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Cuando la mente {nquisitiva del Ser pensante, intenta
penetrar en la naturaleza frisica del Ser Viviente, seo
enfrenta al primer obstaculo, por no tener el alcance fisico
necesario y es entonces imperativo construir instrumentos que
le permitan esta compenetracion y llegar as{ a la
manifestacidén elemental de su nhaturaleza viviente.

Distamos aun de entender profundamente la naturaleza del
Ser viviente, sin embargo sabemos algo de la constitucién de
nuestro microcosmos y avanzamos de esta manera en cantidades
infinitamente paquelias hacia el conocimiento del Universo,

La certeza Lenenmos que nuestros pascs en el Sendero del
Conocimiento son reales y progresivos, permaneciendo latente
en el raciecinio, 1la ésporanza de que enriquecidos por
nejores nwdios cognocitivos, hard posible que la Humanidad
Pensante alcance el limite de la funcidn progresiva del
conociniento por medio del avance a través de {(ncrementos

infinitesinmales.



RESUMEN.
RUBEN CORNELIO MONTES PEREZ. Comparacién de tres fuentes
bicldgicas para producir anticuerpos contra progesterona para
utilizarse eon Radioinmunocanalisis o Enzimoinmunoandlisis.

CBajo la direccién de LUIS A. ZARCO QUINTERO).

Se compard al rendimiento de anticuerpos contra
progesterona inducidos en cabritos, conejos y gallinas., Sa
demostrd que la proporcidn eos 2.8 veces mayor cuande se@
extrajeron los anticuerpos de la vyema de huevo de las
gallinas inmunizadas con respecto al obtenido a partir del
suero sanguineo de los conejos,

l.as caracteristicas inmunoquimicas de los anticuerpos de
la yema dei huevo CIg Y) son fguales a las quoe prasentan los
anticuerpos extraidos del suero de los conejos jnmunizados,
ambos son Utiles para cuantificar progesterona mediante RIA
de fase liquida en plasma sanqgquinec de ganado bovino.

Los anticuerpos del conejo utillzados en el RIA también se
utilizaron para el ElA de fase sdlida con al mismo propéosito,
sin embargo el anticuerpo Ig Y no os adecuado para utilizarse
en el EIA de fase solida, se propone realizar adicionales
pasos de purificaciédn para é#stos anticuerpos con el objeto de

establecer el EIA correspondiente.
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i. INTRODUCCION.
1.1 PRESENTACION DEL PROBLEMA.

En la actualidad una de las técnicas mis utilizadas para el
seguimiento de la actividad reproductiva de los animales
domésticos es la cuantificacidédn hormonal, a través de las
técnicas de los Ensayos de Unidn (Cantley oL al, 1975; Mistl
ot al, 1084; Magness and Ford, 1683; Staigmiller & al., 10G7Q;
Tribble et al, 1973; Parker gt al, 1988; MacDonnell, H.,1078;
Franchimont el al. 1U96; Perera y Abeyratne, 1879; Boolh,
1980) .,

Entre éstLas, las mis frecuentes son @) Radioinmunoanslisis
CRIAY (Yalow and Berson, 1960; Meisterling and Dailey, 1087;
Hale @t al, 1080-10381; Pichavia et al, 1084; Schille et a}l.,
197Q; Bourque el al, 1988; Diaz et al, 1088; Pennington et
al, 1985, Tjondronegoro et al. 10687; King et al. 1989;
Kratzsch @t al., 10870, recientemente &l Enzimoinmuncandlisis
CEIA) (Wimpy et al, 10G86; Marcus and Hackett, 1088; Wiel et
al, 19682; Sauver et al, 10686; Nakao ef al, 1S883; Allen Yy
Foote, 1888; Elmore, 168080 y el Enzimolnmuncandlisis por
amisién luminosa (Wang et al, 1084; Khoen et al., 1081;
Whitehead et al. 1683).

Los componontes principales de éstas Lécnicas son tres : el
anticuerpo, el trazador o anti{geno marcado y &l antigeno no
marcado o analito. Mediante la combinaciédn de los componentas.
bajo condiciones fisicoquimicas controladas se pueden
cuantificar hormonas en muestras de suero, plasma sanguineo,

saliva o leche CAbraham, 1€74).



Para poder establecer la técnica es necesario disponrr de
anticuerpos dirigidos contra la hormona que se pretende
cuantificar, los cuales deben poseer alta afinidad o avidéz y
alta especificidad hacia la hormona en estudio CAbraham,
19740,

Hoy dia, en Néxico la mayor parte de los anticuerpos
utilizados para el RadioinmuncanAlisis CRIA Yy
Enzimoinmuncandlisis CEIA) se compran a disiribuidores de
productos biolédgicos de manufaclura norteamericana o suropea.
Son muy pocos los sitiox en la Republica donde se producen
anticuerpos para estas técnicas, como por ejemplo e}
Instituto Nacional de Nutricién o el Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la U N AN, ¥y en estos sitios
generalmente la produccidn es limitada. Ante la necesidad de
cuantificar progesterona para el seguimiento de la actividad
ovarica de los animales domésticos, surge el proyeclo para
inducir la producciédn 'él- anticuerpos antiprogesterona en
varias especies animales, Lratando de encontrar una técnica
sencilla y de bajo costo, para oblLener una fuente con altoe
rendimiento de anlicuerpos policlonales de buena calidad para
utilizarse en el RIA o ETA de prog&st.orona.

Los objetivos del presente trabajo son :

1. Comparar las caracleristicas de a;-:tlcuerpos policlonales
contra progesterona obtenidos a partir de suero de conejos
inmunizados, suero de cabritos inmunizados o yema de huevo
de gallinas inmunizadas.

2. Disefar y validar los métodos de radiocinmunocanalisis Yy



enzimol nmuncanilisis para la determinacién de progesterona
utilizando los anticuerpos descritos en el inciso anterior.

3. Comparar la Exactitud, Precisidn, Especificidad vy
Sensibilidad de los ensayos diselMados.

4. Determinar cuil de las tres fuentes de i(nducclidn de
anticuerpos probados es la mis eficiente y factible para
producir grandes cantidades de anticuerpos de adecuada

calidad.



2. MARCO TEORICO.
2.1 LOS ESTEROIDES COMO I NMUNGGENOS.

Si la topologia y composicidn de la superficie de una
molécula no son reconocidos como propias por e! sisteoma
inmunocompetente del organismo, éste produce anticuerpos que
enlazan a la mol écula extrafia, propiedad llamada
inmunogenicidad (Weck, 1873; Tizard, 1888). Para que una
sustancia sea capaz de inducir la respuesta tnmune al entrar
en conhtacto con algdn organismo, #sta debe poseer un olevado
peso molecular, alrededor de 1000 a 10000 daltones o mas
CTizard, 1980). Sin embargo, los esteroides son nwléculas
cuyo.p.so molecular oscila entre 300 a 400 daltones CGrant
and Reastall, 1983), Por ser tan pequelos nc son capaces da
inducir la formactédn de anticuerpos cuando son administrados
por cualquier via (Naemgele and Orahovsky, 1080). Para que
tengan la capacidad de ser inmunogénicos deben ser
conjugados a una proteina, la cual sirve comoc acarrvadora
CNaegele and Drahovsky, 1980)0.

Cuando una sustancia pequefa se conjuga a una nmolécula
grande para adquirir inmunogeniﬁidad se doncmina haptenc
CNisonoff, 1884; Tizard, 1980), tal caso corresponde a los
esteroides. Para hacerlos inmunogénices, los esterotides
normalmente son conjugados a uUna proteina acarreadora,
general mente albumina, a través de un puente. Los puenles mas
fracuentes son: hemi succinato, carboximetlloxima,
carboximetileter, 4dcide alcancico, Liceter y glucurédnidoe

CIAEA, 10984; Naegele and Drahovsky 18BO).



En el caso especifico de la progestercona, se han usado
frecuentenente los enlaces carboximetoxilamina
hemi ~HCl1CRunnebaum B, 19807, S-carboximetilenticeter
CRunnebaum B., 1690, 1ia-OH-hemisuccinateo CCapparelli et al,
1087) y 7a-carboxietiltioeter CKing et al, 10839; Wiel and
Koops, 10808; Prakash et al, 1388; Wiel and Koops, 1082).

l.as técnicas més usadas para realizar la conjugacién del
esterolde con su proteina acarreadora son la del anhidrido
mixto y la reaccidn de la carbodiimida (Bacigalupo et al,
1983; Erlanger et a1. 19U57; Parker, 1978 ver figura 1.

