1953 por Watson y Crick de la .
‘estructura del dcido desoxirribonucléico (ADN), molécula respon .

sable del almacenamiento, transmisién y manejo de ‘la informa- :

" .ci6n genética, la Biolbgia Mdlecular se ha desarrollado amplia—'

mente. En 1os @ltimos afios se ha logrado un gran auge con 1a In‘

genierfa Genétlca y las técnicas en las cuales se basa se han -
dirigido a lograr la produccién de diferentes proteinas de,gran
demahda_en medicina; con la ventaja de que se pueden obtener en
cantidades mayores que por los métodos tradicionalés y a menor
costo. ,

‘Las técnicas empléadas permiﬁen.lé alteracién de la. infor-
macién codificada por el ADN de los genes de laé célulaé bécte—
‘rianas. De este modo se puedeh obtener bacterias (llamadas re-—
combinantes) que pueden sintetizar proteinas no bacterianas, -

. esto es, provenientes de genes de otra especie ya sean humanos,
animales o incluso vegetales. (1) (34).

En este';ampo el Centro de Investigacibn sobre'Iﬁgeﬁieria
Genética y Biotecnologfa (CEINGEB) de la UNAM se encuentra ac--
..tu51mente trabajando en un pr0yeCto de produccién de insulina -
humana por medio de técnlcas de Ingenierfa Genétlca, con lo que.
‘se- per51gue ‘obtener un procedlmlento que fa0111te la producc16n
de 1nsu11na humana con flnes de apllcac16n terapéutlca, aun -
.3icosto menor del que resulta de 1a obLenc16n de 1nsu11na porc1ﬁa;
,:o bov1na por 1os métodos trad1c1onales (13) (14) (35)

' De una manera paralela en’ afios rec1cntes, 1960 a la fecha;

se ha trabajado mucho otra 1fnea de investigacién en blologia



. .:-".

o 1a Neuroflslologia. En este campo se “han descublerto moléculas
(sustanc1as) de origen proteinlco que son blOSlntetlzadas tanto
en el hipotélamo (en la base del cerebro) como en la gléndula -

) h1p6flsls y otras reglones cerebrales.

Estas sustancias conoc1das ahora como Neuropéptldos presen

tan func1ones dlversas y muy espec1a11zadas, de grén 1nterés -
. tanto por sus efectos. como por el potencial que presentan de po
der ser usadas en el futuro como fdrmacos especiales con una --
' éccién especifica sobre el Sistema Nervioso Central (20).

Los neuropéptidos.se_descubrieron primero como factores‘eﬂ.
d6genos qﬁe teniap cierta acci§n fisiolﬁgica; se traté entonces
de aislarlos y caracterizarlos.lélgunos de eilos (los que apa--
recen en mayor_cantidad) ya se han podido aislar y asi tenemos,
por ejemplo, a la vasopresina y la oxitociﬁa, dos péptidos de -
ocho aminoﬁcidos cada uno con una semejanza estructural muy --
grande y acciones bien diferentes, el primero funciona a nivel
del rifion elevando la presién sanguinea por retencién de liqui-
dos, (este péptido es la hormona antidiurética); migntras que -
~ el segundo existe normalmente tanto en hombres como en mujeres,

tiene un efecto de contraccién sobre el mfisculo liso, pero su -

accibn sobre el dtero es mas evidente durante el .parto. Los efec

tos tan opuestos nos indican-que los receptores especificos que
ﬂ_ex1sten en las células blanco deben reconocer camblos muy peque

/:nos entre estas moléculas._A través -de EStUleS de relac16n Es-

tructura—Act1v1dad, es:- muy probable que pequenas modlflcac1onesvv

- en estas moléculas dieran lugar a péptidos 51ntét1cqs cuya, ac*:f

lciﬁn’especifica sea mayor. EStos nuevos péptidos pﬁeden tener -

‘en el futuro un grén valor como farmacosA(li).



ﬁTOtfétiQpéxde«héﬁfspéééidoé iﬁpofﬁaﬁﬁééiéé é1fdéf1a§ eﬁée-'
»falinas,“éuyé'descubriﬁiéntd surgié;é travéélde_lahbﬁsquéda_ de
las moléculas endSgenas qué deberIén‘aciﬁar,én loé.reéeptores -
- de opiécgos (éomo la morfina).. (37). Se cqndéen actuélmente -
dos‘enceféliﬁas,.pero se cree que deben éxistir nmas. Sus'estu—
ldios se vuelven importantes‘al Qer que estas moléculas pueden -
>actuaf en forma similar a la morfina quitando el dolor, pero‘f;
con la ventaja de no provocaf dependencié por ser moléculas endd
genas, (1l1). 'Es probable que en el futuro se puedan llegar a ;
usar en forma clfnica como fédrmacos de uso corriente.

‘Dentro de este campo también el Cent}o_de InQestigacién so
bre Ingenieria Genética y Biotecnologfa de la UNAM se encuentra
trabajando en un proyecto para caracterizar a%gunos de los neu-
ropéptidos de mayor interés por sus acciones a nivel de todo el
metabolismo requlatorio del organismo,'como son el TRH (hormona
liberadora de tirotropina) y el LHRH (hormona liberadora de la
hormona luteinizante), (100).

lLos péptidos provenientes del cerebro, asi como algunas --
hormonas proteifnicas y los péptidoé producidos en bacterias re-
) cpmbinantes se encuentran generalmente en pequefias cantidades -
en 1os‘tejidosfdonde se estudian, o se tratan de extraer; debi-:

do a esto es muy importante poder .tener un método 106 suficiente

3'fmente sen51ble y especifico para cuantlflcarlos. Existe tam --

Vblén el. problema que para s purlflcac16n estos péptldos por -
'provenlr de te]ldOS se encucntran con muchos componentcs 51m11a
res como son otras protcinas y una mczcla complcja de otras susf

.tan01as (lipldos, carbohldratos,betc.), ello hace necesario cog



','tar.COn métodos cada vez mas especificos para la purificaci6n de

estos péptidos,




2. OBJETIVO.

‘En 1aé dreas de ingeniéria Geﬁética y»Estudio de Neﬁropép-

tldOS se trabaja con material bloldglco- extractos de células -
Hde bacterlas o de cerebro,Vrespectlvamente, a partlr de los cua
les se desea obtener un producto determlnado. Mucho del éxito
de las investigaciones en estos campos depende de las técnicaé
especiales empleadas para poder llegar a tener los péptidos pu
ros y para poder cuanﬁificarlos.

:El trabajo de esta tesis constituye pérte de .los proyectos
de investigacitn del CEINGEB / ﬁNAM;-l) la produccién de insuli
na humana y 2) el estudio del metabolismo de neuropéptidssu

. El objetivo de esta tesis es tratar de desarroliar un moag
lo de aislamiento y caracterizacién de péptidos.con bases en Pu
rificaci6n, identificacién y cuantificacién, mediante el empleo
dg anticuerpos especificos en Radioinmunoanéiisis (RIA) (cuanti
ficacifn) y en Cromatografia de Afinidad (purificacién).

La finalidad es ppder aplicar estos resultados a un siste-
ma de caracterizaci6n de futuros péptidos y protefinas usando -
‘ 1os recursos bisicos con que-contamos en nuestro‘medio, traéandd
de lograr la méxlma eficiencia posible con los métodos mas acce-

'51b1es.



O &
3.  ANTECEDENTES.

3,1.  Ingenieria Genética;
ﬁa Biolégia‘ﬁolecﬁlar es la Eiencia qﬁe contribﬁyevai estu;
‘dlo de la organ12ac16n de los seres vivos a nivel de sus molécu—
las constituyentes analizando su estructura y funcxén
~ Una célula viva es una fébrica de protefnas. Sintetiza eh—
zimas y otras protein?s para mantener su integridad y sus procé—
sos fisiol6gicos. Loé diferentes tipos de células hacen diferen
‘tes protefnas siguiendo ias instrucéioneé del ADN de sus genes.
En los filtimos afios los avances logrados en una rama de es-—
ta cienéia, la Ingenierfa Genética han permitido se puedan cam -
" 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 (transformacifn) la combinacién de am --
bos (69}. Estas nuevas éepas de bacterias se denominan recombi
nantes.

Si el gen insertado codifica para una protefna de'aplica -

- _c16n blomédlca, en tecnologia de alimentos o fltogenétlca, un .=

cultlvo de bacterlas recomblnantes trabajar4d cual f4brica renta-
-ble en la produc016n industrial de esta proteina (14)
La célula produce sus proteinas traduc1endo las 6rdenes al-h'
"mécenadas en el APN. Esta 1nformap16n'hered1tar1a est& dada por'
‘el”ofdén en que se acomodan 1as cuatro Haéés: ‘ééehina,‘guahind;

“timina 'y citocina a lo largo del ADN. Para lograr esta sintesis




i él-ADN, dentro del ﬁﬁcleo celdlar, se copia éompleﬁéntariamente
en una molécula de &cido rlbonuclelco mensajero (ARNm) (trans—-
lcr10c16n) "El. ARNm sale del nﬁcleo y va al 01toplasma donde -
una’ compleja maquxnarla bloquimlca lo traduce en una proteina -
' ;un1endo los am1n0501dos en‘elvorden 1nd1cado (Flg. 1} (35). .

Los organismos procariotes (bacterias) tienen un solo cro-

mosoma circular y para Escherichia coli &ste codifica para unos
3000 a 4000 genes. Algunas bacterias tienen fragmentos de ADN
circulares extracromosomales dengminados pldsmidos. Un plésmi-
do se propaga en la célula independientemente de la replicaci6n
del ADN cromosomal: Los plésmidos cantienen informacién valio-
sa paré las bacterias como puede ser la resistencia a anﬁibiéti
cos (13).

» | Hace unos 12 afios se aislé una enzima bacteriana gue era -
capaz de cortar al ADN en sitios especificos generandb pequefios
. fragmentos - (91). Esta enzima recibif el nombre de endonuclea-
sa.de restriccifn. Se conocen actualmente unas 100 enzimas de.
restriccién diferentes que reconocen sitios (secuencias) eséeci
ficos en cualquier molécula de ADN, cortédndola en ese lugar, en
" tre dosnﬁéses, generando asi.fraémentos.de ADN con extrehos<—-
idénticos (Fig. 2).

-ﬁos frégmentos de ADN provenientes de diferentes organis—

. mos y cortados con la misma enzima de restr1cc16n se pueden ali

near entre si debldo a.que sus ehtremos -son 1dént1cos.' De ‘esta
forma un gen-de otro organlsmo se puede 1ntrodu01r en. un vehicu"

lo molecular -(pldsmido) y clonar en una bacteria (Fig. 3).



“ BDN  exon, - cintronm
CARATGCACTACTATGTACTATGCACTACTATGTCCAAGGGTTTTAGEGACT |
GTTTACGTGATGATACATGATACGTGATCATACAGGTTECCAAAATCCCTGA

“Transcripcién
ARN = ' ,
[eaRnUGCACUACUAUGUACUAUGCACUACUAUGUCCAAGGGUUUUAGGGACT |

ARNm
lAUGCACUACUAUAUGCACUACUAUGGGUUUUAG]

\NUCLEO

ARNm _
{AUGCACUACTAUAUGCACUACUAUGGGUUUUAG |

CITOPLASMA

. : . Traducéiéh

@@@@@@@@@@ w0

- Proteina (am1noéc1dos)

'Fig, 1 Las protefnas se sintetizan en la cé&lula de_aéuerdo :
‘ ' a las instrucciones codificadas énfle_géne;’(ADN),
".El c6digo genético se lee en grupos de tres -bases - .-

.-(codones) que indican cada uno un amino&cido parti-
cular. ' o o
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Eco Rl Hae III
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P—CTAGTG
HO+—GATCACTTAA

P

Digesti6én con Hae III:
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P—CTAGTGAATTCTAGTGG

HO—GATCACTTAAGATCACC
3I

Fig. 2

kA

AATTCTAGTGGCCTCAGT —OH

GATCACCGGAGTCA—P
. 5 :

. 3
CCTCAGT—0OH

GGAGTCA—P
5!

Las enzimas de restriccifn son endodeoxirribonu

cleasas gque reconocen y cortan secuencias espe—

. "cificas en el ADN. Estas secuencias normalmente

~de 4 a 6 pares de bases son en su mayoria palin

dr6micas. Estas enzimas reciben el nombre del -

organismo del cual se aislan, asi por ejemplo:
~ Eco Rl de E. coli y Hae III de Hemophilus adegip-

‘ticus.
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-f.h:AFig. 3 Esquema“de los procediﬁiénfos_utilizadés,
' - en la_constru;cidn'y”propégaciqh de .una-'

molécula de ADN recombinante.
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La clonacién significa aislar un gen y colocarlo dentro de una -

bécteria que proliferaidando orfgen a una poblaci6n de descen --

:dlentes 1dént1cos. ‘una clona, los cuales conservan todos el gen

alslado. El éxlto de una clonac16n molecular con51ste en salvar

RS 105 51gu1entes obstéculos:

- Encontrar ‘la secuencia estructural correcta del ADN que codifi

Vca para la proteina deseada.
- Colocar esta informacifén en la bacteria, de forma que se con--
serve durante la divisién celular. '
- Manipular la informacién adyacente al geﬁ insertado modifican-
do 1as 6rdenes reguladoras, dé modo que la secuencia estruqtu—
ral se exprese en proteina. -
' Para que un gen se exprese, o sea, se traduzca én proteiha
" debe haber a sus lados sefiales. Estas sefiales gon segmentos de

ADN que no codifican para protefnas pero son reconocidos por los

mecanismos enziméticos de la célula como instrucciones de inicio

o0 terminacién de una protefna, o como regulacién. Estas sefales

son diferentes para organismos superiores e inferiores en la es

‘cala biolégica. Una senal eucariote no es reconocida por una --

bacterla y la proteina no se produce aunque el gen esté clonado.

: Otra forma menos general y aleatorla de obtener genes es 1a

'clona016n de ADN obtenidos por transcr1pc16n reversa de ARN men-

, ﬁv_sajeros especiflcos (Flg 4). Se alsla el- ARNm de células que *

produzcan una gran cantldad de la proteina de 1nteres.' El ARNm

es coplado entohces por la enzima transcrlptasa reversa que pro

duce_una cadena complementaria de ADN. Esta enzima se encuen--

BT SEa




tra en qlgunos virus que llevan como material genético ARN en --

vez de ADN. El ARN se elimina con una hidr6lisis alcalina suave .

y entonces se.copia una segunda cadena de ADN con la enzima poli .

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

aﬁaden extremos largos de varias unidades de una base a cada ca-
dena.  Este fragmento de ADN se puede alinear con un plésmido -—

que tenga extremos largos con la base complementaria a la que -

tiene el ADN copiado del ARNm. El plédsmido ahora tiene en su in
terior a un gen de otia gspecie y puede ser transformado y qlong
‘do en bacﬁerias (35). ' ‘
La produccién de protefnas de otro tipo (humanas por ejem--
plo) en bacterias puede abordarse de tres maneras (13):
a) Introducir'a la bacteria el gen o éenes aislados de célulaé -
humanas o de mamiferos que codifican para la protefina escogida y-
esperar que'la bacteria transcriba o traduzéa las regiones regu-
ladoras de estos genes. Hasta la fecha no ha sido posible expre
sar una proteina‘activa de un eucariote superior, después de in-

troducir en E. coli el gen natural que la codifica.

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

plementario especifico’ (Fig. 4). Este ADN se "une" en forma --
adecuada a los mecanismos de regulacién bacteriana que permitan

| su expresién ‘en la célula microbiana.

.c) Otra‘posibilidad consiste en aiseﬁar y sintetizar los genes o '

partes de genes que codlflcan para la oroteina deseada. Paré -

lograr esto debe conocerse la secuenc1a de los amlnoécldos de la’

.protefna en cuestibn y, a través, del_cédlgo genétlco los codo-=- .




plésmido
bacteriano

PRV et :a:.--v'!
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Fig. 4  Clonacién molecular de ADN complementérid

a ARN mensajero.



nes (secuencia de ADN) que deben sinteﬁizarse. Los genes sinte-
leados quimlcamente se pueden unir entonces a las senales de re

;gula016n para un sxstema dc genes bacterlanos, de tal forma que

'_1as bacterlas sinteticen la proteina 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. Produccién de Insulina Humana por Técnicas de .Ingenierfa

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 regio
nes de regulacién para su transcripcién no pueden ser expresados
en bacterias. Si se unen a.regiones de regulacién de otras pro-
tefnas, su expfesién puede efectuarse, pero debido a que son péé
tidos muy pequefios y que ademés no presentan ninguna utilidad pa
ra la célula, son degradados ripidamente por enzimas proteolfti-
cas endégenas (16) . Entonces fue necesario unir el gen de cada
cadena éornSepgrado al ADN de una proteina'bacteriané que las es

tabilizara, asf como a la regién regquladora  de la misma prdtei—

' . na (prbmotor por016n de ADN reconoc1da por la pollmerasa de ARN

para comenzar la transcr1pc16n)

. Ambas cadenas fueron clonadas en un derlvado del plésmldo -

pBR 322 (15) que lleva el gen de la B galact051dasa (proteina -

) 'que se Ut11126 como establllzadora, asf como 1las reglones de re-



'gﬁlaCiéﬁ del opér@n de lactosa de E. coli que permite ﬁ'la baéte,

ria utilizar la lactosa como fuente de carbono. El gcn dc una. u
,otra cadena de Lnsullna se 1ntrodujo en el 91t10 ﬁnlco dc res -

1tr1cc16n de Lco Rl gue tlene el plasmido.

Al clonar el pldsmido y expresarlo en E. coli se obtiehe -

una protefna hibrida formada por los primeros amiﬁoécidds'de -
B—galactoéidasa v unida a éstos la cadené Ao B de insulina a -
través de una metionina (Fig. 5). Una caracterfstica importan-
te debesta nueva proteina es que carece de actividad de B-galac-
tosidasa y es coméletamente insoluble en agué, a diferencia de -
la B-galactosidasa nativa.

El plasmido pBR 322 lleva los genes que le‘cbnfieren resis-

tencia a los antibidticos tetraciclina y ampicilina. El.gen de‘

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

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

dad de reconocer a las células transformadas con la molécula hi-
brida por su resistencia a ampicilina y sensibilidad a tetraci--

clina.

.

A partir de la protefna hfbrida producida se separa la cade

na A o B fompiendo'especificamente'en la metionina con bromuro -
de cianfgeno (BrCN) (Fig. 6). (64). De la mezcla de péptidos -
"resultante se purifica entonces la cadena de insulina correspon-

7d1ente.

Las cadenas de insulina son protegldas de ox1dac16n poste——A

‘ rior“en‘los‘reSLduos de c1steina formando .los derlvados R—SSO3 -

- 1lamados S-sulfonato o sales de Bunte '(4)'1601.

15
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E.coli ADN operon Lac o CODICO GENETICO
' : : * | ADN
sintetizado
. ) L quimicamente
Lac P o B-Galactosidasa
————r——T— ——— aarrciarg |capENa D
—{cracicar] INSULINA
" ADN plésmido pBR 322 . .
i ||ir-1 Yivo 1"

B - Galactosidasa

2HN\J,x\\//\\u//\\v/f\\‘/fMet—fbADENA A & B de Insulina|

"in vitro"
rompimiento con

bromuro de ciandgeno

Fragmentos de PB-—Galactosidasa + CADENA A & B

-.de Insulina

”fig;'S%lEéquema de 1los procedimienfés’paraiformar un: gen
hibrido para la produccién de cadenas de insulina
 humana .por la bacteriaxE.rcoﬂi.
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Teniendo ambas cadeﬁas:dé la ihsulina pﬁrifiéadas es'posi-—
ble reasociarlaé quimicamente "in'vitrb"»para génerar insuiihaA
(Fig. 7) (25). Es interesante ver que en.la reaspciacidn se - .
forman ofrOS-prbdﬁctos por la unién incorrécta.de 1&5'cadenas, -
‘pérd el-érincipai produéﬁo.es la hormona activa. ‘Alpaftir de ég

‘ta mezcla se debe purificar la insulina biol6gicamente activa. -




. Cadena A

Cadena B

2A + 1B, p/p, 5-10 mg/ml

. SH: sso3’ ( 1:2 con DTT)

Tiolisis 0.1 M glicina, pH= 10.5
% ' 24 br, 4° C

Oxidaci6n

aal 2]

B =

INSULINA

—t—n

Fig. 7 Reasociaci6n de cadenas de insulina

“humana.




3.2, Insulina.

3.2.1: Lugar‘de.produccidn.

La diabetes mellitus es la enfermedad end6crina mas comﬁn'y

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

Meyer relacioné a la secrecién de los islotes de Langerhans en el

_péncreaé con la enfermedad y a la sustancia secretada la llamé in

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

_ ron extraer con &xito insulina del pancreas, la secuencia de amino

dcidos de esta hormona fue determinada por F. Sangef en 1955,

3.2.2. Aspectos fisiolbgicos (45).

El efecto_mas marcado de la insulina es mantener los niveles
ae giucosa sanguinea dentro de los limites normaies, pero también
tiéne accién sobre el metabélismo de los lfpidos y las proteinas.

Los principales efectos de 1la insulina son:

- Aumentar el transporte de glucosa al interior del misculo esqug
lético y cardfaco y de células adiposas, (pero no al higado, ri
fién o cerebro):

‘- Aumenta la incorporacién de.losiécidos grasos a los adipocitos,
pero s6lo en presencia de glucosa.