Es requisito indispensable que el enlace entre el estercide
y la albimina sea suficientemente estable, que no produzca
alteracidn molécular del hapteno durante el procesc de
conjugacidn y que parmita también la exposicidn de los
detlerminantes antigénicos, ya que de esta caracteri{stica
depende grandemente la especificidad y afinidad de los
anticuerpos generados CParker, 1078; Naegele and Drahovsky,
19802, Si los grupos caracteristicoxs de un esteroide
especi{fico son ocupados para la conjugacién, los anticuerpos
producidos pueden tener reacqlén cruzada con otres
esteroides; essto es porque los grupos que hacfian diferente a
un estercide del otro ya no estan disponibles para su
reconccimliento antigénico (Parker, 18783, Por tal motivo es
conveniente elegir un sitio de conjugacidén lo mas retirade
posible de los sustituyentes caractoristicos de la molécula,

que la diferencian de otros metabolitos CParker, 1076,

Navgele and Drahovsky, 1880).
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Ademas es importante menclonar que el puente mediante »l
cual se hace la conjugacidédn juega un papel importante, ya que
puede desencadenar la produccién de anticuerpos que podrian
llamarse “"antipuente” CNisonoff, 1984). Por estas razohes es
importante seleccionar el sitio de conjugacidn mids aproplado
para cada esteroide, asi como @]l tipo de puente a utilizar.
Algunos investigadores consideran que el puenite debe tener de
4 2 6 carbonos (Naegele and Drahovsky, 1880) para permitir
una suficlente separacidn entre la proteina acarreadora y el
hapteno. Esto permite que los epitopos sean enlazados por
linfocitos, evitando asi 1l1la {(nterferencia pcr demasiada
cercan{a de las superficies moaleculares (Parker, 1976).

Para @l caso de la progesterona, los sitios caracteristicos
de la molécula son los grupos cetona de los carbonos 3 y 20,
quaedando entonces disponibles para conjugacidn cualquiera de
los siguientes carbonos: 1, 6, 7 y 11 (Naegele and Drahovsky.
1980; Abraham, 1974,

Se han utilizado ampliamente los puentes hemisuccinato en
posicion 11 CCapparelli et al, 10870, carboximetlilenotioceler
en posicién 6 C(Lindner et a)l , citado por Runnebaum, B.,
1Q980), y carboxietiltioceter en @l carbono 7 (Wiel and Koops.
18686; Prakash et al, 16886) enlazados con la albumina sérica
bovina (BSAY y también con tiroglobulina en posiciédn 11
(Franchimont, et al, 1886),

Dependiendo del numero de moléculas de hapteno conjugadas
a cada mwlécula de proteina acarreadora se puede favoraecer o

disminuir la induccién de anticuerpos. Se ha propuesto que la



major relacldn es entre 8 y 15 moléculas de haptenc por
molécula de proteina C(Parker, 19078.); sin embargo, existen
trabajos que publican la utilizacidn de inmundgenocs con
proporciones hasta de 30 noles de hapteno por mol de
proteina acarreadora CNaegel e and Drahovsky, 1680,

Thorneycroft and Stone, 1972).

2.2 METODOS DE INMUNIZACION CONTRA PROGESTERONA.

En la induccidén de la respuesta inmune contra estercides
conjugados se deben tomar en cuenta los sigulentes factores:
las propiedades esterecquimicas ¥y el sitio de conjugacion con
ol acarreador, la proporcién molar esteroide:protefna, la
longitud y tipo del puente, el tipo de proteina acarreadora,
la duracién y méltodo de inmunizacidn (Naegele and Drahovsky,
1980,

Para la obtencién dae anticuerpos antiprogesterona
generalmente se Iinmunizan conejos, utilizando diferentes
dosis del inmunégeno que van desde 18 pg por Kg de peso
corporal CAbraham y Garza, 10770 hasta I mg por animal

CTherneycroft and Stone, 1972). El inmunégeno se ha

administrado por via intradérmica CVaitukaitis et al,
19710, subcutinea CThorneycroft and Stone, 19720,
intraperitoneal (Capparelli et al, 1887, intramuscular

CBosu oL al, 1G78) o intraganglionar (Boyd and Peart, 1068,
citado por Naegele and Drahovski, 18680).
Existen informes que indican que la mejor respuesta a la

inmunizacién SO obtiene cuando S0 utiliza la via



intraganglionar (Boyd and Peart, 10888, Sin ombargoe, el
riesgo de fracasar esx relativamente alto debido a que la
penetracidn directa del inmundgeno en los ganglios linfaticos
produce {nflamacién severa y atrafia ganglionar. Sin embargo,
cuande el ganglic sobrevive a la inflamacidn seo puadan
obtener buenos resultados C(Naegele and Drahovski. 168800,

Tamblén se han producido anticuerpos contra progesterona en
borregos modiante la administracién de progestarona 11 a
hemi succinato: BSA por via intramuscular en dosis que varfan
de 2 a 3 mg de inmundgeno emulsificado con adyuvante completo
de Freund C(Bosu et al. 1978; Marcus and Hackett, 18886), El
uso de adyuvantes ULiene por objeto aumentar la respuesta
inmune (Vanselow, 1887). Los adyuvantles mis utilizadas son el
completo e (ncompleto de Freund, mediante los cuales se
cbhtiene una emulsidén altamente viscosa, lo que permitle que se
absorba lentamente a2 partir del tejido en que se deposita,
con lo que se alarga el pericdo de exposicidn del inmundgeno
a los linfocitos CCox o4 al, 1G84D0.

En los calendarios de inmunizacidn, 1la cantidad de
refuerzos que se aplican pueden variar desde solo uno hasta
sals o siete durante un periodo de Lres a seis meses (Chard,
1978). Los tres o cuatro primeros refuerzos se aplican a
intervales de una a dos semanas antre uno y otro, y los
posteriores refuerzos se aplicvan mensualmente, de tal manera
que la mayor parte del inmunédgeno se administra en los
primeros refuerzos y el resto a lo large del calendario de

inmunizacidn CChard, 1078; Dawson ¢t al. 1978D.
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Se ha seflalado que el procedimiento de inmunizaciédn debe
ser planeado cuidadosamente, ya que puede existir el riesgo
de ocasionar tolerancia inmunolégica CWeck, 1973). Esto
ocurre cuando se administran cantidadezs altas de inmundgeno
durante mucho tiempo CRaff, 1G73), por lo cual es importante
limitar la dosis de inmunégeno que se administre en cada
refuerzo, Por ello se recomienda utilizar poquoﬁn
cantidades de inmundgeno, que van desde 100 ug hasta 1.0 mg

por Kg de peso corporal CParker, 1876).

2.3 TITULACION DEL ANTICUERPO,

Durante el procesco de inmunizacidn os hacesario
nstimar periddicamente los niveles de anticuerpos
sspacificos en suero. Este proceso se l1lama titulacidn y
so realiza por prinmera vez en la segunda o tercera semana de
inmunizacidén, y luego semanal, quincenal o mensual nente
CMorilla y Bautista, 1088; [Lawson et 21, 16878; Abraham y
Garza, 1977). La titulacién indica un aumento progresivo de
la cantidad de anticuerpos especificos contra el
i nmundgeno.

Generalmente los titulos de anticuerpos se incrementan
después de cada refuerzo, de tal manera que después de tres
© cuatro refuerzos S0 alcanzan titulos elevados. En
ocasiones se desarrolla tLolerancia inmunolégica, y en estos
casos Se observa un descenso paulatino de los titulos y el
animal se vuelve refractario a los refuerzos Clturbe, 1088;

Weck , 1973,
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Existe una gran variabilidad en las respuestas a la
inmunizaciédn , ya que dichas respuesta pueden estar influjidas
por el estado nutlricional del animal, la edad, el sexo y el
Lipo de inmunédgenc (Tizard, 188Q9). Es bastanle conccido que
los animales viejox © mal nutridos no poscen un aparato
i nmunocompetente capiz de desencadenar una sintesis de
anticuerpos adecuada (Tizard, 19688). Por otrc lado xe ha
informado que las hembras tieneon mis capacidad para inducir
anticuerpos que los machos CNieschlag, 1G75).

l.a titulacién se realiza utilizando el suero sanguineo del
animal inmunizado, al cual se le affade el Lrazador, que es el
antigeno o inmunégeno marcado por medic de un radioisotopo
unido covalentemente. E! suero y el trazador se mezclan vy
se sometlen a incubaciédn bajo condiciones controladas de
tempaeratlura, pH, molaridad y tiempo que permiten la unién del
anticuerpo presente en el suero con el Lrazador. Al finalizar
la reacciédn de formacidén de complejo antigeno—-anticuerpo
CAg-Ac), se separa el trazador que haya quedado libre para
que s0lo se mida la radiacidédn procedente del complejo Ag-Ac.
La cantidad de radlacién presente en el complejo es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo
espacifico presente en el sistema. Al establecer una relacion
porcentual entre la cantidad de radiacién presente on el
complejo con respecto a la cantidad affadida al inicio de la
incubacién, se obtiene un numero que representa @l porcentajeo

de unidn del trazador al anticuerpo CIAEA, 1G84).
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2.4 METODOS DE SEPARACION DE INNUNOGLOBULINAS A PARTIR DEL
SUEROQ.

Una vez que los titulos de anticuerpo lleguen al miximo se
debe extraer una cantidad grande de sangre a partir de la
cual s va a obtener el antisuero. Para ello la sangre se
deja coagular para separar el suyero a 4°c.