- Ihcréménto'en e1>transporte de aminoécidos'gl higédo, tejido a-
dlDOSO y mﬁsculo cardiaco y esquelétlco | |

';'Promover la forma016n de glucdgeno a Dartlr de glucosa.

o —'Inhlblr la gluconeogénesis (sintes;s de.glucpsa a part;; de ==

aminodcidos .

20
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- Aumentar la sfntesis de triglicéridos (lipogé&nesis) a partifﬁv

de glucosa en el tejido adiposo."

‘3.2.3, Eétructura.

En 1926 J. J. Abel éreéaré por primera vez cfiétalés de in-
~sulina y encontré que tienen forma rombohédrica: Se requiere de
dos &tomos de zinc para la cristalizacién, alrededor de los cua-
les se agrupan tres dimeros de insulina. El monfmero con un pé-
so molecular de 5 800 és la hormona activa.

La molécula estd constituida por dos ‘cadenas de amino&cidos
la cadena A con 21 residuos de a;ino&cidos y-la cadena B con 30
residuos. Estas est&n onidas por dos puentes disulfuro de resi-
duos de cisteinas. La cadena A tiene un puenté disulfuro inter-
no (Fig. 8).

La estructura tridimensional de la insulina de determing --
por difraccibn de rayos X en 1972. La conservaci6n de su confor
macién es vital péra la actividad biol6gica y depende de varios
factores, entre ellos los puentes disulfuro y la parte central_—

hidrof6bica que incluye una porcién en a-hélice entre las glici-

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

1a,molééu1a para su actividad biol6gica se pueden estimar consi-
. derando aquellos aminodcidos gue no cambian entre especies (Fig.
8).. El rompimiento de los enlaces disulfuros A7 - B7 o'A6 - 11

f.giéne.mqY podo efecto sdbfe la actividaq de la hormona (7).

T ova

.{?21;.-u



Cadena B oL ok

. Nﬂ”@‘ 8

o - hélice central

| @@@ g2 STl
‘/‘V‘\/ ’ %

o - hélice .

epeboatd - ¢

”-.fﬁFigS,q;. Secuencia de amino&dcidos de

. insulina humana ’
. 30 .
"~ Los circulos sombreados representan
amino&cidos invariables en las insu- R
. . T ’."_h. W
linas de todas las especies. ) P c : T
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'3:-.2.4. ..Sintesiic, ¥ 1iberacit.5n4;;
- La.proﬁeina traducida originalmente eh‘lés céluias beté;.—?

_"tiene uﬂ peso molecular alrededor de 11 500 (mucho ﬁaybr que el
.. de la insuliha). Esta proteina es lineal y sé le ‘ha llaﬁado prg}
proinsulina y solamente existe compléta en lasAcélulas béta pér
‘un tiempo muy corto. La preproinsulina tiene una cadena de 23v4
. amino&cidos en el extremo N-terminal por meﬁio de lé cual, el ri
bosoma donde se forma se une al reticulo endoplasmico.

Al perder esta parte la protefna se forma la proinsulina --
(86 aminodcidos) la cual es transportada al aparato de Goigi, -
donde se forma insulina que se almacena en gr4nulos. La insuli-
na es liberada de la proinsulina por la accifén de dos enzimas --
que actuan como tripsina y quimotripsina, rompiendo a la molécu-
la en las posiciones 31 y 32 (doﬁde hay dos>residuos de arginina)
y en las posiciones 64 y 65 (lisina y arginina)} (Fig. 9).

la secrecifn de insulina se produce.en respuesta a muchos -
estfmulos fisiol6gicos y farmacolégicos; entre los cuales estdn
el aumento de glucosa, mannosa, glucosamina, gliceraldehfdo, epi
nefrina (B— adrenérgico), glucagon, sulfonilurea. Lg liberacién
. disminuye één.somatostatiha, diuréticos derivados de la tiazida,
ausencia de calcio, catecolaminas (efecto a-adrenérgico) gtd. -
| » Lé‘respuesta dé las cé€lulas beté a lé hiperglicemia eé de--

. 42 _ :

. pendiente’de la presencia de Cat? .externo y puede ser inhibida -

con verapémil,_el cual bipquea la permeabilidad de la membrana -

. al caleio.

La estimulacién vagal puede potenciar la liberacién de insu

o2d
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lina y este efecto puede ser observado "in vitto" con fdrmacos -

célinérgicos como: acetilcolina, metacolina y carbamilcolina (7).

3.2.5. Transporte y metabolismo.

—

La concentracién normal de insulina en el plasma humano es -

alrededor dé 5.8 x 10“4 ug / ml, teniendo un tiempo de vi&a'media

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

bien -definida, pero se cree lo hace no unida a proteinas, poéiblg

mente en dimeros o tetridmeros inactivos.

‘La insulina liberada pasa directamente a través del higado -

donde 40 a 50% es eliminada en un solo paso. La destruccién meta

b6lica de la insulina involucra tres tipos de reaqcipnes}

a) reduccibn no enzimitica de lo§ puentes disulﬁuro en presencia
de tioles; ‘

_ b) reduccifn enzimética de los puentes disulfuro. Una enzima glu

_tationa-insulina transhidrogenasa se ha aiélado del hfgado y -

del rifbn;-

c¢) inactivacién por enzimas proteolfticas,

3.2.6. Diabetes mellitus.

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

tlempos remotos, se 1dent1f1ca por la formac16n de grandés voltme

‘:*nes de orlna,vsed, pérdlda de. peso4y eventualmente ‘Coma y muerte.

La enfermedad se cla51flca en dos tlpOS'

- Tlpo I (antes Juvenll), que aparece generalmente antes de los -

Pt
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25 anos._'Se-caracteriza por. la marcada deflclen01a o total ausen

cia. de insulina, 1o cual hace a los enfermos ' propensos a sufrlr -

. cetoac1d0515.‘

- Tlpo II (antes de la edad adulta), la mayoria de las veces se -

presenta después de 1os'40 afios.” En estos pacientes los nlveles
de insulina son normales o ligeramente menores, pero existe una -
féspuesta lenta a la liberacién de ésta. El préblema fisiolégico
ée 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 teorfas: influencia genétiéé, dafio a 1és células beta, alta
resistencia a las acciones de insulina, exceso de glucagon.

El trataﬁiento de la diabetes mellitus procura aliviar los -
sintomas de la hiperglicemia, impedir se desarrolle cetoacidosis
y coma diabético y retrasar la aparicién de complicaciones vascu-
lares y neurolégicas a largo plazo. El control de la dieta es la
primera y principal forma de tratamiento encaminada a reducir 1la
ingesta de carbohidratos y a bajar de peso. |

La insulina se usa en los pacientes del tipo I, en el coﬁa -

diab&tico y en:los enfermos propensos a la acidosis. La hormona

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

. _administrarse por via subcuténea aunque en emergencias puede dar-

se intramhsCular o} endovenosa._ Debido a su vida media tan corta

se debe apllcar frecuentemente o bien formar dcpésltos en los te-

jldOS a partir de 1os cuales se disuelva 1entamente.

'El interés por lograr fuentes alternas para obtener insulina -




:..-se debe pr1nc1pa1mente al gran nﬁmero de enfermos dlabétlcos que

. ex1sten en el mundo La dlabetes mellitus es-.una enfermedad que
se caracterlza por niveles de glucosa elevados en la sangre, lo
“que provoca muchos trastornds tanto flSloldglcos como econémicos
"”y sociales (43) Desafortunadamente no se tienen datos exactos -
:dél nfimero de diabéticos Que hay, se calcula que existeﬂ unos 60
millones de pac1entes diabéticos en el mundo, de 1os cuales 25 -
millones se encuentran en paises desarrollados y 35 millones en
paises en desarrollo. De los de paises desarrollados s6lo 15 mi-
llones estédn diagnosticados y bajo tratamiento mé&dico ( 4 millo-
nes con insulina y 11 millones con hipoglucemiantes orales y/o -
dieta solamente ), (Corporate Affairs Division, E. Lilly Co. y -
National Comission on Diabetes to\the Congress, USA): (84).
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 un dato mas confiable sobre la -
cantidad de égfermos diabéticos. Esta falta de iﬁformacién se de
be a que no se h&n hecho estudios estadfsticos representativos -
a toda lé poblaciﬁn del pa;s..En México‘el_Instituto Nacional de
" la Nutricién “Salvador Zubiran" concentra a un granvnﬁmero de en
fermos diabé&ticos ‘en su clinlca de diabetes, provenlentes de to-
’do el pais, sin embargo, no son una muestra representatlva de to

dos los enfermos que ex1sten ya que sus datos no concuerdan ‘con

los de otros centros de salud donde se tratan pac1entes dlabétl- )

’_cos (98)



) Tomando en cuénta lo anterior se puede estimar que existen

. unos 500 000 enfermos de digbetes mellitus én México que requie-

. ren de ingulina para su superinencia. El céﬁéumo délinsuliné -
én Méxicb es muy grahde v adem&s esta hormona ho eé producida’ en
‘nuestro péis teniendo que ser importada provocandé un fuefte gas
»to no eliminable, por ahora, al pais (56). Los datos de la cég
tidéd de insulina importada en 1981 y 1982 aparecen en la Fig. 10,

Otro problema importante referente al cpnsumé de insulina -
es que toda la hormona que hay para uso clinico se obtiene por -
extraccién y purificacién a partir de péncreas bovinos (24).

La administracién de insulina se estandariza en términos de
unidades internacionales (IU). Esta unidad est4 basada én una -
insulina cristalina estdndar de referencia que tiene una activi-
dad de unas 24 IU/mg (88).

ILa insulina bovina aunque presenta actividad hipoglucemian-
te en humanés es ligeramente diferente en su estructura quimica‘
a la humana, teniendo dos amino&cidos distintos en la cadena A y
uno en la B, Esta diferencia es lo suficientemente grande para
que el Siétema inmunolégico de losipacientes que reciben insuli-
na bovina génefe con el tiempo anticuerpos que inactivan a la --
hoxmona. E§t§ hacé'que se requieran cada vez caﬁtidades ﬁayores

“de insuiiné péra’logrqr,el mismo efegtoﬂcliﬁiCO deantes. . Si se
cohﬁaré coh'inéﬁiina.humana en.qantidad'suficiente este problema
se:reduciffa.précticamenfe a‘ceré'cdn las -cohsecuentes Qentajas

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

a8



Pais .| 1981 1982
(Kg B)
Argentina ' C 2
Brasil 2 554 11 179
E.E.U.U. ' 727
" Holanda i o 1
TOTAL 2 556 11 907

748 898

666 190

‘82 708

1 145 438

229 307

1 374 753

B - Kg B: kilogramos brutos

~$: U.S. d6lares

-:29 .

2'-;Fi§.‘110 importaciones de'insuliné;.(sl),
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fermédad serfa mas fegular y no habrfa un aumento paulatino en -

la cantidad de hormona necesaria. Actualmente una forma que per

mite la produccién de protefnas humanas (como insulina) ‘en gfan

cantidad es la Ingenierfa Genética. De aqui surge entonces el -

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

(14) (35).

3.2.7. Hipoglucemiantes orales.

_Sebhan tratado de encontrar férmécos con accién hipogluce--
miante que séan acfivos por via oral. Entre éstos estdn las sul
fonilureas que funcionan facilitando la liberacién de insulina -
de las células beta, por lo que son efectivas sélo en la‘diabg——

tes .tipo II (Fig. 11).

Otros hipoglucemiantes orales son las biguanidas. Su meca-

_ nismo de accifn es poco conocido. No liberan insulina, pero pre
vocan un éfecto en diabéticos y no asf en personas normales. Se
cree que esto es por procesos compensatorios en los pfiméros. -
Tienen el incbnveniente‘de provocar en algunos casos acidosis --

© ldctica (7). (Fig. 12).




@-so “NH- co- NH- CHZ—CH2—933
: : Carbutamida o kj} B
H, cso «NH-CO-NH- CHZ—CHZ—CHZ—CH3
. Tolbutamida . .
@‘co NH-CH —CHOZ-NH-CO-NH—O
Glibenclamida ’

Fig. 11 Estructuras deé sulfonilureas con accién
" hipoglucemiante oral. '

H
CHZ—CHZ-N— -NH-——(E-—NH2

NH NH
Fenformin
H_C.
3
: NH----C——-NH—-—-C-.-.--NI-I2
we” [
3 ) N_H NH

' 'Meffbrmin1(ﬁNF}Nf4dimetilbiguaﬁi6a.)-‘

‘ Fig. 12 "Estrucﬁuras:de‘biguanidasAcon'égcidn
hipoglucemiante oral.
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S 3.3. Quimlca y fun01ones de la Hormona 11beradora de la rr‘:u:c:—_‘

tropina { TRH ).
3.3.1. Control hipotélamico‘de la funcién dé la hipsfisfis,

fl La hip6fisi§ es un 6rgano ovoide de cdloracién féjizé gri-
‘sécea y se encuentra localizado en el cerebro inﬁediatamente por-
detrds del quiasma Sptico como una prolongacién del hip6talamo.
Lé adenohip6fisis (componente:bucal) inclﬁye al 16bulo anterior.
y al 16bulo intermedio, ambas de estructura glandular. La neurg
hip6fisis (componente nervioso) incluye al 16bulo posterior y -
.él tallo neural que une a la glépdula al biso del cerebro en el
hip6talamo. Esta gldndula produce muchas hormonas que sirven pa
ra regulér la funcién endécrina de otras glandulas del organis-
mo {45). '

Desde 1949 se sugiri6é que la funcién de la. adenohip6fisis
estaba modulada por factores u hormonas reguladoras producidas
en el hip6talamo (39). Este hecho se confirmé cuando se aisla--
ron dos péptidos'hipotalémicos que afectan dos hormonas diferen
tes de la hip6fisis: la hormona estimulante del tiroides (TSH )
y_la hormona luteinizante (LH). Los p&ptidos se denominan hormo
na liberadora de tirotropina (TRH) y hormona liberadora de la -
hormona luteinizante (LHRH); sin embargo, ahora se sabe que tam
"fbién Hay factores que inhiben la liberaci6n de su hérmona blan-
Eo Algunbs ae estos factorés se han encbntrado'tambiéﬁ en  o-- |
tros lugares del SLStema nervioso y por. esto ‘se han dcnomlnado
neurohormonas o neuropéptldos (debldo a su naturalcza quimlca )7

5(46). Se han 1dent1f1cado a la fecha mas dc veinte péotldos neu




sy

roactivos en el sistema nerv1oso central Y perlférlco, aunque se

supone gue existen muchos mas (46)

 3.3.2. TRﬁ y la rggulacidn del.eje hipdfisié - tiroides.

El TRH provoca la liberaci6n de TSH en todos los animales - E

.que se han estudiado hasta la fecha, sin importér labvia de admi
nistracidn, edad o sexo. Después de la administraci6n de TRH los
niveles de TSH se elevan y también lo hacen los de triyodotironi
na (T3) y tiroxina (T4), que son las hormonas de la tiroides.
"En general se acepta que la retroalimehtacién.negativa para
la liberaci6n de TSH se da a nivel de hipéfisis por T3 Yy T, (86) .
' El TRH'parece actuar en la membrana plasmitica del tirottopo pa-
ra provocar la liberacién de TSH preformado. Esto es inhibido’ -
por las hormonas tiroideas que se cree act@an dentro de la célu-
la para inducir la sintesis de ARNm, el cual dirige la sintesis
" de una protefina reguladora (no caracterizada) que inhibe la res-
puesta de estfmulo dada por la uni6én de TRH a la membrana de la
célula (10). 6tro punto de apoyo para localizar el sitio de'regg
laciﬁn negativo en la hip6fisis viene de los trabajos de Montoya

-et.al. (75), quien midi6 el TRH inimunoreactivo en la sangre y el

hipotélamo de animales expuestos al frio y después de administrar

les T3 y T4 Después de una hora en frfo, los nlveles de TRH en.

sangre subian hasta 500%‘51n bajar en forma paralela en el hlpo-

' t&lamo Al aumentar los niveles de T3 Y Tyr el nlvel de TSH baja B

ba afin en 105 anlmales expuestos al- frIo.“ .
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- =-3.3.3. Distribucién de TRH en el cerebro de rata.

v-,ElATRH'se'hafidentificado por radioinmunoandlisis ¢ inmuno-

icitbquiﬁica en varias partes del cerebro. El TRH del hipotdlamo

‘u~re§resenta el 31% del total medido en el cerebro (102). E1 16bu- 

lo anterior) el diencefalo posterior, la corteza posterior y 1la
‘médula espinal tienen cantidades considerables, mientras que el
_cerebelo presenta s6lo-el 2%. Dentro del hipot&dlamo la concentra

cién mas grande estd en la eminencia media.

La filtracién en gel, intercambio ifnico y cromatograffia en ‘

caéa delgada, lo mismo que la degraaacidn en plasma se han usado
 para confirmar la identidad del TRH inmunoreactivo.

En otras especies no mamfferas donde el TRH no tiene influen
cia éobre la funcién del tiroides, se.ha encontrado en estructu-

ras nerviosas (53).
3.3.4. Propiedades qqimicaé del TRH.

El TRH.fue el primer factor que se identific§ y cuya secuen
cia se conocié: pirogiu-his-proNH2 (12)  (79) (Fig. 13) con base -
en la actividad biolégica detectada en extractos.hipétalémicos -
' purificédoé}:dapaces de liberar "iﬁ vivo" e "in vitro" TSH (41)
.(87)f El TRﬁ sintético es capaz de liberar TSH de la hipdfisis -

.en todas las especiés donde se ha.probado.

‘', Una vez conocida la'estructura se han sintetizado varios a- ..

n&lqgoé para definir los requerimientos estructuraleside"ié molé

'culaﬁqmadaﬂyiugar'a la actividad bioiégiéa.(GS)J'



Fig. 13 Estructura molecular de la hormona liberadeora de. -.
tirotropina (TRH): L-2-pirrolidon-5-carboxil-L-his
tidil-L-prolinamida.

Cambioé en la posicién'del piroglutamil bajan la potencia -
del TRH. La- sust1tuc16n en el N del plroglutamll o camblando el
N por étomos menos nucleofflicos como oxfgeno o azufre da menos
del 1 2 de la act1v1dad bloldglca del TRH (18). Las sustitucio--
nes en el residuo de histidina muestran que se requ1ere un grupo
aromatlco ‘para ‘la act;v1dad»b1016g1ca_(89). En el lado de la pro
lina éé ha demostrado que unalamida terciaria es importante para
:;la act1v1dad La rlgldez del anlllo de prollna es esenc1a1 para
la act1v1dad (96) Al camblar cualquler L—am1noécxdo por uno D -
la: act1v1dad bloléglca se pierde’ totalmente (57)

De los primeros andlogos probados'el 3—met11—Hisz?TRH mostrd




:-;‘una‘activiaadABQO% mayor que el TRH {97). Este resultado apo

’y; la idea de que el enlace de hidrégeno entre el imidazol de
la histidina>y la émida de la cadena peptfdica debe estar pre
'éente en la conférmacién acﬁivavde la mblécula; la sustitucidn
“en 3 producé'rigidez en esta parte dé la molécqlajfacilitando

. el enlace de hidr6geno (38) (Fig. 14).

T

—]
1

piroglutamil histidil prolinamida

Fig. 14 Modelo de las interacciones por enlace de hidré
geno propuestas entre el anillo de imidazol y
el enlace peptfdico en el’'TRH. Las lineas grue

sas muestran los enlaces peptidicos planares.

-3.3.5. Funciones extrahipotaldmicas del TRH.

La amplia distribucién del TRH en el sistema nervioso:cen-

»tfal'hé;llevadq a'consiaeraerUe este péptido‘pﬁdieré tener »;- 

" acciones directas sobre la actividad neural y-sobre- el comporta

miento.

-



La administracidn de L-DOPA + pargilina (inhibidor de la MAO)
estlmula los sxstemas dopamlnérglcos dando patrones de comporta --

mlento caracteristlcos. Al dar TRH junto con estos férmacos 1a -

N respuesta es potenc1ada y el efecto es 1ndepend1ente del estado ti

‘A;37

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

cas han dado.evidencia de que el TRH disminuye los sintomas .esqui-

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

Los procesocs del aprendizaje parecen mejorar después de la adminis

" traci6n de TRH reduciendo la excitabilidad en ratas‘ (93) e incre-
mentahdo la claridad mental en mujeres. (101). .

A pesar de los estudios realizados el potencial antidepresivo
del TRﬁ no ha sido confirmado, pero aquf hay dos factores a consi-
‘derar: a) el TRH inyectado se metaboliza rédpido con una vida me--
dia ae sélo 4-5 minutos; b) las dosis usadas estén del ordén de -
0.5-1 mg/paciente (esto es, dosis que generan respuestas endbcri--
'nas) y no se han probado cantidades mayores.