Es posible desarrollar métodos de radioinmuncanslisis en
los cuales se utilize el antizsuero crudo, el cual por su alto
contenido de anticuerpos especificos contra el antigeno
seleccionado actia como gi se tratara de una solucidn de
anticuerpos C(Chard, 1978), Sin smbargo, en algunos casos es
conveniente purificar los anticuerpos a partlir del suero, de
tal forma que se eliminen otras sustancias presentes en el
suero y que pueden interferir con la reaccldn. Esta
separacién de las {({nmunoglobulinas se realiza mediante
precipitacidédn con sulfato de amonio o sulfato de sodio, que
disminuyen la solubilidad de las inmunoglobulinas debido a la
elevada fuerza iénica de} sulfato, produciendo su
precipltacién CLehninger, 1978),

Para realizar la precipitacidn se mezcla una solucldn
saturada de sulfato de amonio con el antisuero, agiténdose
continuamente durante varios minutos. El precipitado se
separa por centrifugacién, velviendose a resuspender el
precipitado en la solucion de gulfalo de amonio, y se repltle
@l procedimiento dos o tres veces ClLefkovits y Pernis, 1087&),
Para retirar los residuos de sulfato de la fraccidédn de

gamaglobul {nas se procede s dializar contra agua destilada, o
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con amortiguador de fosfatos o boratos a pH cercano a la
neutralidad, ya que de otra forma se corre el riesgo de
producir desnaturalizacion de la proteina C(Zarco , 1687).
Cuando se utiliza el sulfatoc de sodio el procedimiento es
similar, pero la saturacidn final que se dabe alcanzar es del
16%.

Otro procedimiento para extraer las gama globulinas es a
través de la precipitacidén de las proteinas con
Polietilenglicol CPEG). Este caompuesto se cobtione de la
polimerizacién del etilenglicol. Esta sustancia actda como
un agente polielectrolitico que modifica las cargas
eléciricas de la proteina en solucidn, por lo cual
dismi nuye su solubilidad, lo que hace que precipiten
CCooper, 1877). El peso molecular del polietilenglicol
determina grandemente la especificidad de la precipitacion
protéica. Para precipitar inmunoglobulinas 8e ha usado
ampliamente al PEG 6000. Sin embargo también se informd que
el 400 es oficahz para la precipitacidn C(Cooper, 1877).

La proteina A, extraida de la pared celular de
Staphylococcus aureus también precipita las gama globulinas
debido a que la fraccién Fec de la Ig G se cohlaza
especificamente a la proteina A <CJAEA, 16840 Esta
propiedad permite utilizar a la proteina A on un sistema de
cromatografia de afinidad o mezclandola con el antisuero para
causar precipitacién. En el caso de la cromatograffa, la
proteina se conjuga por medio de bromuro do ciandgono a

microesferas de sefarosa CL-48, Posteriormante las
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microesferas se empacan en una columna a travis de la cual seo
deja correr el anlisuvero; las inmunoglobulinas G quedan
atrapadas en la columna, mientras que otlras proteinas séricas
chen libremente a lo largo de la columna y Ealen en cada
fraccidn del eluido (Cooper, 16777,

Otra posibilidad para extraer gama globulinas es a traves
de la reducciédn de su solubilidad en medio acucso, lo cual se
logra mediante la mezcla de solventes orgAnicos neutros
solubles en agua, como el etanol y la acetona (Lehninger,
1978). Estos solventes disminuyen la constante dieléctrica
del agua, por lo cual las protleinas se congregan debido a la
atraccioén por cargas K opueslas y enlonces precipitan
CLehninger, 1978). La separacién de mezclas de proteinas se
realiza por medio de dos solventes mezclados en proporcion
definida con las proteinas, ya sea utilizando agua con etanol
© agua con acetona, fr}os preferentemente ;ﬁara evitar la
desnaturalizacidn de las proteinas que se prelenden separar
(Covper, 1677). Este lnttod;a se ha utilizado dltimamente para
extraer gama globulinas a partir de la yema de huevo de

gallinas inmunizadas (Bade and Stegemann, 168842,

2.5 OBTENCION DE ANTICUERPOS DE LA YEMA DEL HUEVO,

Se ha informado de la presencia de alias concentraciones de
anticuerpos en la yema del huevo (Palterson et al, 1962). El
proceso de transferencia de gam globulinas hacia la yema es
semejante al que ocurre en la placenta de los mamiferos

CMalkinson, 10963), puestc que solo son tranferidas las
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f nmunoglobulinas a dexde las célul as epiteliales
foliculares hacia la yema. La concentracion de
inmunoglobulinus en la yoma del huevo es {gual o superior a
l1a que presenta el suero materno CMalkinson, 1988). Se ha
informado que las gallinas inmunizadas contra antigencos

virales, bacterianos, proteinas y haptenos han producido

huevos con elevada cantidad de anticuerpos, que son
utilizables para anilisis inmunolégicos como RIA, prueba
de antiglobulina, hemaglutinacion indirecta, ELISA e
inmunoslectroforesis CJensenius et al, 1881; Malkinson,
1085) .,

Patterson et al <C1062 demostraron que las
concentraciones de anticuerpos presentes en la yema del

huevo de aves inmunizadas son bastante cercanas a las
encontradas en el suero de las mismas, y que estos niveles
aparecen en la yema cinco a siete dias después de que se
alcanzan los niveles mis altos en el suero.

Una gallina produce alrededor de 300 huevos en su primer
ciclo de postura C(Gilbert, 1U84), por lo que se si considera
que cada yema tiene un volumen promedio de 10 ml, se pueden
obtoner un total de 3000 ml de yema de huevo rica en
anticuerpos a partir de cada gallina. Si una gallina
inmunizada alcanza titulos elevados de anticuerpos eon la
yema, que permitan trabajar por ojemplo a una dilucion de
1:2000, entonces se tendria un rendimiento final de 68 000
000 ml de antisuero diluido, Es decir 6000 litros de

anticuerpo listo para ser ulilizado para l1a
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cuantificacién hormonal . En un radioinmunoensayo 5@
consumen generalmente 100 ul de anticuerpo diluido por
cada Lubo, por lo que con 8000 litros se podrian trabajar 60
millones de tubos, lo que significa que se podri{ia disponerse
de una fuente casi ilimitada de anticuerpos.

La extraccién de anticuerpos a partir de la yema ha
involucrado varios obstéculos, principal mente el poder
separar efficientemente las lipoproteinas de las proteinas
simples CJensenius el al, 1081). Para esto se han descrito
varios métodos, que incluyen la utilizacién de solventes
orginicos como @l eter-dicloruro de etileno (Patterson et
a)l, 1982; Malkinson , 1908); propanol y acetona (Bade and
Stegemann, 19840, asi como también la utilizacidn de
precipitantes como el polietilenglicol y sulfateos de amonio
y sodio CPolson et al, 1980a; Polson et al, 1080b), , y por
precipitacion con sulfato dextran y baja fuerza ionica a pH
netitro CJensenius gt al, 1081). Sin embargo, las técnicas mis
utilizadas son las que emplean el Polietilenglicol 8000, o
éter y cloruro de etileno.

Jensenius ¢t 31 (19810 monitoreando con Ig G de pollo
marcadas con I-129, registraron que mediante la técnica de
extraccién con sulfato dextran han logrado extraer del 70 al
80 % de las gamaglobulinas de la yema; Patterson et al,
C1062> también lograron extraer del 70 al 80X utilizando

cloruro de etileno y éter.



17

2.8 CRITERIOS PARA EVALUAR Al. ANTICUERPO,

loes anticuerpos extraidos, ya soa de la yeoma o deal
suero, deben presentar cliertas caracteoristicas que permitan
utilizarlos en el RIA o ElIA. Estas caracteristicas inzluyen
un elevado titulo, una alta afinidad por el antigeno que se
va a medir, as{ como marcada especificidad por dicho
anti{igono.

El Titulo indica la dilucién del anticuerpo a la quo
enlaza al 50 %X del antigeno presante en el sistenma
CNaegelo y Drahovsky, 1080); se ha elegido tal porcentaje da
unién como base del andlisis porque es el porcentaje do unién
requerido para que un RIA funcione adecuadamente. El titulo
es independiente de la especificidad, pero wes proporcional
Al preducto de la concentracidn del anticuerpo y la afinidad
dol mismo CAbraham, 1974). Los antisueros con elevado titulo
tienden a presentar también alta afinfidad hacia el
ant{geno. Generalmente los antisueros de conejos y ovejas
inmunizadas se pueden utilizar en diluciones de 1:1000
hasta 1:20 000, y eventualmente en diluciones atn mayores
CThorneycroft y Stone, 1Q72; Wiel and Keops, 109806; Abraham,
13745,

La Afinidad eos una medida de la fuerza de c¢nlace entre el
anlicuerpo y el antigeno (Parker, 1878), so calcula a traves
doe la grafica de Scatchard CIAEA, 1984), de la grafica de
Michaelis~-Menten CNaegele and Drahovsky, 1680, o de 1la
griafica del reciproco de las concentraciones del antigeno

contra el reciproco de la concontraciédn del complejo
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formado, de acuerdo con la JIsoterma de Langmuir (Leslie,
10800, Derivado de ésta Gltima, también se puede determinar
la Afinidad mediante la ecuacién de Sips transformada a
logaritmos para linearizar Cleslie, 1980). Otro método para
estimar la constante de afinidad CK) es a partir del
principic de que el enlace del antigeno con el anticuerpo
disminuye conforme aumenta el volumen total de la reaccidén.
Bajo el modelo cuadratico que expresa la concentracidén de
anticuerpo libre, se asumen valores de K., anticuerpo total y
antigeno total para simular los cambios de la cantidad de
complejo formado cuando se aumenta el volumen total en la
reacciédn (Griswold and Nelson, 1984); de exta manera se
aproximan al comportamiento real del anticuerpo en el
sistenma. |
Los métodos que emplean la grafica de Michaelis, la
Isoterma de Langmuir Y la ecuacion Lranst‘ofmda de Sips,
ceinciden en asignar a la Constante de Afinidad un valor
equivalente a la concentracion d-l‘ antigeno a la cual se
ocupan la mitad del total de sitios del anticuerpo -ver
figura 2 -(leslie H., 1880). En el procedimiento de
Scatchard, la Afinidad corresponde a la pendiente de la recta
CIAEA, 106840 figura 3a. Si la griafica no es linear significa
que existen varias poblaciones de anticuerpos con diferente
afinidad; se oblLiene entonces un valor promedio de
afinidades entre los anticuerpos de baja y alta afinidad
Cfigura 3bd., En el caso del Gliimo metodo se asume que el

anticuerpo solo reconoce un sitio de unidén con el antigeno y
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la proporcidn de enlace del antigeno con anticuerpo es de 1:1i
por lo tanto no es efectivo cuando se intenta estimar
afinidad de anticuerpos policlonales (Moss et al, 1G78).
Por esta razén la avidéz es el valor que sustituye a la
afinidad cuando se utilizan anticuerpos multivalentes, y la
interpretlacién matemdtica de ésta es igual que el de 1la
Afinidad CMoss et al, 10783, |

La especificidad {ndica la capacidad que tLienen los
anticuerpos para diferenciar los epitopos de antigenos
estructuralmente semejantes. Los determinantes antigénicos
pueden ser comunes a varios antigenos, principalmente
cuando éstos son derivados del inmundgeno, por lo que en 1la
real idad la especificidad mide la reaccién cruzada
que presente el anticuerpo ffanto a otros metabolitos del
inmunégeno o sustancias relacionadas.

La reaccién cruzada esta definida come la cantidad de
masa del antigeno que reacciona con el anticuerpo y es
necesarlia para desplazar el 50 % del antigeno marcado, en
relacién a la masa del antigeno original que Lambién
desplace el 30X del antigeno marcado. El wvalor de reaccidén

cruzada se obliene de la siguiente férmula:

Masa del esteroide S que desplaza el 850X de S X 100

»RC = Masa del esteroide X que desplaza el S50% de S

Donde:
S es €]l antigeno marcado, S es el inmundgeno original y X es

olro antigeno con detoerminantes antigenicos similares a las
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del inmunogano original CNaogele and Drahoveky., 1080),

Reclientemente, Lauzon, ¢4 a1l C1080) propusieron otro
procedimiento para medir la reacceidn cruzada, basindose en
@l desplazamiento que produce 1 ng del inmundgens frente a i
Ny de otro antigenc relacionado con al {nmundgeno:

% desplazamiente de S producido por 1 ng de X

YRC X 1C0

* desplazamiento de S producido por 1 ng de S

Cuando se rwalizan las pruebas de reaccidn cruzada se
establece la especificidad del anticuerpo en relacidn a una
serie de sustancias que ol investigador consfidera que puaden
causar reaccidn cruzada, Sin embargo el anticuerpo puede aun
reaccionar con otras sustancias presentes en la muostra y
para las cuales no se haya realizado la prueba de reaccidén

cruzada,

2.7 ESTABLECIMIENTO DEL RIA O EIA.

Los inmunoensayos estin constituidos por tres componantos
principales: el Anticuerpo, el Trazador ¥y el Antigenc no
marcado, Lambién llamado Analito frio (Chard, 1878).

La funecidédn del anticuerpo consiste en enlazar especifica y
firmemente al Trazador o al Analito frio, formando el
complejo Antigeno: Anticuerpo (Chard, 1978).

El trazador es una molécula quimicamente similar al analito
frio, peoro contione una marca que puede ser un radloisdtopo
en @l caso del RIA, o una onzima si es EIA CKurstak, 19895,

El analito frio corresponde al! inmunégeno; es a la vez la
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molécula que nos interesa medir en la muestra problema, la
cual puede ser una droga, un metabolito, una hormona © una
vitamina (Chard , 1078; Ceriotti, et al, 1980).

El anilisis consiste en colocar conjuntamente el anticuerpo
CAc), el antigeno o analito frio CAQY) y el trazador CAg#d en
tubos de ensaye o placas con pozos, bajo condiciones de
temperatura, volumen, acidéz y molaridad controladas. \Sb
forma de esta manera el complejo Ac:Ag o Ac: Agh, como se

muestira a continuacion:

Ag + Ac — — Ag: Ac

Aget + Ac ¢ » Agh: Ac

En casc de que estuvieran presenles el Lrazador y el
analito frio en igualdad de concentraciones efectivas, se

obtendria:

Ag + Agm + 2 Ac e -+ Ag:Ac  + Ag: Ac

Al variar las cantidades de analito frente a cantidades
const.antes y conocidas de Lrazador Yy de anticuerpo, al final
de la reacciédn de unién habras diferentes proporciones de
complejos con trazador y con analito frio, como se muestra
a continuacidén.

10 8 Ac + B AgM + B Ac: Agm

2) 8 Ac + 68 AgM + 3 Ag «—— 4 Ac:AgM + 2 Ac:Ag + 2 AgM + 1 Ag
3) 8 Ac + 8 Aght + 8 Ag «—— 3 Ac:Agm + 3 Ac:Ag + 3 Agu + 3 Ag
4) O Ac + B8 Agh + 12 Ag > 2 Ac:Agi + 4 Ac:Ag + 4 AgM + B Ag
Para el primer caso la cantidad de analito frioc es cero, por
tal razén todo el complejo formado contendr& al trazador. En

ol segundo caso la presencia de tLres moléculas de Ag frente
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a seis de Agw produce competencia entre Ag Yy Ag¥® pera
unirse al Ac y consecuenLemente existle desplazamionto de dos
molécul ax de Agw por Ag al formarse los complejos.

Para los Oltimos dos casos ocurre desplazamiento meyor

del trazador por aumentar la proporcidn de zanalilo
frio con respectLo al Lrazador. Al medir la cantidad de
radiacidén unida al antlicuerpo, se observari que ésta

dismi nuye conforme aumenta la concentracién del analito
frio inclufido en la reaccion.

Cuando se representa la grafica del proceso descrito, se
observara desplazamiento del trazador por el analito
frio. Esta grafica se denomina curva estandar, CUrva
dosis-respuesta, o curva de inhibicién,

lLa curva estandar permite ostimar la cantidad de analito
nresente en una muestra problema, ya que ésta es  incluida
en el analisis bajo el misme procedimiento de
compotencia, Como la muesira tambidén exporimenta el mismo
procedimiento de separacidn Jde fracciones, antonces se
deteclLan de éstas las radiaciones, Jas que %e comparan con
la Curva estandar; al interpolar se inflere la
concentraciédn de analite frio en la muestra

Para poder medir muestras con canlidad desconocida de
analito; se necesita establecer el Inmunoensayo. £s necesario
probar la dilucién a la que se Lrabajara el anticuerpo, la
cantidad de trazador que se aNadirs,  los tiempos de
incubacidén, el orden en que Se Agregaran loe  Lres

componentes Yy el procedimiento de soparacidn de la fraccidn
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libre de 1la wunida.

Como un primer paso en este proceso, se prushan
simultaneamente varias dilucicnes del anticuerpo y varias
concentraciones del trazador en ausoncia.del analito (Dobson,
19830, Al hacer esto se encontraran varias combinaciones de
dlilucidn de anticuerpo y cantidad de Lrazador a las culdles se
cbtengan porcentajes de unién adecuadas Centre el 30 y 50%5.

El siguiente paso consiste en tLomar esas combinaciones y
afiadirles una cantidad de analito frio equivalente a la mayor
concentraciéon que se espera obtener en la muestra ; al medir
el porcentaje de uniédn se encontrardé el porcentaje del
trazador que fué desplazado por el analito frfo C(Dabson,
1883).