. Conociendo la estructura del TRH y su vulnerabilidad. a la.de—
gradaciﬁn enzimdtica se han sintetizado y evaluado varios andlogos
en la clinica (72). |

Aljdnos anilogos que han.sido de interés (Fig. 15) presentan
105 51gu1entes camblos con respecto a la estructura primaria:
1) Sust1tuc16n de un oxfgeno por el nltrégeno en el anillo de piro

glutam11 (e. g. DN 1417)

2) Camblar el plroglutamll por anlllos de 6 mlembros (e g CG 3509

-6 CG 3703)



- 3) Adicionar grupos alqullo al .anillo de la prollna para dlsmlnulr

-el -acceso de enzimas degradatlvas a la molécula (e g. RX 77368)

4) Modlflcar los anillos del piroglutdmico y 1a prollna al mismo -

’tlempo {e.g. MK-771).

. Todos estos ‘andlogos han mostrado una potencia mayor comparados con’

el TRH en pruebas de actividad neurofarmacolégica en animales.

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

cién de este andlogo a la degradacién enziﬁética es tan grande que
. ésta Ya no es su principal mecanismo de depuracién "in vivo". Con
el CG 3509 se han reportado resultados similares.

El TRH al igual que los antidepresivos tricfclicos ha demos--
trado qﬁe antagoniza la hipotermia y el“comportémiento depresivo -
inducido por la reserpina. Con este tipo de pruebas y otraé como:
hipotermia en conejos, inmovilidad aprendida en ratones y elimina-
cién de la hipotermia con temblor en ratones, indican que los an&-
‘logos RX 77368, MK-771 y CG 3703 son entre 50 y 200 veces mas po--
tentes qﬁe el TRH (76). El problema de estos andlogos es que, si
bien, parecen tener un potencial antidepresivo grande, adn siguen

presentando la accién end6crina del TRH produciendo liberaci6n de

TSH (31). El estudio clinico de los andlogos de TRH se ha centra

do en sus efectos antidepresivos pero el tripéptido se ha usado --
también én el tratamiento de esquizofrenia, alcoholismo, sfndrome

-hlperc1nét1co e h1pofunc16n neuromuscular.

Encontrar anﬁlogos nuevos que puedan separar 1os efectos so-=

bre gl&ndulas y sobre el 51stcma ncrv1oso central s uno dc los -

mayores intereses dentro del estudio clinlco del TRH. En ‘el campo

a8



7y . )
neuroendocrinol6gico se desea conocer el proceso de cambios y me
canismos de accién de estos péptidos para entéender .los sistemas

.de regulacién metabélica sobre las hormonas y}su'interaccidn con

" el sistema nervioso,




RX 77368

(o]

Z-

“1& Fig. 15 Algunos anilogos del TRH

CG 3509
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3.4, Radioinmunoandlisis.

" El radioinmunoanélisis, o mas propiamente diclio, andlisis de

.un16n por competen01a a proteinas, ha tenldo una 1nfluen01a muy -

-grande sobre la evoluc16n del trabajo de laboratorlo clinlco, far
macoléglco y sobre todo en la investigaci6n endocrinol6égica.

Se refine en este" ensayo la combinacién de radiois6topos y --
proteinas especificas con una capa01dad de unién de alta afinidad

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

dad necesarias para medir sustancias en concentraciones fisiol6gi.

cas del orden de microgramos, nanogramos { picogramos (10—6, 10

-12

-9

y 10 gramos respectivamente) .

En 1960 Berson y Yalow introdujeron la técnica del radioinmu
noanélisis - (104) para la insulina. Ellos demostraron que la adi

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

tidad fija de anticuerpos y el antfgeno marcado (trazador) causa-

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

al anticuerpo.” La relacién cuantitativa entre el antigeno marca-
do y.- el antfigeno frfo (no marcado) que se une al anticuerpo es -
la base del ensayo de unién competitiva a protefnas (105).

N
I3 ’ 3 2 ' - . . 2
La necesidad de técnicas sensibles como el radioinmunoan&li-

~sis (RID) surgi6 porgque la concentracién de aléunas sustancias co

- mo hormonas y vitaminas en 1£quidos bidldgicos estén en el orden
-11

de 10 7 a 10 4 M.  Los métodos qufmicos cléisicos de an511515 co-h.

. mo espectrofotometria, fluorometria, cromatografia de liquldo-ga;
“»tlenen en general limites de sen51b111dad de mlcrogramos Y por lo
tanto no resultan ﬁtlles para medlr a c1ertos compuestos b1016g1—

‘cos.

Sy



"“3 4. 1 ‘ Anéiisis'de.unién éor cdmpeténcia..

El andlisis de unién por competen01a a proteinas (UCP) es el
'anéllsls de una sustanc1a (llgando), en el cual el rcactlvo de u-
n16n es una protefna con un nﬁmelo llmltado de 'sitios de unidn -
jpor los cuales el llgando marcado y no marcado complten.ALa sus-~
téncia usada para seguir ei>ensayb de unién se llama trazador ( o
marca). La marca puede ser un radiocis6Gtopo, una enzima o una sus-
tancia fluorescente (56).

La unibén a proteinas se define como la asociacidén entre una
proteina y otra sustancia (éue puede ser también proteina) que re
sulta de la accién de fuerzas de corto alcance en muchos lugares
fo sitios) de las dos moléculas reaccionantes. Las’fuerzaé de u--
ni6n involucradas en las reacciones UCP son enlaces de hidrégeno,’
fuerzas ifnicas, atracciones polares y’fuerzas de van der Waal's
(717,

En los ensayos UCP se cénsidera que al final de la incubaci6n
los diferentes reactivos alcanzan el equiiibrio. La ecuacién.de -
equilibrio es: . -

L + BP &% ﬁ—BP

donde L: llgando, BP: proteina de unldn especffica, L-BP: comple-
jO de un16n. .

EL radlolnmunoanéllsls (RIA) es un caso partlcular de los en

Rt

sayos UCP donde la proteina de unlén son-. antlcuerpos y el trazador ';“

' es. un 156topo radloactlvo (56)
Antes de descrlblr como se Lstablece 'y funciona un rad101nmu
-'noanilisis conviene definir ciertos térmlnos. Un antigeno'(hg) es

- aquella sustancia que inyectéda_a_un animal mamfifero, estimulard



"una respuesta inmunolSgica. Un anticuerpo (Ab) es una gamma giobg
Liﬁarqué se prodqcé coﬁd'una respuesta inmune.gontra,una sustan--

"fucia extraﬁg'KantIgeno).al cuerpo y éue sé une espegificaménte'a -
j_esa_éustanéia (30). Un Iigando,eé 6ua1quier cosa que se une a 'ﬁn

'réactivolde.unidﬁ adecuado,‘ééneralmente se fefiere tanto al tra- -
zador marcadc como al sustrato no marcadb en un UCP.

La Figura 16 muestra el principio bédsico del RIA.

4
I.
'
'
1

Ag '\;\ *Ag-Ab
I ‘
]
.|
: I
Libre (L) oo Unido (U)
: .
ey *Ag: antigeno marcado.

Ag: antigeno no marcado'(analito).

.Ab:  anticuerpo.
Fig. 16 Principio del radioinmunoanéiisis.

"'Si la céntidad'de anticuerpo preéenté (capacidéd de uni6n) es

"iconstante Y. pequena en relac16n con el antigeno marcado que estd

f‘constante y en exceso, entonces el antigeno competlré con el anti
 geno marcado por los 51tlos de un16n dlsponlbles en el antlcuerpo.,
Por lo tanto la cantidad de *Ag unlda al antlcuerpo es 1nversameg '

te.prépbrciénal a la cantidad de Ag presente. Cuando -las molécu--
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las trazadoras en la mezcla de reaccidn son separadas (las unidas

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

- cada fracci6n, con respecto a la otra,‘la relacién refleja la cag

‘tiaad de antfgeno no marcado presente.

| Cuandb se usan prptéfnés de uni6n de alta afinidadvcomo son
los anticuerpos, su afinidad y su capacidad son mayores a bajas —
temperaturas y disminuyen rdpidamente a temperatﬁras mayores a --

'30° C. (5) (56).

Durante el ensayo cantidades crecientes del Ag en concentra-

ciones conocidas (estdndares) llevan a un desplazamiento dosis-de
pendiente del trazador unido hacia la fraccién lib;e. La separa--
cibén de las fracciones libre y unida permite tener una curva es--
tandar cuando ﬁ/L {(unido sobre libre) o U% kporbentaje unido de ~
la actividad del trazador) se grafican en las ordenadas contra la
concentracién del antfigeno no marcado en las abscisas (Fig. 17) .

En la literatura_los datos del RIA se grafican en cualquiera

de las tres formas siguientes, todas aceptables:

: C - % U ' logit U
U/L : o .

s

—

L N

C oA . B . N _C,

log dosis E “"log dosis

L4



%;Unido (%U),T ;;j’;

L . 5 10 20 - . 100 L
g4 @499 @94dq
44 - d494 G444
g |ddq @ KII]
g <4qJ K< KA1

a) %B= 4/8 x 100 b) %B= 3/8 x 100 c) %B= 2/8 x 100
#B= 50 #B= 37.5 %B= 25
L =1 L =4 S L.=8

@ @ : K Anticuerpo'
<3 <j . | ‘ Complejo antigeno-
4.
Jd

anticuerpo

q Antigeno no marcado

d) %B= 1/8 X 100 . : , @ “Antfgeno marcado -
%B= 12.5 ' '
L.=24

Flg 17 Pr1n01p10 b551co de la curva esténdar

AL aumentar 'la cantidad ‘de antigeno no marcado o I

'v3f'1a .cantidad de antigeno marcado dlsmlnuye en - AN
" . fineién de la dosis. CL B ’ ‘



. En las grédficas A y B la ordenada puede ser U/L, U%, U/vo (u-
nido sobre lo méximo unido sin antigeno no marcado), u/T (unldo -

sobre total), dando todas el mlsmo tlpo de curva.

: La transformac16n logit usada en C es muy ﬁtll para célculos

" ¢on computadoras (42)(80) y es:

logit (x) = ln[1 — .

©3.4.2, Propiedades de los antigenos.'

ios antigenos son sustancias generalmente de alto peso mole-
cular que al entrar en el organismb»dé un mamiféro y ser reconoci
das como"extrafas" al animal, estimular&n una respuesta inﬁunolé—
gica, esto es, la produccién de'anticuerpos.

Los antfgenos requieren para ser reconocidos por el sistema

.Alnmunoléglco que tengan un tamafio muy grande. Las protefnas, poli

sacdridos y lipidos son los antigenos por excelencia, siendo las
protefinas los mejores. El peso molecular minimo para que una sus-
tancia sea antigénica es de unos 3000 a 5000.

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

’ es inmunogénica por si misma pero que puede generar una respuesta

1nmune cuando se une a una sustancia més grande De esta forma mo

~1écu1as pequenas no antlgénlcas como. las hormonas esteroides, pép

“ftldos y farmacos, func1onando como haptenos pueden estimulatr la -’jf'

formaglén de antlcuerpos,especiflcos,contra ellas.



3.@.3?“ Propiedaées.de,los-antiéuerpos.

‘Una de las partes mas importantes y limitante en'uanIA son

los anticuerpos. Es importante hacer notar gque un sueroAhipeiinmg

"-ne es un suero obtenido de un animal que ha sido expuesto al anti

geno y gque contiene varios' tipos de anticuerpos. Por otro lado un

anticuerpo es una proteina especial con una afinidad y especifici

dad caracteristicas. Un suero usado para RIA se caracteriza por -

las propiedades de los anticuerpos gue posee. .

a) Tituio.

El tftulo se refiere a la dilucibn 6ptima del anticuerpo, o

sea, la dilucibén final usada en el ensayo, la cualbgarantiza que

el anticuerpo estd en concentracién limitada. La titulacidn se ha’

ce incubando varias diluciones del suero con una cantidad constan
te del antfgeno marcado en un volumen, temperatura y tiempos fi--
jos. El titulo es una caractéristica intrinseca del anticuerpo vy
es funcibén de su afinidad por el antigeno; si bien, represen£a la
concentracién a la cual es usado.

En general una definicién de titulo'es: aquella dilucién del
suero qué une un porcentaje especificado (e.gq. U/T% ='50 6 30) dé
.una captidad'estandar del antfgeno marcado bajo condiciones fijas
de inéubécién,btempératura, volumen, tiempo y técnica de séparaf—
:cxén. A '

‘La“‘dilucibn del suero que produce un desplazamlento 51gnlfl—

o catlvo del ‘trazador a concentraciones dentro del .rango’ do 1nLerCs

es la mas adecuada para realizar el RIA. En 1la practica sc ha en-
.contrado que el tftulo adecuado de trabajo para péptidos pequeiios

esﬁé-entre 30 y 40 % de unibn.



b) Espec1f1c1dad

La especxflcldad se reflere al grado de poder dlscrlmlnar o-
tras sustancias que no son las que se 1ntenta medir, Los anticuer
‘. pos son en general especiflcos para una pequena parte (P M. 400 -~

800) de una protefna. Es importante recordar que un suero hlperlg

mune contiene una mezcla de anticuerpos los cuales se unen al antf

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 antfgeno que generd su formacién, de -
forma tal que puedah ser eliminadas. Existen factores no especffi
cos que pueden alterar el grado ée unién al anticuerpo por un an~
tigeno particular como son: fuerza idnica, pH, hépérina, etc. Es-
tas deben mantenerse constantes durante todo el enéayo. ' ‘
. Otra forma de interferencia inespecifica es la que se conoce
coho-ﬁnién no especifica (UN$). La UNE o ruido de fondo se refie-
re a la cantidad de antigeno marcado que en ausencia de anticuer-
po permanece'en la fraccién unida después de la separacién. Rui-=-
dos de fondo altos sen debidos a adsorci6n del *Ag a las paredes
»;de los tubos y englobamiento inespecifico del *AQ a protefnas pro

' tectoras en la soluci6n amortiguadofa del ensayo.

c) Afinidad. . ) -
La aflnldad indica la aV1dez que presentan los antlcuerpos -

"por su antigeno La aflnldad observada en un suero hlperlnmune es

el resultado,promedlo_de todos los sitios de unldn y afinidades - _v

particulares de cada tipo de anticuerpo presente en el suero.

“A.'QSL

%



' ;5.@.4;, Méréadoféé_;adioactivos.

"«Paré pode¥‘detectér cantidades del ordeﬁ de picqgramﬁs se re
quiere téner las moléculas de»gntigeno marcadas.con un(étomo radio
_activo que emita radiaciones de alta energfa (54), Aungue se  han’
usado moléqﬁlas marcadas con 3H 3% 14C, se ha geheralizado el uso
de 4tomos que emiten radiacién gamma como el yodo—i25 para marcar
los antfgenos que se usan en el RIA.

Los radiois&topos como 125I y 1311 tienen vidaé medias rela
tivamente cortas (60 y 8.1 dfas respectivamente), cosa que no su-

14C (5730 afios). Estos dtomos

cede con el 3H (12.3 afnos) y con el
se han convertido en los isétopos de eleccién porque su emisién -
gamma de relativa alta energfa (22-41 keV para I-125) permite 1la
prepafacién de ligandos marcados con alta actividad especifica vy
tienen menos error de conteo que los radiois6topos de emisién be-
ta (95). La radiacién gamma puede ser medida directamente, mien--
tras que las raaiaciones beta que son de menor energfa requieren
poner la muestra en una solucién de centelleo para poder ser de--
tectadas, introduciendése asi, mayor variacién y error en la medi
cién (65).

‘La Qenéajé del uso del yodo radioactivo se puede ver con el
cé&lculo simple de que un &tomo de 1311 sustitufdo en una molécula

de insulina produce 200 veces mas desintegraciones radioactivas -

pér’dnidad'ae tieﬁpo qué-las qﬁe_producifian los 263 &tomoé'Qe o

carbono.de la molécula éi fueran_14c (44). El.yodo—125~es.éi ra---
dioisbtopo mas usado para marcar antigenoéﬁusédoé en.RIA debido a

'éue.tiene una vida media mas .larga que el I¥l3l‘y es recibido con

ug



iuha abundancia isot6pica mayor. La mayorfa de los ébﬁtadorés cueﬁ
tan el I-125 coﬁ mayor.eficiencia gue el I-131.

' El yodo se une mediante agentes oxidantes a los. residuos aro
im&tlcos de t1r051na e hlstldlna, marcando a las proteinas que con
‘: tienen estos aminodcidos (47). Tamblén se une allgrupo NH2 de las
protein;s a través de reactivos de acoplamiento. Algunas molécu--
'1éé no protefinicas pueden incorporar yodo directamente sin coméli
cadas manipulaciones qufmicas. Una desventaja de unir directamen-
" te el yodo a proteinasles que este &tomo (muy grandg) puede cam-;
biar ia conformaci6n de la molécula y hacer que se pierda inmuno-

reactividad con el anticuerpo-(3é).

3.4.5. Métodos de yodacibn.

‘a) Método de cloramina T,
Para unir el yodo-125 a las proteinas el método mas empleado
es el que usa cloramina T (N-cloro-p.toluensulfonamida de sodio),

como agente oxidante (48)(71).

0

' ]
H3C-—@—?" N—Cl

0 Na” Cloramina T

;_#aicléraminé T actua como oxidan&é en:medio acuoso al'libe—;
'?1féf'gciao hiﬁdélérdso'el Cuél ouede oxidar al yodo. El’mecani5m6'
'de la reacc16n no se ha descrlto completamente pero se:cree 1nter_
v1ene yodo catlénlco (I ) que se forma en presenc1a de cloramlna

T (47). Un &tomo de hldrégeno en el anillo arométho_de la tirosi



“na és cambiado a través dg‘una-reaccién de sustitucién electroff-

lica aromética por un &tomo de yodo (Fig. 18). Con ésta reaccitn

- se logra la yodac16n de proteinas en cond:c:ones suaves (pH 6pt1—

"mo de 7. 5) Yy en medio acuoso (29) se utlllza un reductor fuerte
': para’ detener la reac016n y regresar el yodo a su estado de ox1da—
cién negativo. Generalmente se emplea metablsulflto de sodio para

terminar la reaccibn.

Se requieren cantidades muy pequenias de cloramina T y en --

- tiempos muy cortos {generalmente menos de un minuto) se completa

la reaccién. La separacidn de la protefna marcada del resto de —-

los reactivos en la reaccifn se logra ficilmente por una cromato-

graffa de exclusién molecular en Sephadex.

R
+ 125" Cloramina T
on
R . R
125_- Metabisulfito PN
o e i 125 %
) ] de sodio + I
: 125 S o 125
om R N . OH "°°1

:fig.'IB" Mecanismo de la yodaci6n con el método de

cloramina T.

st



_ & . . v
b) Método:dévlactoperoxidésa,(76).

Este método es similar al de cloramlna T, pero tiene la ven—':
taja de usar a la enzime perox1dasa y agua ox1genada como agente
:.ox1dante para 133@1 al yodo a un estado de ox1dac16n p051t1vo Se
considera que el dafio causado a la protefna por estar en presencia
vde un oxidante es mucho menor en este caso que en el de la clora-

mlna T (49).

¢) Mé&todo de Iodogen,’

Este reactivo: l,3,4,6—tetraclofo—3a,6a-difenilglicolﬁri1, -

fue introducido con el nombre coﬁércial de Iédogen en 1978 (28).

o]
Cl ,/)L\\ ,C1
SN N
N
A N
Cl Cl
o 0 Estructura del

Iddogen

Con este reactivo la reaccidn de yodaciﬁn nuevamente invoiu—v
'- cré'una sustitucifn electrofilica aromitica del yodo sobre los re
siduos de tirosina de las proteinas; sin embargo, ofrece dos ven-
. tajas sobre la cloraﬁina T y la lactoperoxidasa: 1) parece daﬁai
.,’menos a los enlaces peptidlcos y 2) no requlere de otra sustan01a

ﬁipara termlnar la reacc16n.
"a) Método de Bolton - Hunter.

Se ha mencionado que el yodo por su gran’tamaﬁo Y posib;lidad



'_de unlrse a hlstldlna o tirosina puede alterar 1la estereoquimlca

y con esto las propledades 1nmun016g1cas de la proteina. Tratando

" de soluc1onar estos problemas Bolton y Hunter 1ntrodu]eron 1a yo—

. dac16n directa’ de proteinas (17), marcandolas en un sitio d;fereg '

‘: Ee‘a lés”aminoacidos aromiticos, éambiando asf la pésibilidad de
alterar.el sitio antigénico (parte reconocidaApor los antibuerpos)
de la molécula. A

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

" nimidil-3-(4- h1drox1fenll)prop16n1co, que se hace reaccionar con
yodo—125 y cloramina T para dar el ester del &cido N—succinimidil;
3-(4—hidroxi,5-[1251] yodofenil)propiénico. Dicho reactivo trans-
fiere el grupo p.hidroxifenilpropionilo a los grupos & - émino de

lisinas o NH, terminal de las protefnas, (Fig. 19).

.L53‘

2
OH ' - OH
25
Na125I 1
(o] —» (o]
?Hz ’ ) Yodacién con ?Hz
CH,~~C~—0—N Cloramina ‘T CH~C—0~—N |
2 g 2 8 -
(o] . O
0 _ ' ester yodado
A +
125 R
I 1 |
C= - C=0
. ! . I
- ,?HZ. ' ?H Reaccibn de . ?H Grupo
“ Lo . CHZ-—C-N (CH ) 4 - - 2HN— (CHZ)T?H —NI-I2 .
= o o . _c=o - Conjugacién = - C= en -
Proteina . NH - o . AR NH ~protefna -
© . marcada Lo T 1

Fig. 19 Esquema de la reacéidn de yodaci6n con el
o ' reactivo de Bolton - Hunter.
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’ 3;4.6;‘ Métodos de.separacidn,.