Una vez hecho esto se decidir& realizar el ensayo
utilizando la dilucién del anticuerpo y la concentracion de
trazador que permitieron una unién inicial de entre un 30 y
50%, resultando ademis en un miximo desplazamiento del
trazador por el analito frio. En {igualdad de desempefic se
escogerd la combinacién anticuerpo-trazador en la que se
utilize menos anticuerpo, ya que este componente es mnas
dificil de obtener que el Lrazador.CDobson, 19830,

Cuando se han logrado estlablecer las condiciones a las
que se obtiene el maximo desplazamiento se elabora 1la
curva estandar. Para ello se utiliza una serie de tubos
conteniendo la cantidad de trazador y anticuerpo determinados
anteriormente. A estos tubos se les affaden cantidades

conocidas pero variables del analito frio, y después de



separar las fracciones Yy medir la radiacién emitida, se
relacionha con la cantidad de analito frio affadido, de tal
manera que sSe elabora una grifica donde se puede eslimar la
concentraciéon del analito en la muestra a partir <o la marca
presente en la fraccidn libre < unida.

Uno de los principales inconvenientesz del ajuste de las
cCurvas para realizar la estimaciédn de las concenlracicnes, es
el producir error por ajuste, por tal razén se utilizan
transformaciones para linearizar déstas. La mAs comun es la
transformacion logit-log CAbraham, 1974),.,sin embargo existe
controversia sobre esta transformacién, ya que so indica que
la grifica generada no es realmontle lineal, por lo tanto al
Ltransformar las variables se affade al error experimental el
aerror por ajuste; ademis se dice gque no provee informaclidon
scbre algun cambio en los reactivos que participan en el
analisis (Chard, 1978; Rodgers, 1984; Arrigucci and Serio,
1980). A pesar de esto las curvas logil~-log son ampliamente
utilizadas y +valoradas da acuerda a los sigulentes
indicadores: el coeficiente de correlacién, pendiente de la
recta, unién mixima y unidn no especifica (Feldman y Rodbard,
1971).

Para valorar favorablemente algun RIA o EIA, #4ste dehe
mostrar una pendiente aproximada de -1.00 en transformacidén
logit=-ln, una unidén maxima del 30 al BOX, unidén no especifica
del 5% o menos y coeficiente de correlacién entre -0.83 a

~0.90 CMoss et al, 1978; JAEA, 1984; Chard, 107863,




2.8 VALIDACION DEL. ENSAYO.

Una ve2z establecidas las condiciocnes del Inmuncensayo se
procede a validarlo, de acuerdo con los criterios de
Sensibilidad, Especificidad, Exactitud y Precisién <CIAEA,
1084; Abraham., 1974D.

La Sensibilidad se define como la cantidad minima de
antigeno que se puede distinguir de una muestra que no lo
tiene, ez decir del estandar ceroc al o5% de limite de
confianza CAbraham, 1974)., La sensibilidad es dependiente de
la Precisiédn, ya que si aumenta el error experimental dentro
y entre inmunocansayos hace que se amplie el intervalo de
confianza para cada concentracién. Existen otros factores muy
importantes que también producen cambio en la sensibilidad;
éstos scn la afinidad del anticuerpo, la masa del trazador y
del anticuerpo y el volumen del medio de 4ncubac16n CAbraham,
19740,

Los anticuerpos de baja afinidad no enlazan canlidades
detectables del analito cuando la concentracidn de éste es
baja, y por lo tanto disminuyen la sensibilidad del ensayo
CGriswold and Nelson, 19t4; Parker, 1878). Por otro lado, si
la actividad especifica del trazador es baja, entonces cse
necesita mayor cantidad de masa de éste para poder delectar
el complejo formado, por lo tanto disminuye también la
sensibilidad CChard, 1078),

La especificidad, ya descrita en el apartado sobre
caracterizacién del antisuero forma parte de la validacidn de

cualquier inmuncensayo. Se han informado diversos valores de
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reaccién cruzada en Jos antisueros contra esterolides
distintos al inmunégenc original. en este caso contira
progesterona (Runnebaum, 1G80).

La especificidad también debe ser probada a través de las
Pruebas de Paraleliszsma (JAEA, 1Q84), que consisten en incluir
on el ensayo diluciocnes seriadas de una muesira que contenga
clerta cantidad conocida de analito. Las estimaciones de las
dokis se grafican Jjunto a la curva estindar con variables
transformadas on por ciento de union contra logaritmo de la
dosis. Las grificas de lax series de diluciones deben ser
paralelas a la curva estindar, comprobande asi qgue el
inmuncensayo es inmunolédgicamente especifico ya que el
desplazamiento del trazador por el analito en cada dilucidn
tiene el mismo comportamiento que el de la curva estandar,
Otros autores seffalan que la prueba de paralelismo también
indica identidad entre dos sustancias cuando éstas se
caracterizan biolégica, fisicoquimica o© inmunolégicamente
(Borth, 1Q76).

La Precisiédn es la caracteristica que determina la
variabilidad en la estimacion de las concentraciocnes del
analito., Existen varios procodlmi;ntos para medirla; Abraham
(1974> define & la Precisién como los valo;cs de los
coeficientes de variacién dentro de ensayos Cintraensayos) y
entre déstos (interensayos). Como la variabilidad es
dependiente de la concentracién del analito se ulilizan como
muestras de control de calidad aquellas que contengan

cantidades alta, media y baja dentro del rango fisiolégico.
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La Exactitud es el criterioc que indica la veracidad de la
cuantificaciédn de analito estimado, para ello se utilizan los
experimentos de recuperacidn CAbraham, 10974), consistentcs en
afadir cantidades conocidas del analito a muestras de suero o
plasma libre del analito a cuantificar, procediendo a
realizar la extraccidn si es un inmunoensayo indirecto o a
someter al anidlisis directo si es una técnica sin extraccién,
Y a correlacionar la cantidad determinada en el anpalicsis con
la esperada, que o: la que se affadid al principio dJdel
expearimento. Idealmente se espera un  coeficiente de
correlacién de 1.00. Sin embargo suele haber desviaciones da
estle valor que pueden ser debidos a error experimental, de
cAdlculo al empl ear la curva estaéndar, o efactos
inespecificos. Los ensayos por extraccion normalmente
presentan mayor desviaciones entre los valores esperados que
los ensayos directos, esto se debe a los efectos del
solvente, eficlencia de extracciédn y sensibilidad de la curva
estandar, por tal motivo se prefieren diseffar ensayos
directos (Pilo et al, 1988).

Qtra forma de medir l1la Exaclitud es comparar Jlas

estimaciones do analito en las muestras bajo el inmunoensayo

probado contra las estimadas por otros metodos previamente
validadeos, como seria 1la Cromatogroafia liquida de alta
resoluciédn (HPLC), biensayos, espectrometria de masa, u otro

inmunoensayo previamente validado CIAEA, 1684).



3. MATERIAL Y METODO.
3.1. INDUCCION DELL ANTICUERPO.

Se indujo la produccidén de anlisuero antiprogesterocona en
dos conejos machos raza Nueva Zelanda, enh dos cabritos Sanen
+ ¥ en cinco gallinas de postura estirpe Daling.

Para la inmunizacidn se utilizé como itnmundgeno en todos
los casos un conjugado de Progesterona con albumina sérica
bovina a través de enlace hemisuccinato en el carbono 11 dJde
la progesterona C4-pregnane 3.20 dione 11 a
hemi succinato: BSA) (Steraloids, U.S.A. D cuya relacidn molar

esteroide: proteina as de 28:1 (James, 1680).

3.1.1 Inmunizacidn de cabritos.

En _los cabrites, la primera ftomunizacidn se realizd al afo
de edad, administrando 2.5 mg del {nmundgeno en forma de
enul siédn subcutanea en el cuello con adyuvante conpleto de
Freund. Posteriormente se administraron refusrzos en dosis de
1.8 mg y un ultime refuerzo con 2.0_ mg. El calendario de
tnmunizaclén se observa en el cuadro 1. La coleceidn del
suero se realizé semanalmente por puncidn yugular obleniendo
3 ml de sangre ep cada ocasién. La titulacidn se realizd de
acuerdo a la técnica descrita por la Agenclia Internacional de
Energia Atémica C1884) wver cuadro 4, los anlisueros fueron
diluidos desde 1:100 hasta {:4000, se realizd ia {npcubacldn
de la nezcla del antisuero con Lrazador a 4°C durante 18
horas, la fraccidn unida fué separada mediante suspansidon de

carbén activado ¥y centrifugaciédn a 3000 rpm durante 10

3
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minutos a 4°C . Los cabritos no produjercn titulos apropiados
del anticuerpo, por lo que Luvieron que ser eliminados y no

se realizéd en ellos el resto del trabajo,

3.1.2 Ipmunizacidn de conejos.

En los conejos el calendario de i{nmunizaciédn se iniciéd
cuando tLenfan seis semanas de edad con la inyeccién
subcutanea de 0.1 mg del conjugado de progesterona
enulsificada con adyuvante completo de Freund CACF). Estle
tr;tanuento se repitlid en las semanas 2 y 4. Posteriormente
los refuerzos se aplicaron mensualmente con adyuvante
incompletlo de Freund CAIF). El calendario completo se muestira
en el cuadro 2. ‘