En los 51stemas de radlolnmunoanéllsls ﬁnlcamente se mlde el
antigeno marcado. Es por esto necesario separar la fraccién de és
mte'unlda al antlcuerpo de la fracc16n libre. Esta‘separac16n se —.
‘puede lograr por métodos fisicoquimicos (para casos con éntigenos
monovalentes donde no hay precipitaci6n del complejd Ag-Ab) o in;
munolégicos (29) (44) (55) .

Conviene el uso‘de métodos f;diles, répidos Y que permitan -
analizar un gran n@mero de muestras con relativo poco trabajo. Los
primeros»radioinmunoanélisis separaban al antfgeno libre del unido
a anticuerpos aprovechando las difereﬁcias en peso molecular y -
carga.-de &stos usando electroforesis en diversos soportes; e inter
cambio ifnico, pero por poco préc#icos'estos métodos ya no se uti
lizan.

a) Adsorcién con carbén y dextran.

Una mezéla de carbén activado y dextran se utiliza para ad--
sorber al antfgeno mareado libre y dejar en solucifn al complejo
antigenoianticuerpo. Después de agitar los tubos de reaccién con
' _esta mezéla, se cenfrifugan. En el carb6n precipitado se encuen--
tra la fraccién libre y en el sobrenadante la fracci6n unida, pu-
,dléndose separar féc1lmente al eliminar el sobrenadante Egﬁe mé-
todo de separac16n es mas- ﬁtll con. los 51stemas que miden sustan—'u
01as de bajo peso molecular como son hormonas, ester01des, algu—-v

nos- f4rmacos’ y ciertos péptidos.



“,‘b);Preqipitacién’cbﬁ NaCl y etanol.

"A'una solﬁcién que tenga disuelto clorﬁro de'sod;o 0.15 M se
le anade etanol absoluto frio para lograr una concentrac16n flnal
del 80%. En estas condlclones la disminucién de la. constantc dle—7
léctrica del medio, as{ como la mayor solubilidad de la sal en a-

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

complejos antigeno-anticuerpo) precipiten. Al centrifugar se obtie

ne uﬁ precipitado que contiene la fraccién unida, quedando la 1li-
bre en soluci6n. Se utiliza comunmente una alta concentracién en
el medio de una protefna que precipite como acarreador, por ejem-
plo albfimina sérica bovina.

Este método es muy popular porgue es répldo, cémodo y barato.
Sin embargo, al provocar precipitaciones inespecificas puede arras
trar algo de ant;geno libre al precipitado dando lugar a valores

altos de unién no especifica.

c) Pansorbin..

Pansorbin es el nombre comercial de una suspensién al 10% de

células de Staphylococcus‘adreus muertas. Esta bacteria tiene un

componente de superficie conocido como protefna A. Es una protei-
‘ra b&sica pequefia (P.M. 13000) que tiene la propiedad de reaccio-

nar con el fragmento Fc de las moléculas IgG de la mayorfa de los

mamiferos (23)(62)(99) Al ad1c1onar Pansorbln a los tubos ‘de reac
“cién la proteina A une a los antlcuerpos. El Pansorbln se puede -

) separar por centr;fugac16n, en 1a cual las-células arrastran en -

su superficie ‘al complejo antigeno-anticuerpo; dejando en solucién

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

 1,55T‘“;



“dicactividad precipitada (unida). Este método es muy c6modo y rd-
‘pido ademés de ser mas‘limpio pues precipita s6lo a las ihmunoglg

bulinas IgG.
“d). Precipitacién con un segundo anticuerpo.

Este es el método mas.sénsible y especifico de todos para po
der separar las fracciones unida y libre del antigeno marcado ya
QUe tiene menos posibilidad de arrastrar inespecificamente al an-~
tfgeno libre. A la mezcla de reaccién en equilibrio se le afiade -
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: antigeno marcado—énticueg
po-segundo anticuerpo. Este complejo puede precipitar fécilmente,’
con una simple centrifugacién, ya gque és poco soluble (Fig. 20).

El sistema da valores de unidn no especifica muy bajos y va-
lores de'unidn muy reproduciﬁles con poca dispercifn entre los re
plicados. ' ‘

Para lograr una reaccién de precipitacién eficiente entre Ag
y Ab se :equiére gque ambos esten en propérciones equivalentes. Si
hay exceso de uné u otro la precipitacién es escasa o puede llegar
"a no apafeder (Fig. 21) (5). Es por esto necesario titulér el se-
gundo antlcuerpo, para encontrar 1a dilucién 6pt1ma que se’ usar&
’en el paso de separac16n en un- RIA en partlcular

La prec1p1tac16n con un segundo antlcucrpo tlene la desvonta
- de requerlr mucho mas_ tiempo para tener losv;esultados pues invo-

.lucra una segunda incubacién.
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Fig. 20 - Prec1p1tac16n .con’ un sequndo anf_lcucrpo para sepa- C
rar las’ fracc1oncs llbre Y unlda.A .. ’
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' 3.5. Cromatograffa de afinidad.

3.5.1. Principib de la cromatograffa de'éfinidad.

~La cromatografia de aflnldad usa la propledad ﬁnlca de la es:
pec1flcldad b1016g1ca que existe en la 1nteracc16n de una macromo

"~ 1lécula y su ligando (molécula gue interactua especifica y reversi

blemente con una protefina). Asf por ejemplo, las.enzimas se unen
'a'susiratos particulares, ias hormonas forman complejos con pro-
tefnas de uni6n espec;ficas y receptores, los anticuerpos se‘com—
binan con sus antigenos complementarios y las lectinas de plantas
se unen especificémente a ciertos antigenos de superficie de eri-
trocitos y leucocitos (5).

En la préética de la cromatograf;é de afinidad un ligando (o
prote;na se une covalentemente a un soporte insoluble y éste se -
empaca en una columna. Si se aplica una mezcla de protefnas a 1la
columna, s§lo aguella prote;na que presente una afinidad conside-
rable por el ligando éera retenida en la columna, las otras pasa-

rén sin ser detenidas. La protefna adsorbida especificamente pue-

de ser eluida posteriormente alterando las propiedades del disol-

. vente para que se favorezca la disociaci6n de la protefna y su 1li

. gando (Fig. 22)(66).

En principio laucromatografiéide afinidad se puede aplicar a

cualquler par -de moléculas bloléglcas que: 1nteractuan cspeciflca

B y revers1blemente

5y
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. Fig. 22 = Principio de la cfpn\atografia de afiriidad.



;3;5.2.4‘fropiedaﬁe$ de la matriz.

El ;opofte s§iido o matriz qdé se usa en cromatdérafia de a-
finidad para unir el ligando es generalmente'un ge1,[esto_eé, una
~‘estructura tridimensional en forma dé réd formadO'bof un polimero.
:entrécruzado. El espacio entre la estructura se lieﬁa coh 1fquido

y €ste determina las propledades mecénicas del gel Existen muchos

polimeros pero para este tipo de cromatograffa se requiere que -~

tengan caracter;sticas particulares, las cuales limitan el nfimero '
de posibilidades. La matriz ideal debe cumplir con estas propieda
des: ‘ _

1) El soporte (polimero) insoluble debe formar una- red porosa éon
espacios no muy cerrados que permita el paso libre de macromo-.
léculas.

2) Las partifculas del gel deben sér uniformes, esféricas y rfgidas.

3) Ei gel debe de ser Qu;micamente inerte, para evitar interaccio
nes y uniones no especﬁficas al gel.

4) El gel debeuser fisica y quImicamente estable.

5) La matriz debe ser capaz de funcionalizacién.

-3.5.2.1. Celulosa.

La celulosa es un polimero que se ha usado mucho en otro t1~
pc de cromatografia, pero. debldo a su naturaleza flbrosa y no unl

forme 1mplde la entrada llbre a macromoléculas.




S :
3;5.2.2.;4Dextranas.

. Las dextranas son polimeros de glucosé con enlace d—l,ﬁ -

producidos por Leuconostoc mesenteroides en un medio que contenga

" sacarosa. El sephadex es un-prodgcto comercial préparado por entrg
cfuzamieﬁto de dextran con epiclorhidrina. El gran nidmero de grﬁ—
pos oxhidrilo en el pdlimero bacen una matriz muy hidrofilica.qﬁe
_se hincha con agua. Este gel es guimicamente muy estable pero pre

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

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

cromatograffa de afinidad.

3.5.2.3. Agarosa.

El agar se obtiene de varias especies de plantas marinas y

consiste de dos grupos de polisacdridos agaropectina y agarosa.
Estos polisacfridos pueden separarse por diferentes métodos. La -
agarosa es un polisacdridc lineal que alterna residuos de B-D-ga-
1aétopiranosa ﬁnidos 1,3y 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 covg'
lentes. . - l

La falta de entrecruzamientos covalentes hace a la agarosa -

relativamente 18bil frente a ciertas condiciones como son altas -

_concentraciones de sal, urea, &cidos o bases fuertes. A pesar - de "

-éstasflimitaéiones;deAestabilidad la agarosa presenta muchas de -
"las propiedades de la matriz ideal. Su estructura suelta permite

el paso libre de macromoléculas y junto con la ausencia casi- com-

B -



LTesl

pleta dé.gruposscé?gados reduce mucho lé'posibilidad de‘édsorcién
) y'désnaturaliiacién‘de moléculas bioQuImicas'delicadas. |
Comercialmente existe un polimero de agarosa entrecruzada lla
' mado Sepharosa que presenta las mismas propledades cromatogréfl——
cas de la agarosa, pero con una mayor resistencia térmica y quimi

‘ca.

"3.5. 3. Activaci6én del gel.

Los soportes hidrofflicos de polisaciridos han sido usados -

ampliamente como geles cromatograficos para la resolucién y puri-
ficacién de compuestos biolégicoé delicados. Es importante gue el
proceso de activacién de la matriz sea lo suficientemente suave -
para no dafiar su estructufa. En términos qu;micos las maffices -
son activadas introduciendo grupos electrofilicos en el gel para
hacerlos mas reactivos frentg a grupos nucleofflicos presentes en
la molécula del ligando.

El métoao mas general Yy mayormente usado es la activacién -
con haluros de cianégéno, seguido del acpplamiento de aminas pri-
marias o arométicas al gel activado. La activacién de polisacéri-
" dos con bromuro de cianégeno (BrCN).a pH'alcalino 'se introdujo en
.1967 por‘Axén et.al. (3). El proceso quimico exacto no se conoce
blen, pero el probable curso de 1ntermed1arlos hasta dar el 1m1do

carbonato reactivo ‘se ve en la Flgura 23.

.fEi'6§-¥3f
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: 3l5;§: Acoplamiento de la protefna.

La reagciﬁnvde acdélamiento.se.lleva a cabo én'medio'acuoso
v é.uﬁ pH:de.S.S a 9.5 (22) poniéhdo el gel eﬁ.presenéia de la pro-.
“te;ﬁa {pKa o-NH, 22 8). La reaccibn se deﬁa continuar é 4° C por =~

4unas 12 horas, aunque se hé Qisto que la reaccién casi esta com-—~
_plééﬁ en 2 -'3 horas. La cantidad de ligando unida por gramé de -

‘gel actiﬁado es'uné funcién de la cantidad afiadida en el paso del

) acoplémiento. A pesar del tiempo largo de este paso no todos ‘los

érupos reactivos del gel se unen a la proteina, por eso es recomen
dablé incubar un poco mas de tiempo (unas 4 horas)'en presencia -

de un exceso de una amina pequeﬁaVcomg:"D—glucoSamina, etanolami-

na o glicina (66). » o

"Como regla general los geies con un ligando unido pueden ser

reusados muchas veces sin apreciable pérdida de su capacidad de -
~ﬁni§n. Sin‘embargo, se ha‘aetectado gue existe un desprendimiento
,constanté del ligando del gel activado con BrCN al paso del tiem-
po, lo cual h%ce que poco a poco el gel pierda su capécidéd de u-

nién (94).

.3.5.5.. Condiciones de uso defuna columna de cromatograffa de

afinidad.

' a)..Columha.

RTINS

" ’La columna se prepara generalmenté'con'muy poco gel 0.5 a 1.

_ ml., para evitar los efectos de interacci6n inespecffica entre el

' gel y la muestra.




b} - La soluci6n amortiguadora.

Para correr'la cromatograffa se usa una soluéién amdrtiguado—

" ra que tenga el pH 6pt1mo, fuerza 16nlca, temperatura Yy com9051-—'
-: c16n gquimica (1ones, otros factores, etc.) necesarios para 1ograr
una interaccién fuerte entre la protefna unida al gel y el ligan-

'do solubilizado en la muestra que se pasa por la.columna.
¢) 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 iptgrés tiene una alta afini-
dad pof el ligando inmovilizado. Las sustancia§ que se ﬁden débil
mente deben ser aplicadas en un volumen pequefio para evitar su co
elucién con las otras sustancias no reactivas ern el volumen vacfo.

El equilibrio de adsorcién entre el ligando inmovilizado y -

'ia sustancia gue 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 préctico. A vecés es
mejor usar condiciones de bache (suspensifn) para permitir mayor

‘tiempo de interaccién entre el gel y la muestra. Se ha observado’
que es mejor un perfodo de incubacién mas largo antes de la elu—;

cibn de 1a columna'en todos los casos que el simple paso de la =

66 .

muestra por la columna adn al menor flu]o posxble. Esto es, tanto .

1a ef1c1enc1a de la columna como la fuerza de la 1nterac016n au-—t”

.- mentan convgl tiempo (67).
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- d} Temperatura.

Se ha observado que el grado édéorci@n a’ un Qel de afinidad:‘
disminuye al aumentar la temperatura. Es por ib‘tanto conveniente -
.péra podervtener purifiéaqiqnes reéfoduciblés'por croﬁétografia.;
de afinidad trabafar siempre a la misma baja temperatura. Se ha -
escogido 4° C por ser la temperatura mas usada en un cuarto frfo
normal. E1 cambio de temperatdfas puede ayudar a favorecer la u--
nién o la disociaciﬁn de las moléculas gque interactuan para logfar
"una elucién selectiva.vPor ejemplo: unir una protefna al gel a 4°
y después a temperatura ambiente lograr su’eluciﬁn'en condiciones

muy suaves.
3.5.6. Capacidad de un gel.

La capacidad de un gel usado en cromatograffa de afinidad es
la cantidad méxima de sustancia gue se puede unir selectivamente
en un volumen dado de gel, bajo las condiciones 6ptimas de cromar
tograffa. La formé mas usédaApara medir la capacidad es poner una
cantidad grande del ligando (Co} en contacto con el gel, dejar in
cubar y medir ia cantidad del ligando no unido (C). la diferéncia.
'eslla cantidad tunida alvgel, que dividida entre la cantidad de gel.A

(m) nos da la capacidad (q).

q = jéo ~ C)
o ~.m_



—3;5.7..'Elucidn‘de_las'sustanciaS‘unidaé especificamente.

Después de que la muestra ha pasado por- la columna, ésta se

'lava varias veces con la soluc16n de equ1llbr10 para ‘quitar todas

o laS'sustanc1as que no se unen al gel. Posteriormente se debe elulr

Ala sustancia adsorbida haciendo que se separe de su ligéndo espe-’
cifico. Esto se logra cambiando la composicidn, el pH, la fuerza 
"i6nica o la temperaturd de la solucién amortiguadora usada en la
columna. ‘ v

En el caso particular de los complejos-antigeno—anticuerpo -
una disminucién de pH de 7.5 a 3 es comunmente suficiente para di
sociar 15 unién sin dafar a ninguna de las dos moléculas. Una so-
luci6n amortiguadora de glicina - HCl (pH = 2.5) es muy usada, lo
mismo que el dcido acético 0.1 M.

Otros sistemas requieren métédos mas drésticos de elucibn, -
por éjemplo, la avidina de la clara de huevo se separa de agarosa-
biocitina con una combinacién de clorhidrato de guanidinio 6 M y
pPH = 1.5 . En tales casos es muy importante regresar a la columna
a un estado dondé la protefna tome su estado nativo lo mas pronto
posible éara eyitar un daﬁo irreversible_a las propiedades de la
* columna. ‘ .

La‘elucién cambiaﬁdo lé fuerza ifnica se logra generalménte

wanadlendo NaCl 0.5 M & 1 M a la soluc16n amortlguadora 1nlclal. E

Este método es 51mple pcro se’ preflere ev1tar pues dcspués hay SN

gue eliminar la sal de larmuestra»elulda y a yeces_esto no es f&-

‘¢i1; Existen sales voldtiles gomo el NH4HCO3.quc sc pueden elimi-

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

se limita su uso.
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4, METODOLOGIA.
4,1. Desarrollo de uh‘radioinmunoanéliéis para insulina.
4.1.1. Obtencién de anticuerpos.. .

Para encontrar un anticuerpovadecuado‘bara la realizacién?-
‘de un radioinmuncandlisis de insulina, se ensayaron 3 sueros‘cp;
merciales contra insulina pofcina y.posferiorménte un sﬁero obte
nido en el laboratorio (denominado SS).

Los sueron comerciales son:
-1) Suero anti-insulina pércina (57) obtenido en cuyo de Resérch

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) Obtencién del anticuerpo.

Se usé un eéquema dé.inmunizqcién empleado en el Centro -
Médico Nacional (IMSS), modificado’ligeramente (81) (106). =--
Cinco cuyos se inyectaron cada vez con 150 ug de insulina por-~
cina cristalina (Sigma’ en 250 pl de &dcido acético 0.1 N mezcla-
da con.250 ul de adyuvante de Freund completovéara la érimcra -

- inoculacibn e incompleto para las siguientes. Las inyecciones

.-.se ‘hicieron intradérmicas repartiehdoyel voldmen en varios luga .

‘res sobre el 1omo“del'énimal. Ocho dfas- después de cada inyéc—

cién, a partir de la tercera, se.sangraron los animales para ---



.~

tener 1 ml de éuexo y probar'en 6ste la presencia de anticuer--

por. Para evitar un choque hipoglucémico en los animales inmu-

. nizados, se adicion6 sadarosa al 5% en el agua de bebida.
4.1.2. Preparaci6n de insulina porcina-yodo-125.

a) Método de cloramina T.

La insulina porcina se marcd con el radidisét0po 1251, -

usando el mé&todo de cloramina T (40). Se inicié probando marcar

la insulina (5 ug)'con 1 mCi de ybdo-125 a un pH = 5, Se proba-

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

detener la reaccibn se usé siempre metabisulfito de sodio en --

"exceso. La separacifn de la hormona marcada, del yodo-125 no in

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

v6 a cabo por cromatograffa de exclusibn molecular a través de -

Sephadex G-25, o Sephadex G-10.

Debido a los resultados obtenidos (ver seccifn 5.1.2) se mo

dific§ ligeramente la técnica sugerida por Cuatrecasas (21). Se
mezclan insulina porcina 5 ug en 50 yul de solucién amortiguadora
de fosfatos 0.25 M pH = 7.5 con 1 mCi de Na1251 disuvelto en -—-
10 ul dé NaOH 0.1 N. Se afaden 20. ul de cloramina T (100 ugl y

. se agita por 20 segundos al final de los cuales se anaden 20 ul

de metabisulfito de sodio (200 Hg). La mezcla de reacc16n se -

'Aapllca a una columna de Sephadex G-10 (aprox. 12 ml), prevxamen- e

te equlllbrada con la’ soluc16n de’ eluc16n (fosfatos 0. 05 M ‘a =
. pH = 7.5 con albﬁmlna sérlca bovina (BSA) grado RIA 0 2%)

La mezc;a se eluye de la columna en fraccxones de 0.4 ml.

c 90
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Ei patrén de elucldn tiplco se muostra cn la Flg 25 (Resultados)

Todas las manlpulacaones se. llevan a cabo dentlo de Juna campana de

xvextraccldn

Inmedlatamente después de la eluc16n se prueba la 1nmunorreac

tividad de las fracciones correspondientes a los picos de radioac-

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

3 tubos de unién no especifica (UNE) y 3 tubos que representan el -

porcentaje de unién del antfgeno con el anticuerpo denominados Uo.
Los totales llevan 50 ul de insulina-12°1 a razén de 25 000 cpm -
por tubo; los UNE llevan 150 ul de la solucién amortiguadora del -
ensayo (fosfatos 0.05 M pH = 7.5, NaCl 0.15 M y BSA 0.2%) con la -

1251 que los totales; y por Gltimo, los

misma cantidad de insulina-
Uo llevan 50 ul de la solucibn amortiguadora, 50 pf e 1nsu11na-
yodo-125 y 100 pl de anticuerpo (suero SB) contra insulina a una -
diluci6én final de 1/5 000.

Se preparan 9 tubos para cada fracci6n de la columna. Todos ~
los tubos sé agitan en Vértex y se incuban a 4° C durante 24 ho -~
ras. Al final de esie tiempo se afiade } ml de etanol absoluto _—
frfo a cada tubo, se agitan en VOrtex y se centrifugan por 30 minu

tos a 3 000 rpm en una centriguga Beckman J6 B, para sedimentar -~

las proteinas precipitadas.. En seguida-se aspira el sobrenadante

'y se mide la radioaCtividad del precipitado en un contador gamma .

‘Las fracc1ones se separan en. alicuotas y. se guardan en congcla016n

a 4° C.
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.ﬁ) Métoda-de Bdléqﬁ {'Hunter.

Se mércd insilina usando el reactivoAdé Bolton - Hﬁhterif—.
v'(Amersham International lelted) (8) (17). o .

El reactlvodlsuelto en benceno (1 mCl/ml) se. coloca‘en un -
tubo eppendorf de 1.5 ml.y se evapora el dlsolvente con una co -
" rriente suave de nitr6geno, dentro de una campana de extracc16n;
~ Ya seco se guarda a 4° C hasta su uso.

| Para marcar la protefna se afade al tubo con él reactivo la
insulina 5 pg disuelta en 10 pl de solucidn amortiguadora de bo-
ratos 0.1 M pH = 8.5. El tubo se agita durante 15 minutos en --
‘hielo y después se afiaden 0.5 ml de glicina 0.2 M en la misma sé
lucién amortiguadora y se deja 5 minutos mas envhielo. La mezcla
de réaccién se aplica a una columna de Sephadex G-25 equilibrada
con solucibn de fosfatos O.OSIM pH = 7.5, BSA 0.2%. Se eluye co-
lectando fracciones de 0.4 ml (ver seccién 5.1.2. b). Posterior-
mente se mide la inmunorreactividad en forma similar a la yoda --

ci6én con cloramina T.
c) Método de lacﬁoperoxidasa. .

Se 1ntent6 marcar 1nsu11na usando el método de lactoperoxi--

dasa (33) (76)

"La ‘insulina porcina, 5 g se disuelve en 5 ul de solucién sa

,lina isoténica., 5 ug de lactoperox1dasa se. dlsuelven en 100 ul -

de soluc16n amortlguadora de. fosfatos 0. 05 M pH = 7,5; ' Se mez --

clan 1la en21ma y la 1nsu11na junto con 1 mC1 de .yodo-125 en un’ --

v',tubo eppendorf pequeno. Se afiade a la mezcla 100 ul de una dlso—‘



?_'adlcnonan 2 mCi de Na

lu016n de Hzo2 (1.2 ug), preparada ponléndo 1 ul de H2 2 al 30%

“en 25 ml de HZO' Se agita la mezcla por 5 mlnutos en V6rtex y -
después durante 25 minutos en un agitador rotatorlq. Transcurri,
do este tlempo se’ afiaden 2 ml'deACisteina ZZmM % se égité vigo;g’
~samente 5 minutos mas. v . v

La mezcla de reaccién se aplica a una columna ée Sephadex. -
G-25 equilibrada con solucién amortiguadora de.fosfatos 0.05 M,

pH = 7.5 con BSA 0.2%.

Se probb tambiéﬂ marcar insulina, aumentando la concentra-

"cibn de H202 hasta 500 ug y la concentracién de lactoperoxidasa

hasta 30 pg. Las demés condiciones permanecieron constantes --

(ver seccibn 5.1.2. c).
d) Método de Iodogen.

El reactivo se disuelve en cloroformo en concentracién de
20 pyg/ml. Se édiciona el voldmen necesario de esta disolucibn a
tubos de vidrio de 13 x 100 mm, para tener 1 nmol 6 2 nmol de -
Todogen por tubo. El disolvente Sse evapora con una corriente de
»nitrégeno y los tubos secos recubiertos con el reactivo se guar-
dan al abrigo de la luz en un desecador a -18° C (9).

Para marcér la insulina se disuelven 7 ug de proteina en --
v100 ul de solucidn amortlguadora de fosfatos 0.5 M pH = 7.5. Se
1251 dlsueltos en 20 pl de NaOH 0.1 N y to
do juntoe se t]ansflere a un ‘tubo -con 1 nmol de Iodogcn La mez
lcla se deja rcacc1onar por trcs mlnutos,'al f:nal de los cuales

se retlra la mczcla dcl tubo y se apllca a una. columna de Scphaf

- dex G- 10, equilibrada con solucidn amortlguadora de fosfatos -—



© - 0.05M pH = 7.5 con BSA grado RIA 0.2% (Fig. 26, Resultados). Se
: prﬁeba la inmunorreactividad de los picos.radioactivos igual quei

" en la yodacién con el método de cloramina T.

"4,1.3. Curvas de titulacién.
a) Sueros hiperinmunes anti-insulina porcina.

Las curvas de titulaci6én se hacen con el fin de deteiminar -
la dilucibn adecuada del suero para la realizacién del radi&inmn-
noanSlisis. El si;tema de ensayo utilizado consiste de 50 pyl de
insﬁlina-lzsl, 50 ul de solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M
pH = 7.5, NaCl 0.15 M con BSA 0.2% y de 100 pl del suero en dilu-
ciones crecientes de 1/50 hasta 1/16 000, en los tuboé 00;_ade-
‘més se preparan los tubos totales y los tubos UNE como se descri-
b1§ antes. Todas 1as diluciones se preparan por trlpllcado Los
tubos se incuban a 4° C durante 24 y 48 horas. Las fracciones de
radioacti;idad (insulina~-I=125) uhida a los anticuerpos del suero
y libre se separan por precipitacién con etanol y con Pahsorbin.

Se centrifugan los tubos a 1 800 g durante 30 minutos y el sobre-

v‘nadante se elimina por aspiracién (Figs. 27,k28, 29, Resultados).
b) Segundo anticuerpo.

El seghndo anticuerpo es un suero anti;globulinas de cuyo ob

‘tenido” en cabra (Rescarch Laboratories). . Se titula incubando in—_ 

.sullna—lzsl con suero SA en d11u016n 1/400, e 1nsu11na fria- 100

-:y 500 pg por' tubo, durante 24 horas.» Se- prec1p1ta la fracci6én —-—
Aunlda con diferentes diluciones del segundo anticuerpo (100 wl),

incubando Este junto con suero normal de cuyo (100 yl) por 24 ho-



fas_mas. Centrifugando se separa el precipitado (fracci6n unida)

‘ dél sobrenadante (fracci6n libre) (Fig. 30, Resultados);i

4.1.4. Cufvas estindares,

Se realizaron curvas estdndares a la dilucién Sptima encon--

t;éda {30% U/T), para determinar.la sensibilidad de cada uho.,Tg
mamos la sensibilidad de acuerdo con Ekins (27)-c0mo la menox --
cantidad detectable (10% de diferencia de Uo).

.Se incubaron 50 ul de insulina-121 con 100 ul del suero al
t{tulo predeterminédo y con 50 pl de insulina frfa en concentra-
ciones desde 10 hasta 5 000 pg por tubo. Se prepararon también
tubos totales y UNE, todos por triplicado. La sepa:acién'de las
fracciones libre y unida de la radiocactividad se hace con etanol
frio al 80% final; Pansorbin; y en el caso de los sueros obteni-

dos en cuyos, se usa una precipitacién con un segundo anticuerpo

{ver seccién 5.1.4.).

4.1.5. Especificidad de los anticuerpos.

Debido a las muestras que se analizardn por medio del radio
inmunocandlisis para determinar insulina, provendrén principalmen
_te de-la reasociacién de las cadenas A y B de insulina (25) (61)

en forma de saies de Bunte (4) (19) (60) (vef seccién 3.1.1. ), -

se hacen pruebas para estudlar el comportamlento dc los antlcuer';

pos de los sueros SA Yy 'SS frente a las cadenas solas Se prepar.
raron curvas esténdares de insulina camblando la 1nsullna porci-

na por insulina bovina, cadena A-SSO3 porcina, caaena B-—SSO3 -

s



porcina. En el caso de 1as cadenas se usaron concentra01ones‘~‘

‘desde 10 pg hasta 100 ug por tubo (ver secc16n 5 1.6. )

4,1.6;_ Efotocolb'finalAdel radidinmunoanéiisig;
El‘profocolo final dellenséyo para insulina.eéz
iv i) Solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M.pH = 7.5, Nacl -

0.15 M con albiimina sérica bovina, érado RIA 0.2%.

ii) 100 uI de suero gnti—insulina porcina obtenido en cuyo dév—

Resarch Laboratories (suero SA), diluido 1/200.

50 pl de insulina porcina-I-125 paré dar 25 600 cpm.

50_u1 de muestra. |

iii) Tiempo de incubaciﬁn: 24 horas.

iv} a) Precipitacién con 100 pl de Pansorbin diluido 3/10 con -
solucibn amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH = 7.5.
Agitar‘en vbértex 5 segundos y centrifugar 30 minutos a -
1 800 g a 4° C.

~ Aspirar él sob;enadante.
Contar el precipitado.

b) Poner 100 pl de suero normal de cuyo dilufdo lféo.y 100 ul
de sueio anti-globulinas de cuyo (séguqdo anticuerpo) di~—
lufdo 1/20. '

_Incubar 24 horas.
‘ZCentrlfugar 30 mlnutos a 1 800 g a 4° C.
ﬁfAsplrar el sobrenadante ‘ ' v

.Contar el prec1p1tado.'

o_.‘éj :



4.1.7. ;interferenCiés.yirepréduciﬁilidad dé1 énséyé.

“'=Pafa ver la reproducibilidad‘del’rédioiﬁmunoén&lisis sé pfé-
N baronfposibleé fuentes de interferencia. Se:realizaroﬁ‘curvas -
-esféﬁdares de insulina usando insulina pércina frfa. Se cambiq.
 la soluéién‘amortiguadora de foéfatos por el amortiguador usaéo
en 1a‘reaccién de reasociacifn de cadenas de insulina: gliciha.4
0.05 M pH = 10.5 (61}. También se probé'el efecto de laﬁ dife--
rentes insulinas marcadas con I-125 por diferentes métodos y el

efecto de insulina—125

I almacenada por diferentes tiempos sobre
la forma de las curvas estédndares (Figs. 39, 40, Resultados).
Los resultados de los diferentes radioinmunoan&lisis fueron

calculados con la ayuda de un programa de computacién disenado -

para que los datos del ensayo fueran transformados a la forma --

logit ln._liigg_ en funcién del logaritmo de la concentra--
1 - u/uo

cién devinsulina frfa y que la linea de regresién fuera calcula-
da para la linea. recta resultante. (Apéndice A).

A Se probé el efecto que se ob£iene al cambiar el voldmen fi-
nal de la reaccién conservando la dilucién final del suero y las

cantidades de insulina frfa e insulina-I-125 (ver seccidn 5.1.7.).



4.2, Rédioinmﬁnéénélisis.péra TRH.
4.2.1, Prepéracién.del anticuerpo contra'TRH.,

*

Se prepararon antlcuerpos ‘contra TRH 51gu1endo la técnlca -

* descrita por Bassiri y Utiger (6). Se obtuvo un. conjugado de TRH

78 e

con alblmina sérica bovina. La inmunizacién con el conjugado per

mite al TRH actuar como hapteno (80) y generar una respuesta in--

. munol&gica.

a) Preparaci6n del éonjugado.

El reactivo écoplante bencidina bis-diazoada (BDB) se prepa-

r6 de la siguiente forma: se disuelve clorhidrato de bencidina --

-(0.23 g) en 45 ml de &cido clorhidrico 0.2 N y se agregan 5 ml de

nitrito de sodio (175 mg disueltos en agua destilada). Se forma

un producto de color amarillo naranja que se mantiene durante se-

senta minutos a 4° C con agitacién constante. Se preparan alicuo

tas de 1 ml de la sal de diézonio y se guardan a -18° C (57).
Para la pnién de TRH con BSA se mezéla 1 mllde BDB con 1 ml

de solucién amortiguadora de boratos 0.16 M, NaCl 0.15 M, pH = 9.

A la mezcla‘anterior se ahaden 50 mg de'albﬁmina y 5 mg de TRH -

disueltos en 10 ml de la misma solucién amortiguadora. La solu-

cién toma entonces un color pardo-rojizo. Se agita la -solucién

-poxr 2 horas a 4° C. Se dializa posteriormente la mezcla a 4° C

'wdurante 7 dias contra agua destllada, cambléndola dlarlamente, y '

por Gltimo se dializa un dIa contra cloruro de SOle 0. 15 M Se,

guarda ‘en alfcuotas de 1 ml a —18° c.
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g):Eéquema de inmunigadiﬁﬁ. _ :
| :ée inyectaron conéjos blancos Nueva %elanda, con el conjugg

“do de TRH;y albfimina mezclado con adyuvante completo de Freund -

- . (1:1 v/v) en la primera inoculaci6n y mezclando con adyuvante in

- completo de.Freund‘(lzl v/v) en las siguientes inoculaciones. Se
inyeétd a céda conejo 1 ml de la mezcla (250 ug TRH} en diferentes
sitios intradermicamente, rasurando y desinfectando la zona pre-
viamente con alcohol, alternando el dorso y la parte ventrai.

. Se pusieron un total de 15 inoculaciones, una‘'cada 3 sema--
nas.‘ 10 dias después_de cada inoculacion, a partir, de la quin-
ta los conejos se sangraron por la vena central de la oreja obte
hiéndo 1 ml de sangre, con el fin de determinar 1la cantidéd de -
-anticuerpos contra TRH presentés en el suero (ver seccién 5.2.1.).
La sangre se coagulﬁ‘a temperatura ambiente y se contrajo el cod-

. gulo por 12 horas a 4° C; se centrifug§ durante 15 minutos a ~---
1800 g péra separar el suero, qué se guard§ en alfcuotas de 50 ul
a -18° C.

Los radioinmunoanalisis de TRH que se ﬁuestran (seécién 5.2.4.) |

"-fueron hechos con anticuerpos preparados en la forma descrita y ob

tenidos en el suero provenieﬁte del dltimo sangrado de los ;nima——

‘les, aplicando anestésié y extrayendo la sangre por la'vena cava -

inferior (58).
4.2.2." YQdacidn de TRH.

' El TRH fue yodado con I—125; usando el métbdo de cloramina T

(40)}lutilizando las cantidades sugeridas por Bassiri y Utiger (6) .



. ‘fd' . . .. . .
Se usaron 5 ug de TRH disueltos en 50 ul de solucién amortiguado

1251 disuel

"ra de fosfatos 0.5 M pH = 7.5, Sé>aﬁade 0.5 mCi de Na
to en 5 pl de NaOH 0.1 N. A la mezcla se ieiagregan 30 ug'de clo , 
3__ famina T:(30 ulf y se agita durante 30 segﬁpdos, désﬁués de los'—‘
cﬁales se afiaden 50 ug dé ﬁetabisulfito de sodio (100 ul). La -
mezcla se aplica a una columna de Sephadex G-10 previamente equi-
librada con solucidn amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH = 7.5 -
con BSA 0.2%. Se eluye la columna con la misma solucién a un flu
jo de 4 ml/hora y se colectan fracciones de 0.4 ml (Fig. 42, Re--
"sultados).

Posteriormente se prueba lé inmunorreaétividad de las frac-
ciones correspondientes a los picos de radioactividaq con un an--
ticuerpo previamente caracterizado (58); para'lo cual se preparan:
tres tubos para cuentas totales, tres tubos para unién no especi-
fica y tres tubos de mdxima unibén. Los totales llevan 50 ul de -
TRH -I-125 aproximadamente 20 000 cpm por tubo; los tubos UNE lle

van también 50 pl de pRE-123

I con 200 ul de solucién amortiguado-
ra de fosfatos 0.05 M pH = 7.5, NaCl 0.15 M, BSA 0.2%; finalmente
los tubos Uo llevan 50 ul del TRH marcado, 150 ul de la misma so-
lucibén amortiguadora y‘50 1l del suero contra TRH a una diluci6én
final de 1/25 000. Todos los tubos se agitan‘én vértex y se incu

_ban a 4° C durante 24 horas. Transcurrido este tiehpo se centri—v
'fugah_los'tubbs 30 minutos a_l,éoovg a 4° c, aéspués de haberles
‘aﬁadiéq 1 mllde etanol'ébsoluto frfio, péra precipitaf las.prétei—
nas. éntre las p;oteinas precipitadas csté ei'cbﬁplcjo antigehéf_'

- anticuerpo fprmado. Se extrae el sobrenadante‘por aspiracidh y -

se cuenta la radioactividad en el precipitado en un contador gamma.
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4.2:3.° Curvas de titulacién.”

Para encontrar la dilucién adecuada del suero que se usard

. en el radioinmunoensayo, se hacen curvas de dilucif6n, de la si-

: guiehte forma: 50 .yl de TRH-

. TRH

1251 y 50 yl del suero en dilucio--

nes crecientes de 1/50 hasta 1/32 000. Se prepéran ademds tu--—

“bos totales y UNE como se describid antes. Todos los tubos se»i

incuban a 4° C durante 24 horas y después se separan las frac--

ciones de radioactividad unida y libre por precipitacién con al
cohol frfo y posterior centrifugacién 30 minutos a 1 800 g. El

sobrenadante se elimina y se cuenta la radioactividad del preci

pitado (Fig. 41, Resultadoé).

4.2.4. Curva estdndar.

Se prepard una curva esténdar de la siguiente forma: tubos

125

toéales‘con 50 ul de TRH- I (aproximadamente 20 000 cpm); tu-

125

bos’ UNE con 50 pl de TRH- Iy 200 pl de solucibn amortiguédora

de fosfatos 0.05 M pH = 7.5, NaCl 0.15 M, BSA 0.2%; tubos Uo con

125

50 pl TRH- I, 150 pul de solucifn amortiguadora y 50 ul del sue

ro contra TRH a la dilucién édecuada; tubos de la curva con 50 ul
—1251, 100 pl de solucién amortiguadora, 50 ul de suero di--—

lufdo y 50 ul de TRH no radioactivo en concentraciones de 5 a -

©.2 500 pg por tubo (Fig. 43, Resultados).

4.2.5. -Radibihmunoanélisis de TRH.

Para medir muestras de TRH se realiza un radioinmunoandli-

" sis, preparando los tubos igual a la forma descrita en la curva |



: esL&ndar, pero camblando 1os 50 yl de TRH esténdar no radloactl—

vo por 50 ul ‘de 1a muestra que contlcne TRH a concentra016n des~-

. conocida.

~ Se us6 un suero contra TRH preparado en'forma similar al‘f;

suero descrito y ya caracterizado (58) a una dilucién final de - -

~1/25 000 (ver seccién 5.2.4.).
Se probé el efecto del agente precipitante para separar las
fracciones libre y unida del TRH radioactivo, usando etanol frfo

al 80% final y Pansorbin.
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4.3, Preparacibn de anticue;pds’contra las cadenas A y B de insu v
lina porcina (103).

4,3.1. Anticﬁerpos contra cadena A.

Dado el bajo peso molecular de ia cadena A y por tan£o su - .
escasa 1nmunogcn1c1dad se de01d16 inyectarla a los animales en‘—
forma de conjugado para Lratar de aumentar su poder 1nmunogén1co.
Se utiliz6 la cadena A sulfonada de insulina porcina (4) (19) pa
ra tener la molécula mas parecida a la que se obtendrd de bacte-

rias.

4.3.1.1. Preparacién del conjugado.

Se forma un conjugado de cadena A con glutaraldehido, sin -
‘usar una prote;na acarreadora. El glutaraldehido se polimeriza
formando un conjugado de mayor peso molecular.

La preéaracién del conjugado es como sigue: a 15 mg de ca-
dena A en una solu016n de fosfatos 0.1 M pH = 6.8 se agregan --
2 ml de glutaraldehido al 5%.  Se deja reaccionar a temperatura
‘ambiente por 2 horas. La mezcla de reaccibn se dializa contra
una soluci§n de fosfatos 0.1 M pH = 7.4 por 24 horas haciéndo -
un cambio a las 12 horas. El rendimiento del conjugado fue de;

125

terminado usando cadena A- Iy midiéndo la cantidad de radio-

“.actividad unida (ver seccién 5.3.1.).

4,3,1;2. Esquema de inmunizacién.

Se inyectaron 0.5 ml de conjugado mezclado con 0.5 ml de

adyuvante de Freund completo a cada uno de 7 cuyos, en la primera
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apllca016n y una mezcla semcjante usando adyuvante 1ncompleto en

las 51gu1entes 1nyec01ones.‘ Los cuyos se’ 1nyectaron cada 4 sema
,nas y se sangraron para obtener el suero 10 dias dcspués de cada

1nyecc16n

. 4.3.1.3. ‘Titulacién de los sueros.

Los sueros obtenidos de los animales inmunizados se probaron
parévdetectar la presencia de anticuerpos, poxr medio de una titu-
laci6n usando cadena A—lzsl. Cada suero se.incuba a una serie de
diluciones desde 1/500 hasta 1/128 000 con una cantidad constante
“de cadena A—IZSI, durante 24 horas, en una solucién amortiguadora
de fosfatos 0.05 M pH = 7.5 con BSA 0.1%. Trahscurrido este --

tiempo, se precipita el complejo antfgeno-anticuerpo formado con

etanol frfo o con Pansorbin. Se centrifuga a 1 800 g por 30 minu

tos, se elimina el sobrenadante y se cuenta el precipitado en un

contador de radiaciones gamma (ver seccién 5.3.1.).

4.3.1.4. Yodacién de la cadena A.

.

La cadena A se marcé con I-125 por diferentes métodos para - .

probér'los suéros de los cuyos. Se utilizaron métodos que produ-
‘jeran mod1f1cac1ones en sitios dlferentes de la molécula para no
talterar en alguno de los casos el p031ble 51t10 antlgénlco

ta) Método de cloramlna T.

com Cadena A 5 ug en 5 ul de ac1do aCéthO 0.1 M.