Para monitorear la aparicidon de anticuerpos, se sangraron
1os animales Semanalmente y se tituld el suero para medir los
niveles de anticuerpos contra progesterona. El sangrado se
hizo por punciédn de la vena central de la oreja, coleclandose
1 m] de sangre. La titulacién se realizd de acuerdo a la
técnica descrita por la Agencia lInternacicnal de Ensrgia
Atédmica CIAEA, 18840 ver cuadro 4. Cuando ya no aumentd el
titulo de antiprogesterona se sangré al animal mediante
puncién cardiaca para obtener la mayor cantidad posible de

sangre, de la cual se extrajo el antisuero,

3.1.3 Inmunizacidn de gallinas.

L.as gallinas tuvieron un esquema de inmunizacién semejante

a los cabritos, pero la dosis administrada fué de O.S mg en
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el misculo pectoral, se colectaron 2 ml de sangre de la wvena
radial de cada gallina semanalmente para llevar ol
seguimiento de la produccidén de anticuerpos antiprogesterona.
El cuadro 3 muestra el calendarlio de {inmunizacian. Se
colectaron los huevos de todas las gallinas diarilamente
después de la primera semana de ifnmupnizacién. Estos se
mantuvieron en refrigeraclion hasta que las gallinas
alcanzaron los mias altos titulos de anticuerpo. La titulaction
del suero se realizd de la misma manera que an los conejos y
cabritos.

Cuando los titulos de los anticuerpos se establlizaron se
dejé de inmunizar a las qgallinas y Sse procedid a extraer los
anticuerpos de la yema de los huevos de las gallinas que

mostraron los més altos titulos de anticuerpos en suero.

CUADRO 1
CALENDARIO DE INMUNIZACION EN CABRITOS

Numero de Dia Dosis via de Adyuvante
inocul acion inoculacidn de Freupd
1 0 2.9 mg subcut dnea completo
e 15 1.8 mg subcutlnca compl eto
3 30 1.8 ng subcutanea compl eto
4 43 1.5 mg subculanea incompletlo
S 58 1.5 my subcutanea incompl oto
6 118 2.0 mg subcutanea completo
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CUADRO 2
CALENDARIO DE INMUNIZACION EN CONEJOS

Numero de Dia Dosis via de adyuvante de
fnocul acidén inoculacidn Freund.
1 0 O.1. mg subcutinea completo
2 15 0.1 mg subcutinea completo
3 30 0.1 mg subcutinea completo
4 s 0.1 mg subcutanea it ncompleto
8 115 0.15 mg subcutinea incompleto
8 145 0.15 mg subcutaAnea incompleto
7 175 0.15 mg subcutinea fncompleto
G 200 0.15 mg subcutinea completo
CUADRO 3

CALENDARICQ DE INMUNIZACION EN GALLINAS

Kumero de Dia Desis via de Adyuvante
inoculacidn inoculaclién de Freund
1 0 1.0 mg Intramuscular comp] eLo
2 18 0.8 mg intramuscul ar completo
3 30 0.9 mg intramuscular completo
4 44 0.5 mg intramuscular incompletlo
g 59 0.5 mg intramuscular 1ncomplet6
6 69 0.8 mg intramuscular incompl eto
7 110 0.5 mg 1n§ramuscular complet.o
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CUADRO 4
PROTOCOLO PARA TITULACION DE ANTISUERCS.
Identificacién amortiguador antisuero trazador carbon

Cmld €O.1 ml) Cml) Cral)
Cuentas totales 1.8 0.0 0.1 1.0
Unidn no especifica 0.8 0.0 0.1 1.0
Antisuero 0.5 1:100" 0.1 1.0
Antisuero 0.5 1:200" 0.1 1.0
Antisuero 0.5 1:500" 0.1 1.0
Antisuero 0.5 1: 1000' 0.1 1.0
Ant{suero 0.5 1:2000" 0.1 1.0
Antisuero 0.5 1:4000° 0.1 1.0

® DILUCION DEL ANTISUERO QUE FUE EMPLEADA

3.2 EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPQS.

3.2.1 Extraccidn de Inmun_o_globulyinas del suero de coneijo.

Se realizé por precipitaciédn mediante salado con sulfato
de amonio al tercio de saturacidén, procesc que se repitio
tres veces (Garvey et al, 1977), El dltimo precipitado se
resuspendiéd en Scolucidn amortiguadora de fosfatos salino
(PBS) 0.01 M pH 7.1. Inmediatamente despues so efeclud la
dislisis del precipitado contra amortiguader de boratos

OC,

salino (BBS) 0.01 M pH 7.8 durante 33 horas a 4
realizandose tres cambios de la solucion amortiguadora CMunro
y Stabenfeldt, 1954). Finalmente w2 practico la prusba de
cloruro de bario en solucion saturada para asegurar la
ausencia de sales de sulfate (Garvey et al, 16773, El
dializado se alicuotd en tuboes de ensaye y se almacend a =25

PC. También se midid la cantidad de proteina a través de la

absarbancia a 280 nm ClLeslie, 16880; Kabat, 1884).
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3.2.2 Extracclidn de n ob n de la yema del hyeve.
Se realizdéd la extraceidn de Ig Y con 2-propancl y acetona

C(Bade and Stegemann, 1884) utilizando un proceso modificado a
temperatura ambiente. Se colocaron 35 ml de yema en un vaso
de precipitado, se aNadieron 100 ml de alcohol Llsopropilico
(2-propanol) y se agitd por cinco minutos a temperatura
ambiente. Se colocd la suspensidédn en tubos de ensaye pira
centrifugarlos durante cincoe minutos a 2000 rpm a 15 °C. Se
decantd el sobrenadante y el precipitadeo se resuspendid con
2-propancl, repitiéndose el procesc de centrifugacidn vy
resuspensidén tres veces. PosLérLormenLt se alNadi{eron 100 ml
de acetona y se centrifugé por cinco minutos a 2000 rpm ,
replitiéndose este proceso dos veces. Despues de la Ultima
centrifugacidén con acetona se decantd y el precipitado se
resuspendid con acetona, se filtrd en papel filtro Whatman #
1, se dejo escurrir y los polvos se dejaron secar en campaha
de extraccién duran’e 4.8 h. a temperatura ambiente c20°¢. ).

Posteriormente se pesaron 3.7 g del polve y se
resuspendieron en 20 ml de amortiguacdor de fosfates salino
0.01 M 0.1 M de NaCl, 0.01% thimerosald pH 7.5. Se agito
durante 60 minutos a temperatura .ambiem.o. Al cabo de este
tiempo se centrifugd a 20000 x g durante 15 minutes. El
precipitado se retiré y el sobrenadante se utilizé para
realizar las pruebas de RIA asi{ como para correr
electroforesis y medir la cantidad de proteina por
absorbancia a 280 nm. La solucidn de anticuerpes Ig Y se

alicuolé vy almacend a 5°¢c.
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3,.2.3 Monitoreo del proceso de extraceidn de gama gleobhulinag
d

suaero y de la yema del huevo,

ElecLroforesis an Gel de

Se efectud a travées de

Poltiacrilamida (PAGE) para detactar la presencia de gama

globulinas y contaminantes CCooper, 1877; Gabriel., 1871).

También se ostimd la cantidad de proteina presente en los
antisueros y extracto obtenidos en cada fuente mediantes la

medicion de la absorbancia a 280 nm (lLeslie, 1980; Kabat,

1064; Warburg and Christian, 1941),

3.2.4 Determinacidn dJde la Constante do Afinidad de los

anticuerpos obtenidos

Una vez elaborado el Inmuncensayo para cada anticuerpo
Afinidad de

Y

del extracto de Ig Y, se estimd la Constante de

cada uno de #stos, utilizando la grafica de Scatchard

CNaegele and Drahovsky, 16800,

cada

3.2.5 Disefio del RIA usando los anticuerpos obtenidos en

ente.
Se utilizd el método descrito por Dobson (1683) para

simultaneamente el anLicuerpo y el trazador

la dilucién del! primero y la

titular
radiactivo, delerminanda asi
masa del segundo que se deben usar para lograr del 30 al S0%

de unién maxima CBOY, y a la vez obtener la mayor diferencia

del desplazamiento entre 1la uniéon  del trazador a

concentracién cero del antigeno frio (BO) y la unidon del

trazador a una concentraciodn del antigeno frio equivalente »a

. _ X . B
e L . s
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2.0 ng/ml para el caso de antisuero del conejo CCRSX87) y a
0.5 ng/ml para probar el extracto de la yema del huevo (lg
YD.

En el cuadro S se muestran las diluciones de anticuerpo y
concent.racién de masa radiactiva que fueron probadas para el
caso de anticuerpos del conejo, como trazador se utlilizd a la
progesterona 3 CMO fodotirosina (Diagnostics Products Ca.d la
cual no mostiré otras especificaciones. En el cuadro 6 muestira

la misma informacisn para el anticuerpo de la yema de huevo.