I

50 ul de” soluc16n amortlguadora de fosfatos 0 5 M pH = 7.5.

- Na 1251 (1 mCci) en 10 pl.

Cloramlna‘T 10 ul (2 wg/ul).



- Reacéién 15 segundos.

T Metablsulflto de SOle 100 ul (0.5 ug/ul)

;— Los productos de yodac16n se separan en una columna de Sephadex
' G—lO elu1da con soluc16n amortlguadora de fosfatos 0.05 M -=

- pH = 7. 5, con BSA 0.2%,

b) Método de Bolton - Hunter.
© 125

- E1l benceno, que'diSuelVe al reactivo (1 mCi de I), se evapo

ra-con nitrégeno;

- Se.agregan 5 ug de cadena A en 10 pl de solucién.de boratos -
0.1 M pH = 8.5. '

- Se agita 15 minutos a 0° C.

- Se agregan 0.5 ml de glicina 0.2 M en una soluciénAde‘bOratos
0.1 M pH = 8.5, BSe deja todo 5 minutos a 0° C con agitacién.

- Se separan los productos de reaccién en una columna de Sepha
dex G-10 que se eluye con soluciﬁn de fosfatos 0.05 M pH = 7.5

con 0.2% de gelatina.

4.3.2. Anticuerpos contra cadena B.

La cadena B de insulina porcina se uni& con albtmina sérica
bovina en forma de dos conjugados diferentes para aumentar su po

"der inmunogénico. -

. 4.3.2.1. Preparaci6n de los coﬁjugadés.“

‘fa).Se'formé un conjugado con cadena B, alb@mina yvbenéidina.bis?:'

- diazoada (BDB). La bencidina diazoada se prepara como se descri

be eh'la seccién 4.2.1. a,
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El conjugado cadena B- BDB BSA, se prepara coﬁo sigue: se mez

' clan 5 ml de BDB con 5 ml de solu016n de boratos O 16 M pH = 9,

,NaCl 0. 15 M y se anade 240 mg de BSA 30 mg de cadena By 50 ml -

de soluc16n boraLos agregados lentamcnte. Todo se hace a 4° C Yy

se deja con- agitacién a esta temperatura por 2 horas Se dializa .

contra agua  durante 7 dfas. El producto dlallzado se guarda en -

ébngelacién (ver seccibn 5.3.2.).

b) Conjugado de cadena B con glutaraldehfdo. En 4 ml de soiucién
amor;iguadora de fosfatos 0.1 M pH = 6.8 se agregan 20 mg de ca-
dena B Yy 2 mi de giutaraldehido al 5%, Se agita a temperatura -
ambiente por 2 horas. Se dializa durante la noche contra una sg
lucién de fosfatos 0.1 M pH = 7.4. El conjugado se guarda en con

.gelacibn.

4.3.2,2., Esquema de inmunizacién.

Ocho cuyos se inyectaron cada uno con 0.3 g de conjugado -~

{(en 0.7 ml}) mezclado con 0.7 ml de adyuvante de Freund. La prime’

ra inyeccién fue con adyuvante completo y las siguientes con in-
. completo.
Otro grupo de 7 cuyos sé inoculé poniéndola cada animal --
:300 ug de conjugado (en 70 i) mezclado con. 70 ul de adyuvante.
Los cuyos se inyectaron cada 4 semanas y se sangraron para

‘obtener el suero 10 dias después de cada 1noculac16n

4.3.2.3. Titulacién de los sueros.

Los sueros de los. cuyos inmunizados contra cadena B se pro-
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baron para ver si tenfan anticuerpos, tituldndolos frente la ca-
dena B—1251 en forma similar a la usada para:los sueros de cade-~ -

na A (secci6n 4.3.1.3.) (Resultados: éeccién 5.3.2.).

4.3.2.4, Yodaci6n de la cadena B.

ﬁa cadena B se marc§ con el método de cloramina T de la si-
guiente forma: v ' .
- Cadena B 5 ug.
- Solucién fosfatos 0.25 M pH = 7.5, 50 ul.

- nal?5

I 1 mCi (10 pl).

- Cloramina T 20 ul (5 yg/pl).

- Reaccién 30.segundos.

- Metabisulfito de sodio 20 ul (10 pg/pl}.

- Los productos se separan en una columna de Sephadex G-10 elui—A

da con solucib6n amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH = 7.5, --

NaCl 0.15 M con BSA 0.2%.




4.4, " Columnas de-cromatografia'de.afinidad}.

4.4,1. Columnas para insulina.

Para preparar una columna de cromatografia de aflnldad con
-antlcuerpos contra 1nsullna se utlllzd como soporte Sepharosa 4B
" (Pharmacia). Los anticuerpos se unieron a este.gel covalentemeh—}
te usando la técnica propuesta por Cuatrecasas (70). Se utiliza
un miligramo de proteina del suero hiperinmune por cada milili--
tro de gel. '

Las proteinas del suero se midieron'usando el método de Low
ry (68) de la siguiente forma: .
- 10 plvde mugstra aforados a 1 ml con HZO'
; 5 ml del reactivo E, reposar 10 minutos.
- 0.5 ml del reactivo de Folin*, reposar 30 minutos.
~ Leer absorbancia a 590 nm.

Los reactivos empleados son:
A. Na,CO, al .2 % en NaOH 0.1 N.

2773
B. CusoO '5H20 al 0.58%.

4

C. Tartrato de sodio y potasio al 1%.

D. Solucién B + solucién C (1:1 v/v).

E. 1 ml de soluci6én D + 50 ml de solucién A; eéta solucibn es e§

table por 24 h01as '

'#&_Reactlvo de Folln, se dlluye en agua (1:1 v/v) antes de usar:H
Se hlZO una curva esténdar de proteinas;con BSA de 0-a.500 ﬁé.
Para medlr la eficiencia- de la reac016nAde‘déoplamientd'dé{—‘

- los’ antlcuerpos al gel se marcé con yodo- 125'un poco de 1nmunoglo

-'bullnas (IgG) de conejo con el siguiente método.



~ 10 ug IgG.
- 50 yl de soluci6n de fosfatos 0.5 M pH = 7.5

- 10 p1'Na'?51 (Imci/ 10 1 NaOH 0.1 M).

- 25yl cloramina T ( 1 ug/ul ).

- 30 segundos de reaécién.

= 100 ul metablsulflto de sodio (0 5 ug/ul)

-~ Separar la mezcla de reacc16n en una columna de sephadex'G—zs
veluyendo con solucién de fosfatos 0.05 M pH = 7.5 con NaCl -

0.15 M y BSA grado RIA 0.2%. (Ver secci6n 5.4.1.).

4,4,1.1, Activacién del gel.

La t§cnica de acoplamiento de anticuerpos él gel que se sij
gue'es: se colécan 5 ml de gel (sepharosa 4B) en 5 ml de agua --
destilada. Se adicionan entonces 10 ml de carbonato de sodio 2M.
La suspensién se pone en un bafio de hielo y se agita suavemente
durante 10 mihﬁtos. Se afiade 1 ml de bromuro de cianégeno (BrCN)
(2 g/ml de acetonitrilo). Se agita fuertemente durante 2 minutos.
.Inmediatamente se pasa .el gel a un embudo Buchner para filtrarlo
con vacio. Se lava sucesivamente con 200 ml de NaHCO3 0.1M pH=9.5

200 ml H o Yy 200 ml de NaHCO., 0.2M pH= 9 5. El1 gel se recupera -

3
con una espétula y se coloca en un tubo con tap6n que contenga -

.5 ml de NaHCO 0. 2M pH=9.5. Al gel se le ad1c1ona entonces el

3
suero hlperlnmune contenlendo los. antlcuerpos ‘se lncuba la mez- - -
cla por 20 horas a 4°C con agitacié6n por 1nver516n Al flnal -de

"este tlempo se afiaden 5 ml de gllc1na lM y 'se aglta por 4 horas -

" mas.’ Se transflere el gel a un embudo y se flltra con vacio 1avan

4;fzvf%T ,1; ffBétf e
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do con 200 ml de dcetato de’ sodio 0.1M pH=4 con NaCl 0.5M; 200 ml

de urea 2M con NaCl 0.5M y por dltimo NaHCO 0.1M pH=10 con NaCl

3
0.5M, El gel se resuspende finalmente en solucién amortiguadora

de fosfatos 0.05M pH=7.5 . Se guarda en frfo.

4.4.1.2. Condiciones de cromatografia.

Se colocan 0.5 ml del gel con los anticuerpos contra insﬁli

na en una columna. Se equilibra el gel con una solucifén 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 lentamen
te. Se lava la columna con la misma soluci§n de fosfatos, sin al ’
bﬁmina. Para eluir la insulina unida al gel se aplica a la colum
na écido acético 0.1M (Fig. 45, Resultados).

Posteriormente para poder tener una unién mayor de la insu-
lina al gel se dej§ la muestra en la columna cerrada por tres ho
ras, agitando por inversién a 4°C para favorecer el equilibrio .
La columna sé lava entonces con solucién de fosfatos 0.05M pH=7.5
y_la insulina es eluida con &4cido &cético 0.1M.

4.4.1.3, Capacidad.

Para determinar la capacidad de la columna se aplica insuli

'»,ﬁa ndimaycada»en cantidades crecientes a una pequeﬁé cantidad‘de'
'éei. ﬁeépués'de 1avarAyAe1uir 1a>muestra‘se mide la iﬁsulina' én:
.todas'iés fracciohes pdr'radioinmuﬁoanélisis; La cantidad.de,prg

‘.teina @nida al gel dividida entré el‘volumen del seéundo da 1la -

":capacidad de la columna (Fig. 46, Resultados).

i
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4.4.1.4; " Propiedades de lacolumna.

" Para poder ver si la columna es caﬁaz de reconocer sélo .lé‘
ihsulina_inmunologicamente acti&a se pasa'uné muestfg de insuli-
" na-I-125 -por la columna teniendo'una'incubacién‘de trés horas. -
Las fiacciohes se colectan y cuentan en un detector de radiacio-
nes gamma. Cada uno de los picos gque se obtienen es concentréd6
y neutralizado para recromatografiarlo por separado en la misma
columna. Al final se mide la inmunorreactividad en todas las frac
_ciones eluidas de la columna, con un suero anti-insulina difereg'

te al usado en la columna (ver seccifén 5.4.1.2.}.
4.4,2. Columnas para TRH,

4.4.2.1. Activacibn del gel.

Se'utiiiz§ como soporte un gel de sepharosa 4B y se unieron
a €l anticuerpos. contra TRH con la té&cnica de Cuatrecasas(70) se
gﬁh el siguiéﬁte procedimiento: |
- 5 ml de gel.
- 5 ml ge agua.
- 10 m1 de Na,C0, 2M. '
- Agltar suavemente ‘en bano de hielo por 10 minutos.
.; Pasar a un embudo y lavar suce51vamente con.;

v%A200 ml de. NaHCO 0.1M pH=9. 5

3

- 200 ml de H,0. 0
| - 200 m) de NaHCO, 0.24 pH=9. 5..
= Transferir el gel con espitula a un tubo con 5 ml de NaHCO,

0.2M pH=9.5 .

=
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-~ Adicionar el suero en cantidad suficiente ‘para-tener 5 mg dé

proteinas.
- Incubag a 4°C durante 20 horas conAégitaéibniﬁér;invéfsién.
- AﬁadirAS ml de gliciha 1M. N S A
- Incubar a 4°C bor 4 héras mas.
; Pasar a un embudo y lavar sucesivamente con
- 200 ml de acetato de sodio 0.1M pH=4 con NaCl 0 SM.
- 200 ml de urea 2M con NaCl 0.5M.

- 200 ml de NaHCO, 0.1M pH=10 con NaCl 0.5M.

3
‘- Finalmente el gel se resuspende en solucidén amortiguadora de

fosfatos 0.05M pH=7.5 , (ver seccibn 5.4.2.2.).

4.4.2.2. Purificacién de TRH tritiado.

Para probar el comportamiento de esta columna se utiliza -
TRH marcado con tritio (3H) o0 bien TRH marcado con 1251

El TRH—3H (New England Nuclear), antes de dgarlo en las --
pruebas de la columna, se repgrifica por medio de una cromatogra
fia en placa delgada usando placas de silica gel de alta resolu-
cién (HPTLC Merck) y como sistema de disolventes: cloroformo, me’
tanol,_amoniacb (125:75:25) . La posicién del TRH'se indica usan-
do un estdndar de TRH no marcado y revelandolé coﬁ el reactivo -
" de Paﬁli (92); o bien midiendo la radioactividad de‘la placa  en
‘  qh ledtoiide placaé,'(Fig ‘48 ‘Resultados) .

‘ La frac016n con mayor radloact1v1dad se eluje de la sillca

coﬁ'metanol absoluto y se seca con nltréggno, después se resuspeg~
tde én solucién de’fosfatos y sé congela. Pafa contar el TRH;35 -

- se utiliza un contador de centelleo liquido. Se pone la muestra -



en un vial de conteo Y ‘se completa su volumen a 0 5 ml- con agua.
"Se afiaden entonces 10 ml del liquldo de centelleo Bray (65)
, Reactlvo “de Paull. ' k
Se mezclan volumenes 1gua]es de :
-H- Scido sulfanillco al 1% en HC1 1,0 N ¥y
- nitrito de sodio al 5% (rec;en preparado)
éé deja reposar 5 mihutés en hielo. La placa se'rocia con'ésta -
mezcla y se deja secar. Se rocia ahora con carbonato de sodio §l

15%., El1 TRH revela como una mancha de color naranja.

Liquido de centelleo Bray.

-.Naftaleno 60 g
- PPO 4 g
- POPOP 0.2 g
‘= Metanol ' 100 ml
- Etilenglicol 20 ml

~ Dioxano c.b.p. 1000 ml

4.4.2.3. Condiciones de cromatografia.

Se detefminé el tiempd que debe dejarse la muestra.incuban-
'.'dose con el gel para alcanzar condiciones de equilibrio. Para es
to - se coloca un volumen pequéﬁo de gel en diferentes tubos y'se‘
-afiade .una cantidad cénsfante de TRH—3H A diferentes tiempos se

centrlfugan los tubos y se separa el sobrcnadante del gel. Se -

l‘gav:ﬁ“c

' ::cuenta la rad10act1V1dad en el sobrenadantc (Flg 49, Resultédos[.'

. Para correr la cromatografia se 1ncuba la muestra con cl T

gel en la columna por tres horas a 4°C con ag1tac16n por 1nver——

si6én. La columna se equxllbra prevxamente con solu016n amortlgug -

dora de fosfatos 0.05M pH=7.5 con 0.2% de BSA .grado RIA;‘Después
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de la incubacién la columna se‘lava con solucidn de fosfatos sin

albﬁmlna y se eluye el TRH unldo al gel con éc1do acétlco 0. 1M -

-(54)}75) (Flg 50, Resultados)

" 4.4.2.4. Capacidad.
>Para medir la capacidad de la columna de TRH se aplica . una
cantidad constante de TRH marcado con cantidades cada vez mayores
de TRH frfo. La cantidad de TRH ho marcado que desplaza toda 1la
radiocactividad dividida entre el volumen de gel empleado indica

la capacidad (Fig. 51, Resultados).

4.4.2.5, Propiedades de la columna.

" Para estﬁdiar el comportamiento de la columna se pasa una -.
muestra de TRH-3H. Todas las fracciones se colectan y se cuenta
' ﬁna alicuqta con liquido de centelleo. Cada uno de los picos que
se obtienen se concentra y neutraliza para recromatografiarlo -
por separado en la misma columna. Se mide la radioactividad en -
todas las fracciones y se calcula la distribuci6n de marca en -
“los diferentes picos, (ver seccifn 5.4.2.4.).
Posteriormente se p;obd la columna con un extracto de hipq-
btélamo'de rata paré tratar de ver la capacidad de purificacién —f
de TRH por. cromatografia de aflnldad y comparar este proccso con

' otro método de purlflcac16n mas largo.

Se sacrificaron 25 ratas macho Wistar albinas y $e extraje= -

ron los hipotdlamos. Se pes6 el tejido y se homogeniz6 con ‘&cido
acético al 20% v/v para tener 1 ug de hipotdlamo en 10 pl. Se hi

cieron alfcuotas de 500 pl (aproximadamente 1 hipotdlamo) y se .-

s
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guardaron -en’ congelacién.

Las alfcuotas del extracto dé hipot&lamb se someten a un ---

proceso tradicional de purlflca016n de TRH, o blen, se pasan por-
1a columna de cromatografia de aflnldad En ambos casos se mlde,

‘el TRH obtenido, por RIA, (Fig. 52, Resultados).
a) Purificacién de TRH por cromatografia en placa delgada.

El TRH en el homogenado de hipotdlamo se purifica de la éi-
guiente manera:
= Centrifugar el homogenédo en tubos eppendof en ﬁna centrifuga
Sorvall con el rotor S$S34 a 15 000 rpm durante 15 minutos.
- ﬁecuperar el sobrenadante.
- Extraer con tres volumenes de éter saturado.con &cido acético
al 20%.
- Secar el &cido en un evaporador a vacio (Savant).
- Resuspendér en metanol al 90% y dejar toda la noche a -20°C.
- Centrlfugar a 15 000 rpm en centlifuqa Sorvall y rotor SS34.
—'Recuperar el sobrenadante.
- Secar en Savant.
- = Resuspender ?n 1/10 del volumen anterior con metanol absoluto.‘
AgitarAy secar otra vez. . »

- Resuspender en solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M pH=7. 5

‘4.—:Ap11car a una placa de cromatografia en capa dclgada (HPTLC) y

-,desarrollar con la mezela de dlsolventes siguiente: cloroformo,

metanol, amoniaco (125 75 25)

A_- Raspar la placa en la zona donde aparece el TRH y eluir con meé A

tanol al 90%.

o5t )
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-* Secar en Savant.
- Resuspendér,.pof Gltimo, en solucién amortiguadora'de‘fosfatos

-0,05M pH=7.5 , (Tabla 3, Resultados).

b) Purificacién de TRH por columna de cromatografia de'afinidad.

El hdmogenado‘de hipotdlamo de rata se trata de la siguiente
manera: | |
- Centrifugar a 15 000 rpm en centrifuga 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-

lucién de fosfatos sin albGmina. Eluir con &cido &cetico 0.1M.

~ Las fracciones de &cido acético se secan en Savant y se resus-

penden en solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M pH=7.5.

{Tabla 3, Resultados).
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5. RESULTADOS .,

5.1. Radioinmunoanélisis de insulina,
5.1.1. Obtenci6n de anticuerpos contra insulina. .

Solamente uno de los cuyos inmunizados generé anticuerpos -
contra insulina. El suero obtenido se denominé" SS, mostré un ti-
‘tulo de 1/8 000 y fue caracterizado completamente (ver mas adé——
lante). .

5.1.2. Obtenci6n de insulina porcina - 125I.
a) Método de cloramina T.

Se prob6 marcar con 0.5, 1 y 2 mCi de NaleI a pH=5 encon--

trando que se incorpora mejor la radioactividad a la protefna -
con 1 mCi. Si se aumenta a 2 mCi se desperdicia mucha radioacti-
vidad ya que no se une a la insulina, a menos gue se aumente tam
bién la cantidad de proteina.

El patr6n de elucibn de 1a columna para separar la hormona

marcada del 125

24, En estas condiciones se obtenfa una insulina-I-125 que habfa

incorporado alrededor del 40% de la radioactividad usada en la -
_reaccién. La inmunorreactividad estaba entre 40 y 50% segdn la -
 preparaqi6n." ‘

_ -Con el fin de aumentar la incorporacién de radioactividad a

la insulina se intent6é hacer la reaccién a pH=7.5, siendo &ste

el 6ptimo para la yodacién de'loé residuos de tirosina (48)J' La

I libre con sephadex G-25 se muestra en la Figura.

e
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o
inéorporééién de radioécﬁividad l;egb'hast§—§éloreé'dg 80 y.9d%,
segfin el tiempo empleado. ' >l “‘fw  ;

Se marcd.con 0.5, 5, 10, 50, 100 y 200 ug de cloramlna T en
C 30 segundos. Se observa una lncorpora016n cada vez mayor de la'—
‘fadioactividad a la insulina. Sin embargo, pese a que con 50 ug
.se mafca poco y en cambio con 200 ug se observa una alta incdrbg
racibn la protefna marcada résultante ya no es inmunologicamente
reactiva (Tabla 1).

Se probé marcar con 100 ug de cloramina T a diferentes tiem-
pos: 10, 15, 20 y 30 segundos. La radioaétividad incorporada a -
la protefna es ligeramente mayor a 20 y 30 segundos, no babiendo .
précticamente diferencia entre estos tiempos gTabla 1). Sin embar
go, la inmunorreactividad es mayor a 20 segundos.

Con estas condiciones se siguié trabajando posteriormente -
para marcar‘la.insulina con yodo-125. El patrdén tipico de elucidn
de una yodacifn con el método final (seccibén 4.1.2. a) se mues-
tra en la Figura 25.

La actividad especifica de la insulina marcada calculada a
- partir de la radioactividad precipitada con &cido triclorodceti-

co al 20% esté.entre 70 y 90 uCi/ug.

. . b) Método de Bolton - Hunter.