CUADRO 8
COMBINACION DE DIFERENTES DILUCIONES DE ANTICUERPO DE CONEJO
Y CANTIDADES DE MASA RADIACTIVA.

Dilucidn del anticuerpo CRSXB7

masa radiactiva 1:1000 1:2000 1:4000 1:B000 1:15000
3500 cuentas por minute A B Cc D E
G500 cuentas por minuto F G H 1 J

LAS LETRAS ER EL CUEKRPO REL CUADRO INDPICAN KL CODIJO QUE SBK
LE ASIONO A CADA COMBINACION DE DILUCION DE ANTICUERPO ¥
CANTIDAD DE MASA RADIACTIVA.

CUADRO &
COMBINACION DE DIFERENTES DILUCIONES DE ANTICUERPO DE YEMA
DE HUEVO Y CANTIDADES DE MASA RADIACTIVA.

Dilucién del anticuerpo Ig Y

Masa radiactiva 1:400 1:700 1:1G00 1:2000 1:4000
2500 cuentas por minuto A B c D E
4500 cuentas por minuto F G H I J

LAS LETRAS EN Kl CUERPO DEL CUADRO INDICAN EL CODIGO QUE SK
LE ASIGONO A CADA COMBINACION DE DILUCION DEL ANTICUKRPO YV
CANTIDAD DE MASA RADIACTIVA.
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Una vez determinada la combinacién propicia de ambos
componentes, se procedid a montar una curva estandar
basindose en el protocolo de la Agencia Internacional de
Energia Atomica (18840 , utilizando estiandares realizados por
diluciones individuales, a partir de una solucidén madre que
contenia 200 ng/ml de progesterona,

En ®]l cuadro 7 se describe el protocolo que se utilizéd para
el anticuerpo del conejo, y en el cuadro B se describo el
protecolo utilizado en el caso de las {nmunoglobulinas de la
ysma de huevo.

Condiciones en que se realizd el ensayo:

Todos los estandares (SL), cuentas totales (CTD, uniohes no
especificas (UNEDY uniocnes miximas (BO), se corrieron por
duplicado siguiendo el protococlo del cuadro 7 para el suero
de conejo y cuadro 8 para la yema de huevo.

Cuentas totales (CTD se affadieron 1.6 ml de amortiguador de
fosfatos 0.01 M con 1 ¥ de gelatina (PBSG), se dejd incubar
durante 18 horas a 4° C, al cabo de este tiempo se affadio 100
ul de progesterona marcada con I-12%9 como trazador diluida en
PBS, se dejd incubar 18 horas y se realizdé el conteo.

Uniédn No especffica CUNE). Se aﬂ;dioron 0.6 ml de PBSG se
dejé incubar durante 18 horas a 49 C, posteriormente se
afadié 100 ul de trazador dejandose incubar nuevamente 18
horas. Al cabo de este tiempo se le affladid 1 ml de carbdn en
suspensién €C0.825 g-100 ml), se agité y se dejé reposar B
minutos, se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 “c,

se decantld y se contd el sobrenadante.
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Unidn Maxima C(BO), reciblid 0.5 ml de PBSG, tambien reclbid
100 ul de anticuerpo diluido 1:15000 para el anticuerpo
CRSX87 y 1:2500 para Ig Y en PBSG, y se dejo Lncubar a 4°c
durante 18 horas. al cabo de este tiempo se agregaron 100 ul
de trazador, se dejd nuevamente incubar 18 horas a ia misma
temperatura que la anterlior. Posteriormente se aMadld la
suspensidén de carbdn, dejando reposar 5 minutos y se
centrifugd como el UNE, el scbrenadante se re&:;:glub y se midid
la radlacién en el contador de centellec gama.

Estindares . recibiercn 0.4 ml de PBSG. 0.1 ml de solucion de
estandar diluido en PBSG y 0.1 ml de anticuerps diluido, el
procedimiento que se siguld fue el mismo que el del BO. Los
estandares uti{lizados son los mencionados en los cuadros 7 y
78.

CUADRO 7

PROTOCOLO DEL RADIOINNUNOANALISIS QUE UTILIZS EL ANTICUERPO
DE CONEJO CRSX87.

Identificacidn PBSG Estandar Anticuerpo Trazador carbdn
o muestra 1:15000

Cuentas totales i.6 ml 3800 cpm
Unidén 0.6 ml 38CO0 cpm { ml
no especifica
Unién maxima 0.5 ml 0.1 m 3800 opm 1 ml
0.12 ngrsml O.4ml OC1m O.1ml 3500 cpm 1 ml
0.25 ngrml O.4ml Ol ml 0.1 ml 3500 cpm 1 ml
0.50 ng/ml 0.4mi O.1ml 0.1 ml 3%00 cpm ! ml
1.0 ngr/ml 0.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 3500 cpm 1 ml
2.0 ngr/ml 0.4 ml Ot m 0.1 ml 3900 cpm 1 ml
4.0 ng/ml 004 ml O.1ml 0.1 ml 3800 cpm 1 ml
8.0 ng/ml O.4m1 0.1 m 0.1 ml 3900 ¢epm 1 ml
muestras 0.4 ml O0.1 ml 0.1 ml 3800 cpm 1 'ﬁ.l._._
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CUADRO 8
PROTOCOLO DEL RADIOINMUNOANALISIS QUE UTILIZS EL ANTICUERPO
DE LA YEMA DE HUEVO CIg YD.

Identificacién PBSG Estdndar Anticuerpo Trazador carbdn

O muestra 1:2500

Cuentas totales 1.6 ml 4500 cpm

Unidn 0.6 ml 4500 epm 1 ml
no especifica

Uniédn maxima 0.8 ml Q.1 ml 4500 cpm i m
0.08 ng-ml 0.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 4800 cpm 1 ml
0.12 ng-ml 0.4 ml 0.1 ml 0.4 ml 4500 cpm 1 ml
0.25 ngrml 0.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 4800 cpm 1 ml
0.850 ngsml O.4 ml 0.1 ml 0.1t ml 4500 cpm i ml
1.0 ngrml 0.4 ml 0.1 ml O.i ml 4500 cpm 1 ml
2.0 ngrml 0.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 4500 cpm 1 m
4.0 ngrml 0.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 4500 cpm 1 m
8.0 ng/ml 0.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 48500 cpm 1 ml
muestras O.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 4500 cpm im
3.2.6. Preparacidn de la ase sdlida para

Enzimoinpuncandlisis.
Se utilizd el procedimiento de Munro y Stabenfeldt (1684D

utilizando placas de microtitulacién. Para cubrir las placas
con anticuerpos., éstos se descongelaron hasta qua alcanzaran
la temperatura ambiental, se diluyeron en amortiguador de
carbonatos 0.05 M pH 9.6 ¥y se dejaron reposar por espacio de
15 minutos a temperatura amblente, se colocaron 50 ul de
anticuerpo diluido en cada pozo, se golped suavemente i
placa para que se distribuyera la solucidn uniformemente won

Loda la superficie del fondo de los pozas. La placa use cubris




42

con parafilm y se guardd a 4° C. durante 18 horas. Al cabo de

este Liempo se decantd el excedente del anticuerpo y se

enjuagd tres veces en scluclidn de lavado que contenia Na Cl
1.9 M y detlergente Tween 20 al 98X, se dejd escurrir
brevemente sobre papel absorbente e inmediatamente se affadio

PBSG 0.1 M pH 7.3 con 0.1 % de gelatina.

3.2.7 Disefic de}] EIA wutilizando los anticuerpog de cada
u’ta

Se utlilizd como trazador progesterona conjugada con
peroxidasa de rabano CHRP) a travws de un puente
3~carbo¥1m-tlloxlnm C3-CHQD .

Se probaron varias combinacjiones de dilucidén del conjugado
progesterona-3-CMO-HRP con diferentes dilucidén del
anticuerpo para diseflar el Enzimoinmuncensayo con anticuerpos
de conejo y con anticuerpos de yema de huevo; el cuadro ©

muestra el procedimiento.

CUADRO @
TITULACION DE ANTICUERPOS DE CONEJO Y DE YEMA DE HUEVO
EN COMBINACION CON DIFERENTES DILUCIONES DE CONJUGADO
CONJUGADGO PROGESTERONA  ~3-CCMOD : HRP,

Dilucidn del Coqigi9do Dilucidn del anticuerpo
1: 8500 . 1:1000 1:2000
1: 5000 A B c
1:10000 D E F
1: 20000 G H I
1: 40000 J K L

CONJUOADO ! PROOKESTERCONA I-CARBOXIMEYILOXIMAIPEROXIDAERA
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Para precisar el diseNo del EIA se procedld a titular
nuevamente la diluclén de conjugadse frente al anticuerpo, a
través del desplazamiento del trazador por un estandar (E)
que contenta 0.4 ngr/ml. de progesterona, diluido en la
solucion de conjugado a probar. Los tratamientos empleados
para medir el desplazamiento se observan en los cuadros 10 y
11, la dilucion 1:2000 del anticuerpo y 1:5000 el conjugado
en o]l cuadro 16 no se probd., porque se tenfa la intencidn de
aprovechar al maximo el conjugado. E! protocolo para probar
este desplazamiento se muestra en el cuadro i2, en el caso
del cuadro 131 se probd una mayor dilucién del anticuerpo con
el propédsite de maximlzar la utflizacién del mismo.