La - 1ncorporac16n de 1a rad10act1v1dad a la 1nsu11na fue  de-
un 40%, pero no se ]ogr6 una buena separacmén cntre la Jnsullna
marcada y el reactlvo no 1ncorporado a la protcina La 1nmunorrcac

1t1v1dad de las frac01ones radloactlvas fue del orden de 10
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Insulina '1251 ~ Cloramina T Tiempo -Incorpo- Inmuno-

- ) racibén de © rreacti-
Lwg ) (mci) {ug) (s)  jodo-125  vidad

‘ s )
5 R 0.5‘, 30 — . ==
5 1 . 5 30 - - ——
s 1 1w 30 eem }——
5. 1 .50 30 - 16 ”, +
s 1 o100 30 8 e
5 1. 200 30 90 e

5 1 100 10 36+
5 ! 100 15 75 St
5 1 100 20 80 + o+

5 1 100 30 85 -—

Tabla 1. Marcado de insulina porcina con yodo-125

‘usando cloramina T a pH=7.5




‘c) Método de’ lacLoperox1dasa.,

Se intent6 marcar 1nsu11na porcina por el método de lactope

roxldasa, varias veces, pero en nlnguno de los casos se logr6 in

,corporacxﬁn de la radioactividad a la protefna. Se aumentaron -
',1as concentrac1ones de enzima .y dcl ox1dante (H ) hasta 30 ug

y 500 ug respectivamente; tampoco se logré marcar a la insulina,

d). Método de'Iodogen.

Se marc6 insulina porcina usaﬁdo el reactivo Iodogen. La -
proteina incorporé de 30 a 40 % de la radioactividad iniciali a-
plicadé. La prueba de inmunorreactividad mostré que’las fraccio-
nes dé la columna de sephadex G-10 correspondientes a los picos
radioactivos eran insulina inmunologiéamente activa y 1251 libre
en este orden de elucién (Fig. 26). '

‘La insulina-yodo-125 posee una inmunorreactividad de 60% vy
un valor de UNE del 6% precipitando con etanol. La actividad es-

.pecifica calculada por la cantidad de radioactividad precipitada

con &cido tricloroacético al 20% es de 70 uCi/ yug.

5.1.3. Curvas de titulaci6n.
a) Sueros anti - insulina porcina.

Se obtuvieron las curvas de titulacién para los sueros anti

insulina'porcina: SA, SB y posteriormente (cuando se produjo) SS.

El suero SC no se titul6 y se uso directamente a la dilucién re-

comendada por el fabricante (1/400); Se hicieron incubaciones 24

y. 48 hofas=y se separaron las fracciones de radioactividad unida'l

y libre por precipitacién con etanol y Pansorbin, para cada caso

(Figs. 27, 28, 29 ).
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Fig. 26 Patrén de elucién cromatogréfico de yodacién
de insulina porcina con el método de Iodogen.
Columna de sephadex G-10. Se cuentan 5 ul de

_ cada fraccién (0.4 ml). '
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Se observa en todos los casos que a las 48 horas de incubacién
" la unidn del antigeno marcado es ligeramente mayor que a las 24
;horas, pero no en forma 51gn1f1cat1va. Por- este motlvo en todos

los dem&s experlmentos se 1ncub6 solamente 24 horas.

b)VSegundo anticuerpo.

Se tituls el segundo antlcuerpo (suero anti - globullnas de
vcuyo, obtenido en cabra), para encontrar la dilucién adecuada pa
ra precipitar la fraccibn de radloact1v1dad unida a los antlcue£
pos. Una dilucién del segundo anticuerpo 1/10 (100.p1/tubo) con
100 pl de suero normal de cuyo 1/80 como acarreador prec1p1t6 el

méx1mo de la fraccién unida (U) (Fig. 30}.

5.1.4. Curvas estéindares.

Las curvas esténdares obtenidas para el suero anti - insuli
na porcina obtenido en cabra (SB) aparecen en la Figura 31. Se -
usé el suero dilufdo 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 gré&fica de lo unido (U) sobre

106

1ovunidd cuando no hay antfgeno (insulina) no marcado (Uo), (U/Uo).

Las curvas estéﬁdares para el suero SA y para el suero sc -
'sevmuestran en las Figuras 32 y 33 respectlvamente .

‘ Al comparar los tres sueros (Flg 34),'se encuentra que el
mas sen51b1e es el’ suero Sh; éstc se 51gu16 usando postcrlormen—‘
ke para reallzar los’ radlolnmunoan51151s, a una dJlu016n flnal'—
Ade 1/200. La curva esténdar para el suero SS se muestra en la Fi

gura 35.
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lina porcina (SB).
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‘5;1.5; -Curva estdndar. final del radioinmuﬁdanélisis.
- Al usar el protocolo final del radioinmunoanéliSis descrito

g en la se0016n de métodos' (4.1.6.), se obtlene una curva esténdar

T de 1nsu11na porcina, en. forma reproducible. Esta curva presenta

una buena sensibilidad ( 100 pg ) y una regién lineal entre 100

y_1000'pg de insulina porcina por tubo (Fig. 36).

5.1.6. Especificidad de los anticuerpos.

. Las curvas esténdares cambiando insulina 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 éurvas 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 inmunolégico coﬂ los anticuerpos,
pero a concéntraciones mucho mayores que las usadas en.la curva
esténdar (Figs. 37 y 38).

5.1.7. Interferencias y reproducibilidad del ensayo.

Se realizaron curvas esténdares de insulina cambiando la so

1uc16n'amortiguadora de fosfatos por la solucién de gliciné 0.05M

,ApH=10-5 gue se usa en la reaccién de reasociacién de las cadenas

‘de 1nsu11na (ver Fig. 7, secci6n 3. 1.1.). Otréé cufvas esﬁ&ndares

muestran el efecto de 1a 1nsullna marcada por los métodos de clo

ramlna T y de Iodogen, asf como el uso de insulina fresca (re01en

-marcada) e insulina marcada y almacenada (Flgs. 39 y 40) .

'1-"131"1. .
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- El cambio-de volumen de reaccidén, conservando las concentra

_ciones de los diferentes reactivos no alter6é la forma de. la cur—

va.

En todos los casos se encontr6 que el ensayo es muy reprodu

" cible Yy que no habfa cambios en la forma de la curva por ninguno

de estos parfmetros. Las condiciones del sistema de radioinmuno-

anflisis son las sigquientes:

Dilucién del anticuerpo (suero SA) 1/200

Masa radioactiva 320 pg

Limites y sensibilidad de la curva: a 1000 pg
‘esténdar: U/Uo % = £ |log(pg/tubo) '

Pendiente. 45.0 + 0.69

Intercepto al origen

Coeficiente de correlacién lineal

Uni6n méxima
Unién no especifica

50% de U/Uo

Cuentas totales por tubo

153.6 + 5.51

0.9991

200 pg

.25 000 cpm
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5.2 Radioinmunoandlisis para TRH.
5.2.1. Preparacifn del anticuerpo contra TRH.

Después de la quinta inyeccién sélo uno‘de 1éé‘qonejés dis.
'réspuesta inmunolégica preéentando anticuerpos contra TRH en su
.suero; Se encontré que a una diluci6n final del suero de 1/2000
se une el 30 % (U/T) del TRH radioactivo usado’ (Fig. 41). La con
-centracibén de anticuerpos contra TRH se mantuvo igual (mismo ti-

tulo) al paso del tiempo hasta cerca de un afo.

5.2.2. Yodacién del TRH.

El TRH marcado con 125

I presenta una inmunorfeactividad en~-
tre 50 y 60% para el tercer pico del batrdn de elucién de la co-
lumna de sephadex G—lO‘(ver secci6n 4,2.2.). Los dos picos ante-
riores asi como el filtimo 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 -

dfas guardadas se repurifican por cromatograffia a través de una

‘columna de sephadex G-10 con las mismas condiciones antes descri

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.

5.2.3. Curva estéhda;;
“"Sé realizé una curva estdndar para "TRH con el suero obteni=

~do a una di;ucién final de 1/2000. Los resultados aparecen en la
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. Fig. 42 Perfil cromatogrdfico de la yodaci6n de TRH .
con cloramina T en una columna de sephadex G-10.
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K ;’Figura'43 donde.se observa‘que hay una buena sehsibilidéd del -
antlcuerpo al antfgeno frio (TRH no marcado) . Se observa un des-

.,plazamlento del 10% a 5 pg de TRH frfo.

5.2.4. :Radioinmunoanalisis de TRH.
Los énsayos para cuantificar muestras de TRH.se reélizaron'
_con un anticuerpo caracterizado prev1amente (58) y separando con'.
' Pansorbln la fraccié6n de radloact1V1dad unida de 1a libre, en =
vez de alcohol porque se encontr6 una mejor reproducibilidad de
los datos, menor dispersién en los triplicados y menor valor pa-
ra la unién no especffica ( 3.5%) (Fig. 44).
La curva presenta una sensibilidad de 5 pgAde TRH frio y es

paraiela a un estindar de TRH {extracto &cido de hipotdlamo}.
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'2.3“ Formaci6n de anticuerpos contra las cadenas A y B de insulina.
5.3.1. Anticuerpos contra cadena A. ' . .
Se formé el conjugado ‘de- cadena A y glutaréldehido. El pro-

ducto de esta reacci6n incorpor6 40% de la cadena al conjugado '
"~ segfin la cantidad de marca radioactiva ( cadena A712 I) ‘unida.
Todos los sueros obtenidos del sangrado de los cuyos a lo -
- largo de un ano se probaron por medio de la titulacién 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 gue ningun suero contenfa -

anticuerpos contra la cadena A de insulina,

5.3.2. Anticuerpos contra cadena B.

Los sueros de los 15 cuyos inmunizados contra cadena B se -
probaron para detectar la presencia de ant;cuerpos, titulandolos
a diferentes diluciones, contra una cantidad pequefia (220000 cpm)
y constante de cadena B-I-125. Se siguié el curso de la inﬁunizg
cién durante nueve meses. '

‘ Dentro del grupo de animales que recibieron el conjugado ;—
con BDB s6lo unb presentd anticuerpos. Se encontr6 al cuarto mes
una unién de la marca radioactiva del 13.3 % a una dilﬁcién_de-—
r1/100. Al guinto mes subié a 26.5% a la'misma diluci6n. Posterior
'Wmente ba36 a 15% en los 51gu1entes sangrados. | _

" En los anlmales 1nyectados con el conjugado de glutaraldehi- '
<dé”dos presentaron antlcuerpos El prlmcro d16 una unién m6x1ma -
.de 17% al qu1nto mes, que bajo después a 12%, a la dilucibn 1/100
_El segqundo animal di6 a la mlsma dilucién una unién del 21 5% en

el cuarto sangrado (quinto mes) y después bajé al 10%._
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5.4 Columnas de cromatograffa de afinidad.

5.4,1. Columna para insulina.

Se unieron anticuerpos contra insulina al gel con bromuro =
de cianégeno. La eficiencia del acoplamiento medida en base a la

125

fraccién de IgG- I (afiadida como trazédor) que se une al gel.-

es de 81.4%. Se utilizan los anticuerpos del suero SB en la colum
Na8. j1a insulina-I-125 gue se pasa por la columna es retenida en

su gran mayorfia por el gel. Aparece un pico pequefio de radioacti

‘vidad en las primeras fracciones del lavado. El segundo pico co-

125

rresponde a .insulina- I inmunorreactiva que es eluible con &ci

do acético 0.1M (Fig. 45).

5.4.1.1. Capacidad.

La caéacidad de la columna se determina cromatografiando in
sulina porcina a travé€s de la columna en las siguientes cantida-
des: 100, 300, 560 y 1000 ng. La columna se lava con solucién de
fosfatos y después se eluye con dcido acético. La cantidad de in
sulina presente en cada fracéidn se mide por radioinmunoan&lisis

( Fig. 46). Sé observa gque la columna preparada con 200 ul de .-

‘gel une 36 ng de insulina. Esto permite calcular una capacidad -

;*-de 186 ng/ml.

5.4.1.2. Propiedades.

La habilidad de la éolumﬁé'pafa discriminar entre la insdli

‘na inmunologicamente activa y la no inmunorreactiva se probs --
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. Fig. 45 Perfil de eluci6n de insulina-lzsl en una

columna de cromatograffa de .afinidad.
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ﬁséhdo.insuliné—lzsl.gue'presenta‘una’inmunorreaéti?idadrdel 39%
frehte.a‘los-antiéuérpdsbde-ihSulina (suefq SA) a la dilucién -~
- Sptima ael radioinmuﬁoan&lisis; Cada uno de los picos obtenidos
: se_vﬁelve ‘a cromatografiaf en la misma coldmna-y se obtienen -
dos picos de cada und (Fig. 47). La inmunorreéctividad’dc cada -
“pico se mide con los anticuerpos del sueré SA daﬂdo'los valores

. de la tabla 2.

bicorl pico 2
$ Radioactividad =~ = 36. el
pico 1-1.- - pico 1-2 pico 2~1 pico 2-2

% Radioactividad 24.8 7 8.0 . 4.3 45.1

Inmunorreactividad(s) 00 . 10.0° . .. 8.0 . 50.

..

Tabla 2.. Inmunorreactividad medida con anticuerpos contra
’ ‘ :insulina (suero SA), de los picos obtenidos en -

una;columna’de crdmatografia de afinidad.
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Fig. 47 Cromatografia de insulina-leI a través de una columna

de cromatograffa de afinidad. (Ver Tabla 2.).

4200 000 cpm TRH

—

- Frente del
“disolvente

" Fig. 48 ‘Distribuci6n délla radiactividad en Gna placa de
: ‘cromatograffa donde se corrié TRH—3H. La flecha

.indica la posicién del TRH estdndar no marcado.
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5.4ﬁi}lycblumna para TRH. -
' ’5.4.2.1. Purificaci6n de TRH tritiado.

- Bl TRH marcado con tritio (’H) de NEN muestra un produété -
‘radioactivo que migra diferente al TRH est&ndar en la cromatogra
ffa de placa delgada. Esta fraccién de radioactividad no revela
‘con el reactivo de Pauli y aumenta en proporcidn conforme el -~

' TRH—3H tiene méis tiempo de almacenamiento (Fig. 48).
El TRH—BH eluido de la placa y recromatografiado presenta -
un solo pico que comigra con el esténdar de TRH frio. Conservan-

do el TRH marcado en congelacifén no presenta degradacién signifi

cativa hasta un mes después de repurificado.

5.4.2.2. Condiciones de cromatograffia.

Se acoplan anticuerpos contra TRH de un suero de conejo, con
una eficiencia de reaccién, medida por la incorporacién al gel -
de 1g6-12°1, de 79.5%.

Se encontré que el TRH se une en cantidades mayores al gel
al aumentar el tiempo de incubaéién hasta las tres horas, cuando

se alcanza el equilibrio (Fig. 49).

"El patr6n de elubién de la columna se muestra en la Figura
' 125 '

50 para TRH-3H y TRH- I, después de incubar cada uno durante -

tres horas con el gel..

5.4.2.3. Capacidad.

125

‘Se aplica a la columna TRH- I (&~ 20 000 cpm) junto con --

cantidades cada vez.mayores de TRH frfo. Se prueban: 100, 200, -
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300 y 400 ng de péptido no marcado (Fig. 51).

- Cuando se ponen 400 ng el TRH radioactivo es-desplazado com -

‘ Apletamente de ‘una columna que tiene 190 pl de gel. Dividiendo es -

‘ta cantldad de péptldo entre el volumen tenemos una capa01dad de

2.1 ug/ml

5;4.2.4. Propiedades de la columna.

El TRH-3H se cromatograffa en la columna de afinidad. Cada
uno de los picos obtenidos se pasa nuevamente por la columna, en-

contrafidose la distribuci6én 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 hipotdlamo de rata pasado por la columna de

cromatograffa e afinidad presenta en las fracciones elufdas con

dcido acético un producto gue es inmunorreactivo frente a los an

»ticuerpos contra TRH, En todas las demds fracciones no se detec-

) ta TRH por medio del RIA (Fig..SA);

Se mld16 por RIA - la cantidad de TRH. en el extracto de hlpo—

. t4lamo’ despqu de qu1tar restos celularcds por ccntrlfuga016n y -

“neutralizar el &cido de la solucién. También se determlné la can-"
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<1 Fig. 51 betéfminacién de la capacidad»devla columna
s 2_de cromatog}afia de afinidad para TRH.
Al aumentar la cantidad de TRH no marcado se
".;:desplaza mas el TRH- 1251 unldo al gel La can»
‘ ,t1dad que desplaza toda 1a marca d1v1d1da en-‘

:; tre el volumen de gel da la capac1dad
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Flg. 52 Perfil cromatogr&flco dél extracto de hlpoté-
'lamo de rata en la columna de afinidad. '
Se mide la cantidad de TRH por RIA 'en 50 ul -
de cada frac016n { 1 ml) de la columna. Sola '
mente las fracciones elufdas con écldo acéti- -
;€O presentan TRH. . -




tidad. de TRH récuperado después del proceso de purificacién tra-
dicional en-cromatograffa en capa.delgada. . ,
Estos valores se comparan con los recuperados de TRH & tra-

vés‘dé la cromatografia de afinidad (Tabla 3.).

MUESTRA ' ' " TRH (ng) /hipotdlamo *
Homogenado.de hipot&lamo . »;0!3 £ 0.3 (6)
Eluido columna de afinidad : 2.6 % 0.06 (8)>
Eluido placa de sflica o 2.1 £ 0.3 (7)

* Media % 1s; ( ) nGmero de muestras.

Tabla 3.  TRH inmunorreactivo proveniente de un extracto
) de hipot4lamo de rata. Comparacién de dos méto-

dos de purificacién.




‘é.' DISCUSION Y CONCLUSIONES.

‘Para poder reallzar un radlolnmunoanéllsls uno de los ele—

“mentos mas 1mportantes es el antlcuerpo, ya que en general son

. sus p:opledades las que limitan mayormente la sensibilidad y es .

" pecificidad de todo el ensayo.

En el caso de insulina se inmunizaron varios cuyos péra ob
tener anticuerpos contra la.hormona. Se escogi6 éste animal por
gue da una buena respuesta inmunol6gica y pocos problemas fisig
l6gigbs debido a que su insulina difiere en varios-amino&cidos
de la de otros mamiferos (49) (104), eﬁitandose asi el fenSmeno
de autoinmunidad contra la hormona. »

S6lo uno de los cuyos gener$ anticuerpos. Esto puede'debeg

se a que los animales no estaban en 6ptimas condiciones fisiold

gicas, lo cual es importante para una buena respuesta inmune, o

. bien, que el antfgeno no estaba disponible en una concentracién
y estado adecuados (mezcla con el adyuvante, éitio de inyeccifén,
etc.), para ser reconocido por‘el sistema inmune del hnimal..
El anticherpo obtenido‘presenté un buen tftulo (1/8000), -
© - aunque es preferible en generai,.que sea mas alto; sin embargo,v
es mejor.éue el tftulo de los sueros comerciales. .
’ Para los anticuérpdé contra TRH se utiiizé un conjugado %-

que aumenta el poder 1nmunogén1co del péptldc. Un cone]o aié. -

Tﬁ:respuesta formando antlcuerpos. Aunque el’ titulo del suero- es -

: bajo (1/2000 al 30% de U/T) tlene una buena sen51b111dad (5 pg)

‘y permlte la obtenc16n de un buen rad101nmunoanéllsls. A pesar
de esto es deseable obtener sueros con mayor tftulo para lo --

cual se puedé tratar de inmunizar con otro tipo de conjugados.
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% Las cadenas ArSSO3- y 3-8503— de.insulina.poréina_en,fog
ma de conjugados no iniciaron la formacién‘de anticuérpoé en -

~los cuyos 1nmunlzados.,En el caso de la cadena A se sabe que -

-los sitios antlgénlcos de la molécula de 1nsu11na esLén en la. -

cadena B prlnCLpalmente (103), por lo cual es diffcil la forma-

‘ci6n de anticuerpos contra este péptido. Es necesario probar o-:

“tros sistemas (como conjugados, adyuvantes, etc.) para tratar -

de aumentar su poder inmundgénicov

. La cadena B ggneré anticuerpos con una baja sensibilidad y
en cantidades muy pequeflas. Estos anticuerpos no pueden ser usa
dos para establecer un radioinmunoandlisis o para poder emplear
los en otros sistemas de deteccién o purificacién.

.

'Se realizaron yodaciones de los péptidos por diferentes mg

125I'para el marcado.

todos. Se utiliz§ en forma comin 'l mCi de
Esta cantidad de radioactividad permite la obtencién de molécu-
las con una actividad especffica alta, estando aln dentro de -~
los 1Imites-de seguridad recomendados para el manejo de is6topos
que emiten radiacioneé gamma (95). Se encontr6 gue con esta can
tidad de radloact1v1dad (1 nmol) se pueden marcar blen 5 ug de
1nsu11na (1 nmol) Esto indica que una relacién molar 1:1 del

125

péptido al I es la més recomendable para el marcado de pépti

~ dos CthOS, al usar mas radloact1v1dad ésta no se 1ncorpora al

'péptldo Con proteinas grandes la ‘relacié6n. pucdc ‘ser aumentada ﬁ'

hasta 1 3.

Las prlmeras yodaciones se h1c1eron a pn (mejor'solubili’

" ‘dad’ de la 1nsu11na), pero al hacer la reacc16n a pH =7.5 que es

Tel 6pt1mo para marcar los residuos de tirosina (2) la incorpora -

T 439



‘_016n fue mayor. Se dec1d16 marcar siempre a este ﬁltlmo pH.

) La 1ncorporac16n de radloact1v1dad lleg6 hasta valores de

' - 80 y 90% segﬁn el tiempo empleado. Incorporac10nes de cerca de

- 90% dan una 1nsu11na—I-125 no inmunorreactiva. Marcando durante'

15 6 20 segundos se obtiene una insulina que incorpora 75 a 80%
“de la maréa radioactiva y con una inmunorreactividad del éfden
de 50% (Tabla 1). . .

' ' La inmunorreactividad maxima,esté en las fracciones de ma-
yor radioactividad del primer pico y disminuye progresivamente
hacia las fraccioﬁes de la base del pico. El segundo pico que -
es yodo libre no es inmunorreactivo en ninguno de los casos.

Se observ6 que la unién no especifica (UNE) de la insulina
marcada era mayor conforme se ponen mas cpm en un tubo; Lambién
aumenta al ir pasando el tiempo. 'En general cuando se precipita

la fraccién unida con alcohol el valor de UNE est& entre 10 y -

15%. La precipitacién con Pansorbin es mds limpia que con etanol.

-

Esto es, seApptienén siempre valores de UNE menores 5 - 6% . -
También se éncontré que cuando la solucién amortiguadora del en
sayo que lleva élbﬁmina sérica bovina al O;Z%Ves filtrada por -
una membrénaAMillipore antes de su uso los valores de UNE son -
menores.y mas Homogéneos. Para resultadéé cualitativos y rédpidos

se usé etanol como agente prec1p1tante mlentras que para 1os de

'més ensayos, de rutlna se u56 Pansorbln._,

Se observa que la prec1p1tac16n cohn Pansorbln da una curva'

" con mayor sen51b111dad que la obtenlda prec1p1tando con alcohol.A

" 'El" uso del segundo anticuerpo para prec1pltar, genera curvas --

. précticamente idénticas a las de Pansorbin.



_>§e encontrf que pafa'bbténer resultados.éétimbs es muy im—
'pArtanﬁe que tant§ la cioramina T, como el metabisulfito de so-
. dio séan pégadés justo antes de. ser usados. Esto eslespecialﬁeg
'.te,éritipoipafa la cloramina 7T, lé cual en presencia de luz y -
la humedad ambiental puede descomponerse. -

La. mezcla de yodacién se separ6 en dos tipos de sephédex.:
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
jando a un flujo lento ( 4ml/hora) se obtiene un patrén de elu-
cién'siempre'reproaucible con dos picos perfectamente separados
(Fig. 25).

Al marcar con el reactivo de Bolton - Hunter se logré una
buena incorporacién de radiocactividad al péptidq pero no hubo.-v
una buena separacién de los componentes de la reaccifn en ia -
) cromatografia por sephadex. Creemos que esto fue debido al uso

de. albfmina en la soluci6n de elucién, la cuai puede unir a los
productos de la reaccifén en forma inespecifica.

El método de lactoperoxidasa requiere para su éxito de una

.énzimg activa y de una concentfacién adecuada de agua oxigenada.

Es muy importante asegurarse de que el H usada esté realmen-

292 :
-te al 30% y sea reciénté: En nuestro caso creemos que el probig
ﬁa_:édicé en la enzima que dadas las'éondidiOnes de almaéenamieg
“:_td‘ge'inaétivé;” . ' o A |
_El.hétbdo de Iodoéén incorpora'menos :adioactivid;d'(BO a
Héo%)~que él ée cloramina T, pero'gehéja insuiina—izsr con inmur
'qorreactividaaes ligeramente mayores a las del segundo métodﬁ.

Esté proceso por requerir mas tiempo es mas controlable, pero - '



;£igne el.iﬁéonvéhigﬁté de.queAekpone;a.I& beféqﬁa:pof'mééltiempo
- al yodo-lzs;, o |
En la caracterlza016n de los sueros ée éncontré:quc el .suero
de cabra (SB) Yy el de cuyo: (SS) tlenen un titulo y senqlbllldad
”semejantes. Sin embargo, gl suerc SA’ aunque con tftulo sumamente
menor (30% U/T a 1/200) presenta ﬁna sensibilidad mayor (Fig. 34).

La grdfica de U/Uo en funcién del logaritmo de la concentracién'—

del antfgeno da una curva sigmoidea cuya parte central es pricti-

camente una recta. Entre mayor sea la pendiente de esta parte de-

la curva y mas a 15 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 afio se decidié usario para estable
cer el RIA de insulina,mientras se obtgnia un anticuerpo en nues-
tro laboratorio. Ahora se puede realizar el RIA con el suero co--
mercial SA, o bien, con el suero obtenido aqui SS.

Incubando a 48 horas se une una mayor cantidad de antigeno -
marcado al anticuerpo que a 24 horas peroila diferencia no es sig
nificativa, por este motivo se decidié incubar en lo sucesivo so-
lamente 24 horas. l

La éurVa.final del RIA es muy feﬁroducible (Fig.36). Presenta
‘una zona lineal entre 100 y 1000 pg. Esta regién permite interpo-
lar cdn.mucha cdnfianza valores de muestrés desconoéidas. Todas -

las muestras fueron lefdas en esta zona de la curva.
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Se “encontré que los anticuerpos cruzan perfectamente  ‘con == -

. la insulina bovina.aunque con una ligera menor sensibilidad. Es---

.to permite que el ensayo mida insulina de dtras.especies dife--



rentes a la porcina con gran confianza, cuando estas no sean muy

" diferentes en su composicifn de aminodcidos a la porcina como es

.el caso defla-humana'(Fig. 37)ﬂ

Se encontr6 gue ninguna de las cadenas A o B de insulina”h-

”cruzan con los anticuerpos contré insulina. Esté permite que
se‘pue@a medir insulina en una mezcla de reaéociacién de cadenas

‘Sin.tener que purificar la insulina de otros componentes de lé -
reaccién (Fig. 38).

En el caso del RiA para TRH, ambos sueros de que disponemds
tienén una sensibilidad del Qrden de Spg.,-lo cual permite deter
minar con gran confiabilidad TRH en muestras fisiol6gicas. En ca
da ensayo se determina el TRH con un extracto de hipotélﬁmo de -
rata a diferentes diluciones para generar una curva'que debe ser
paralela a la curva estandar. Si esto es asi, significa qde aque
1llo que se mide presenta un comportamiento semejante al producto
end§geno del tejido donde se produce. Cuando las curvas no son -
paralelas, el ensayo es descartado.

1251 se realiz6 con cloramina T sien-

El marcado de TRH con
-do reproducible en todbs los casos. El producto tiene una inmuno
' rreactiVidad de 50 a 60%. En la separacifén de la mezcla de - -
'.reacciﬁn por sephadex G-10 se obtienen varios componentes que no

"son ‘inmunorreactivos (Fig. 42). Estos puedén ser productos de =
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- dégradécidnvdei‘TRH ya'que su proporcidn»auménﬁa al marcar TRH -

almacenado por mas-tiempo o bien, TRH que incorpora mas de un --

‘stomo de yodo por molécula. La eficiencia de la columna es muy
buena, siempre y cuando se mantenga un tamafio largo (mas de '15cm)

Y un flujo lento: 4ml/hr.
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. Pafa la purifiéacién'de estos‘péptidos éon ei’ﬁso‘de anﬁiQ -
-cuérbos, la cromatograffa de afinidad es una buena'altefnativa..;_
;Se traté de obtener columnas para este tipo de cromatograf{a unlen
vdo 1os antlcuerpos a sepharosa 4B con Br CN (3) (22).

Los antlcuerpos se unieron al gel con una eficiencia promedlo
del 80% en todos los casos. Ya con los geles activados se- montaron
cOlumn;s que llevan un volfinen pequefio de gel (menos de 1ml) para
evitar ios fenémends de adsorcifn inespecifica al méximo.

Se encontr6 que no basta paéar la muestra por la columna - -
aunque sea lento para obtener los mejores resultadas. La reaccién
de unién del péptido a sus anticuerpos que estéd pegado al gel re-
quiere.un minimo de tres horas para llegar a un equilibrio. ﬁor,—
esto se deja la muestra en contacto con el gel en una columna ce-
Erada y con aéitacién por varias horas antes de lavar y eluir.

Las columnas obtenidas retienen al pé&ptido de interés marca-
" do radiqactivamente, lo mismo que al péptido frio, v lo eluyen --
poéteriormente selectivamente al cambiar el ﬁH en la columna desde
7.5 hasta 2.0. '

En el caso de ambés columnas, se determiné que la capacidad
“queé tienen es muy baja para podef ser usados con fines pfeparati—'
vos; sin embargo en'ﬁines analfticos pueden ser muy {dtiles. Esto
bes 1mportante para el caso de insulina la. cual se desea purlflcar
_en grandes cantldades, ya sea de extractos de péncreas o blen de
1blos prqductos de reasociacién de cadenas obtenldas por‘IngenlerIa*
Genéticé. Para. el TRH esto es rclatlvo, porquc 1as muestras que -’
se trabajan tienen cantidades pequenas (mlcrogramos), y tal vez -~
en c;ertas purlflcac1ones como las hechas a nivel de laboratorlo_v

de investigacién, la endocrinologfa sca suficiente con fines - -~
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"preparativos".

' La capacidad puede ser aumentada si se usan anticuerpos con
mayor titulo 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 n§
inmunorreactivos, con lo gque 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 hipotélamo de rata por la columna -
de afinidad para TRH, se detecta TRH (medido por RIA) sdlamente
en las fracciones de dcido acético (Fig. 52) mostrando esto que
el péptido enddgeno de una fuente natural se une y eluye selecti
vamente.

Al comparar los dos métodos de purificacidn (seccién 4.4.2.5.)
(Tabla 3) se encuentra que las cantidades de TRH obtenidos por ambos
son semejantes. .Esto permite proponer que el método de cromatogra-
fia de afinidad es mds rdpido y cdmodo para purificar el péptido.
Sin embargo, como solo se mididé el TRH por RIA es necesario demos
trar la naturaleza homogénea del producto obtenido por la columna

con diferentes sistemas.

Finalmente podemos ver que se ha logrado implementar siste-
mas de cuantificacidn para péptidos en concentraciones bajas a -

través de Radioinmunoandlisis especificos.

Se han probado m&todos para la produccidén de anticuerpos de
proteinas pequefias y haptenos teniendo &xito en ambos. Esto per-
mite suponer que ensayando los conjugados y esquemas de inmu-

" .nizacidén adecuados se lograri obtener anticuerpos contra otras



moléculas pequefias como son hormonas y f&rmacos, lo cual
permitir3d su cuantificacidn en concentraciones mucho menores.

Se optimizaron dos métodos de marcado radioactivo con 1251

para péptidos: Cloramina T, y Iodogen.

Los radioinmunoandlisis con sistemas sencillos, muy sen-
sibles y reproducibles en las condiciones de trabajo existen-

tes en nuestro medio.

Los anticuerpos especificos permitieron obtener colﬁmnas
de cromatografia 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 columnas proporcionan sistemas fitiles a nivel analitico
(deteccidn y purificacién en laboratorio), peroc no preparativo

en gran escala.
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APENDICE A.  PROGRAMA DE COMPUTACION PARA RIA. o T 153

LOGIT-LOG RIA PROGRAH. (CRL)

1'1-59 R

e Detine A' as total Ean Lbl 2nd A! 0 . . - e, o
T Call Subroutine to IR
. compute mean SBR SUM
: Store in Ry 1STO 11
1 Jclear & iCLR STO 15 R/S
15 ' 9
Define B' as NsB ‘2nd Lbl 2nd B' 10
Call Subroutine SUM ,SBR SUM -
STORE in R 1STO 12 ) a7 {
l Clear Ryg :CLR STQ 15 R/S 19 Subroutine SUM 2nd Lbl suM
48
| |
Define C' as Bo '2nd Lbl 2nd C* 20 49
Call Subroutine SUM !SBR SUM le—=| 1Is this last replicate?
i [store in R 4 isTo 13 .
H Clear R15 1CLR STO 15 R/S
' : 29 YES §O
' I
| 16 Reset replicates T SUM 15 ubroutine 2nd 7
3 Define D' as 12nd Lbl 2nd D' counter i RCL 14 11bl sTQ
| replicates ,s'ro 14 STO 0 et tmesnn o iSTOO | tmcee e aand
j o fClear Rig 1CLR STO 15 R/S 19 . | [cCompute mean CLR um cpm to | SUM 15
. (RCL 15 RIS ‘R/S
i . £ RC1 14) :
H
Define E' to start !2nd Lbl 2nd E' 40 v spr : X
Linear Regression 12nd. Pgm 1 1
LA 1SBR CLR R/S
S I .
Define A as cpm 12nd Lbl A
! Call Subroutine SUM |SBR SUM
and store mean in R 718T0 17 CLR
y Compute B/Bo and tiirer 17 - rer 129
=7 store in Ry !+ (RCL 13 = RCL 12)) jo0 ) ®
S . . .
? 1 :
. T, e
b Compute Logit B/Ba = STO 16 (1 - RCL 16)|°7 Define D to compute | 2nd D1 D 32
and store in i 1n Bo/T % i 2nd Pix 2
t register | xate 108 pisplay it with two ! (((RCL 13 - FCL 12)
l : . decimal places 2 RCL 11) x 100) R/
ol ‘.109 (s 154
* rlaar . 10 570 15 ,
: isplay™~ 0 INV SBR
P 12 Compute and display , ((RCL 12 RCL 11) L‘SS
o . NSB/T % ¢ x 100) R/S 68
4 [Dcﬁne B as dosis 2nd Lbl B ]113 )
E 14
3 Define E to compute ,2nd Lbl E 69
- i 2nd Fix 1
- Compute log gosis \2nd log x&=2t s :gghdé:glggcg::is .xn
Store point for . 2nd 15
Linear Regression 'an L+ place :INV g:d tog
Display last point INV SBR 118 . 1INV SBR
8
pefine C to compute t2nd Lbl C )
and display slope 12nd Fix 4 :
with four decimal .'znd Oop 12 Registers:
g4 [Places k=t RIS 126 R, ©Dsz R, Replicates
| | Lo mpmen
i {pisplay b xz==2t R/S 4T127 Ri2 - 16
128 R, Bo R wmean cpm
) 13 B A .
129

Compute and display
Correlation cocffi-

) .
‘ cient ' 131 K LUl
|
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-Flashing indicates out of range.

STEP |- PROCEDURE v ENTER | PRESS |DISPLAY
1 Enter number of rephcaues - n | 2nd D 0
---___L_.---___--______,-_,._____ ______ SR E
2 Enter total cpms | 2nd A'] cpm
' cpmy [ 2nd AY] 0
-3 Enter NSB ’ ‘cpmi [ 2nd B'Y cpm,
cpmp [ 2nd B'|  ©
4 Enter Bo cpms | 2nd €'} cpm,
‘ cpmy |[2nd C'| O
5 Clear 11‘neér-regressjon Curve 2nd E' 0.
e T ) WY RN REEEh
6 - Enter cpm of standars cpm: A cpm:
' e cpmy, A 0
' Enter standard dosis dosis B 1%
7 Compute curve parameters C m
) oo R/S b
R/S r
D Bo/T%
R/S NSB/T%
L S T =P B T
18 Compute unknown dosis cpms A 1 cpine
. o . | Can' A 0 EEs
dosis
©UNOTES: ’
1. After last replicate, it dispTay's"O;
2. Step 6 must be repited for each replicate.
* Display shows number of pomts in curve.
3. m- slope
b - y-intercept
r - correlation coefﬁment
* %
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APENDICE B. -SUSTANCIAS COMERCIALES EMPLEADAS,»

Acido acético
Acido bérico
Acido clorhidrico

Acido etilén diamino tetracdtico

Acido sulfanilico
Acido tricloroacético
Acetato de sodio

Acetonitrilo

Adyuvante incompleto de Freund

hAdyuvante completo de Freund

AlhGmina sérica bovina
Alcohol etilico
Alcohol metilico
Amoniaco ‘

Azida de sodio
Bencidina - HCl
Bicarbohato de sodio
Bolton - Hunter - 1251
Bromuro de cianbgeno
Carbonato de sodio
Cloramina T ‘

- Cloroformo

Cloruro de sodio

Dioxano

" Etilenglicol '

Eter etilico

Fosfato de sodio dibésico

Fosfato de sodio monobdsico

- Gelatina

‘Glicina
Glucosa

Glutaraldchido

i

+

J.T. Baker
©/J.T. Baker
- J.T. Baker

Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
J.T. Baker

J}T. Baker

J.T. Baker

DIFCO Laboratories
DIFCO Laboratories
Sigma Chemical Company
J.T. Dakex

J.T. Baker

J.T, Baker
“J.T. Baker

Sigma Chemical Company
J.T. Baker
Amersham Laboratories

Sigma Chemical Company

J.T. Baker

Sigma Chemical Company

J.T. Baker
~J.T. Baker
J.T. Baker

J.T. Baker

. J.T. Baker
_J.T. Baker
~J.T. Baker

Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company

Siqma Chemical Compahy

Sigma Chemical Company



Hidréxido de sodio
Insulina bovina
Insulina porcina
Insulina porcina-I-125 .
Iodogen : ‘
Lactoperoxidasa

LHRH L .
Metabisulfito de sodio . "
Naftaleno .
Nitrito de sodio
Pansorbin

Peréxido de hidrdgeno
PPO '

POPOP

Reactivo de TFolin
Sephadex G-10

Sephadex G-25

Sepharosa 4B

Suero
Suero
Suero

Suero

de
de
de
de

cabra anti insulina porcina
cabra anti IgG de cuyo
cuyo anti insulina porcina

cuyo anti insulina porcina

Sulfato clprico

‘Tartrato de sodio y potasio

TRH
3

TRH-"H

"TRH~-
Urea
Xilol

Yoduro de sodio (

xYodﬁro de sodio (

125I

125
125

I)
I)

J.T. Bakex
Sigma Chemical Company

Sigma Chemical Company

" New England Nuclear

ASigﬁa Chemical . Company

Sigma Chemical Cowmpany
Peninsula Laboratories, Inc.
Mallinckrodt Chemical Works
J.T. Baker

J.T. Baker

Sigma Chemical Company

J.T. Baker

New England Nuclear

New England Nuclear

Sigma Chemical Company

Pharmacia

‘Pharmacia

Pharmacia

Research Laboratoriecs, Inc,
Rescarch Laboratories, Inc.
Research Laboratories, Inc.
Calbiochem~Behring, Corp.
J.T. Baker

J.T. Baker

Peninsula Laboratories, Inc.
New England Nuclear

New England Nuclear

Sigma Chemical Company

J.T. Baker

Amersham Laboratories

New England Nuclear
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APENDICE C. - EQUIPO EMPLEADO.

Agltador magnétlco‘ﬁ~

Agitadoxr vértex .. -

Balanza analftica -

Balanza granataria

Centrifuga

Centrifuga

Centrifuga

Colector de fracc1ones
Congeladoxr (- 20 oC) )
Contador para rad1ac1ones gamma
Contador para radlac;ones,beLa
Dilutor automitico = .
Evaporadoxr

Espectrofotémetro
Potencibnetro ‘
Refrigerador (4 °C)
Ultracongalador (-70 °C)

 Tr1—R Magnet:c Stllrcr

Vortcx Gane TM

;Mettler H54AR

Ohaus Harvard Trip

‘Beckman J-<6B

Beckman Microfuge B

Sorvall RC - 5

Gilson FC 80-K

IEM De Luxe

Beckman 5500

Packard Tri-carb Mod. 3390

Micromedic Systems

‘Savant RH 40-11

Beckman DU -8
Fisher 320
IEM De Luxe

“Kelvinator Serles 100




.APENDICE D. - ABREVIATURAS.

‘Ab

AcOH

~ ADN

Ag
Ab-Ag
ARN
ARNm
BSA
EDTA
IgG
2o
LH
LHRH
MAD
NTN
PPO

PODPOP

RIA
SA

SB
sC

SS

Anticuerpo

-"Acido acético

Acido-desoxirribonucleico

_Antfgeno

Complejo antigeno anticuerpo
Acido ribonucleico

Acido ribonicleico mensajero
Albdmina sérica bovina

Acido etilendiaminotetracético
Inmunoglobulina G

Unidad Internacional

Hoxrmona Jluteinizante

Hormona liberadora de la hormona

luteinizante

.Monoamino oxidasa (enzima)

New England Nuclear
2,5-difeniloxazol
[2,2'-p-fenilenbis (d-metil-5-fe
niloxazol)]

Radioinmunoandlisis

Suero anti insulina porcina obte-
nido en cuyo. Research Lab.

Suero anti insulina porcina obte-

nido en cabra. Research Lab.

"Suero anti insulina porcina obte-

nido en cuyo. Calbiochem

Suero anti insulina porcina obte-

nido en cuyo producido en el labo

“ratorio
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TRY

CTSH

ucp
UNE

Hormona -liberadora de- la tirotropina

Tirotropina: .

Triyodotironina
Tiroxina. - i
Fraccién unida

Fraccidén unida (m&xima) en ausencia .

“de antfgeno frio.

Andlisis de unidén por competencia .

Unién no especifica
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