CUADRO 10
TRATAMIENTOS EMPLEADOS PARA PROBAR EL DESPLAZAMIENTO DEL
CONJUGADO POR UN ESTANDAR UTTLIZANDO ElLL ANTICUERPO DE CONEJQ

Dilucién del conjugado Diluciédn del anticuerpo CRSX87
1:1000 1: 2000
1: 5000 A
1:10000 B C
1: 20000 G [}
 CUADRO 11

TRATAMI ENTOS EMPLEADOS PARA PROBAR EL DESPLAZAMIENTO DEL
CONJUGADO POR UN ESTANDAR UTILIZANDO El. EXTRACTCO DE LA
YEMA DE HUEVO CIg Y.

Dilucidn del conjugado Dilucldén del anticuerpo g Y
1:2C00 1: 400
1:10000 F G

1:20000 H 1
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CUADRO 12
PROTOCOLO EMPLEADO PARA MEDIR EL DESPLAZAMIENTO DEL CONJUGADO
POR UN ESTANDAR.
identif anticuerpo PBSG conjugado sustrato Sol detenedora

UNE S0 ul S0 ul 100 ul 100 1
EO fase s5élida 50 ul 50 ul 100 100 ul
Est fase sélida 50 ul L‘iﬁ(‘)‘,gl'lI 100 ul 100 ul

EET = ESTANDARD CON O.8 NO-ML DE PROOKETERONA

M CONTIENE AL ESTANDAR CORREZPONDICNTE.

IDENTIF a [DENTIFICACION

E0L. DETENERORA = BOLUCION DETENEDORA DK LA ENZIMA

Desarrollo del protocolo:

Se agregaron 50 ul de PBSG inmediatamente despues de lavar
el excedente de anticuerpo adsorbido al fondo del pozo, la
dilucidén de anticuerpo ombloada para preparar la fase sdlida,
es de 1:2000,

Los pozos EO recibieron udnicamente B0 ul de c¢onjugado
diluido 1:20000, los pozos para estandares recibieron el
estandar de progesterona afadido en el c<onjugado previamente
dilufdo. |

Se dejaron incubar dos horas a temperatura ambiente.

Al cabo del tiempo se lavaron tLres veces con solucién de
lavado diluida 1:10 con agua destilada poce antes de
agregarse a los pozos los sigulentes reactivos.

Inmediatamente se afadieron 100 pl de solucidn de sustrato,
l_a cual cantiene peréxido de Hidrégeno al a% Yy
2,2'-azinobisCacido 3-elilbenz-thiazolinesulfonico) CABTS) al
40 mM y Acldo citrico 0.08 M a pH 4.0. Se dejod incubar una

hora a temperatura ambiente.
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Se affadieron 100 wul de una solucién gque delicne la
actividad enzimAtica, ésta contiene Aacido fluorhidriceoc al
0.18 M. La abscrbancia se leyd a 410 nm.

Se graficd y calculd el porcentaje de unién del estandar en
funcion de cada EO correspondiente.

El anticuerpa Ig Y no fué capadz de unir suficiente trazador
en el enzimoinmunoensayo, por lo que dicho anticuerpo no se
continud traba)ando.

El diseMo final el EIA se realizé con el anticuerpa CRSX87,

bajo el protocolo descrito en el cuadro 13,

CUADRO 13

PROTOCOLO DEL ENZIMOINMUNOANALISIS PARA MEDIR PROGESTERONA
PLASMATI CA.

{dent. anticuerpo PBSG conjugado sustrato solucidn
C1:2000) C1l: 200000 detenador a
UNE SO 4l 50 100 1 100
EO fase sélida B0 ul S0 ul 100 ul 100 ul
0.06 ng/ml fase sélida 50 ul ™ 100 100 1
0.12 ngs/ml fase sélida 50 ul 1™ 100 i} 100 ul
0.25 ng/ml fase sélida 50 ul W™ 100 100 w1
0.50 ng-ml fase sélida 50 a1 50 pl" 100 ul 100 411
1.0 ng-ml fase solida 50 ul 50 w1 100 wl 100 ul
2.0 ng-ml fase solida 50 pl 50 ul” 100 pl 100 4l
4.0 ngsml fase solida S50 wl S50 g 100 ul 100 ul
muestra  fase sdlida 50 )l S0 pl” 100 .l 100 ul

UNE = UNION NO ESPECIFICA

K0 = UNION MAXIMA

* CONTIENE EL ESTANDAR O MUERSTRA CORRLESPFONDIENTE.
IDENT. = IDENTIFICACION
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3.3 VALIDACION DE LOS INMUNOENSAYOS.

Se escogleron las condiciones del RIA o EIA que presentaron
mayor Sensibilidad; requiriéndose como minima alrededor de
200 picogramos en un mililitro CO.2 ngsml3. Para evaluarlos
se ytilizaron por lo menos Lres curvas estandar, se determind
la curva media y Su envoltura de error Cuna desviacién

est.éndar),

3.3.1 Jensibilidad,

Se considerd la sensibilidad como la minima dosis de
progesterona que causd un desplazamiento deteclable del
trazador con respecto a la unidén alcanzada en ausencia del

estlandard con el 95 % de confiabilidad.

3.3.2 Especjificidad.

Para realizar el cdlculo de la reacciédn cruzada del
antisvero y de las inmunoglobulinas de la yema de huevo se
hicieron diferentes curvas de desplazamiento; en cada caso se
sustituyé a la progesterona no marcada por el estercoide a
aevaluar; se escogieron algunos de aquellos que contienen
determinantes antigénicos semejant;s a la progesterona. Estos
son 17 o-~hidroxiprogesterona, 20 a-hidroxiprogesterona,
cortisol, 11i~desoxicortisol y ii-desoxicorticosterona.

Los porcentajes de reaccidn cruzada de cada compuesto se

calcularon de acuerdo a la siguiente férmula CDobson, 1983):
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masa de progestercna que desplaza al *t dol trazador{iGi)

C
RC*masa de estercide a evaluar que desplaza al 50 de trazador

Tambien se reali{zé¢ la Prueba de Paralelizmo CIAEA, 1584)
para confirmar la especificidad del anticuerpo en condiciones
del RIA o EIA. A partir de una muestra sérica con cahtidad
conocida de progesterona se hicieron diluciones serf{adac a
lags que también se les estimarcn las cantidades de
progestercna, las concentraciones se graficaroan en la curva

estandar.

3.3.3 Relacidn de estimacjones de progesterona realizados con

RIA o EIA diseiflado y un estuche comercial.

gt W v

P
e

Para evaluar este criterio se procedid a medir la cantidad
de progestercna plasmatica en por lo menos 13 muestras, de
vaca Holstein, utilizando un estuche comercial de fase sédlida
(Coat-A-Count) que ha sido previamente validado en esta
especie (Srikandakumar et al, 1086; Pulido, 1983). Se
relacionaron las dosificaciones de progesterona enlre ambos
inmuncensayos por media de Regresion Lineal Simple (IAEA,

19840 .

3.3.4 Precisidn.

Se calcularon los coeficlientes de variabilildad intraensayo
e interensayo C(JAEA, 19842. El primer coeficlente fue
calculado de las estimaciones de progestercna, en una muestra

sérica para validar RIA y dos para EIA, rde vacas gastante y
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en diestro, colocadas al azar por cuadruplicado en un mismo
ensayo, Para el segundo coeficiente se estimaron las
concentraciones de progesterona de las mismas muestras
analizadas por duplicado en cuatro onsayos consecuti vos.

Los ensayos disefados en esta tesis requieren 1la
extraccidén de esteroides con éler de pelrdédleo con bajo punto
de ebullicién; se describe a continuaciédn el proceso \do

oxtraccién detalladamente.

3.4 EXTRACCION DE ESTEROIDES A PARTIR DE MNUESTRAS DE PLASMA,
Se colocaron 0.5 ml de plasma en un tubo de ensayo de 16 x
150 mm., se afiadieron 1000 cuentas por minuto de Progesterona
1.8.8.7-H3 CAmersham, Inc.) a cada tLubo, se mezcld en vértex
Yy s dejd reposar durante 45 minutos a Lemperatura ambiente.

Se affadieron B8 ml de éter de petlrdleo a las muestras, se
mozclo en vértex por un minuto y se permitié que se formara
la interfase, para esto se dejod reposar por 15 minutos a
temperatura ambiente.

Se congeld la fase acuocsa en hielo seco y se decantd la
fase org&nica a otro tubo de 16 x 150 mm; este procedimienio
se realizé dos veces, la fase organica se dejod evaporar en
campana hasta sequedad a temperatura ambiente.

Al exiracto seco se le affadieron 0.5 ml de PBSG 0.1 M al 1%
de qelatina pH 7.4, luego se coloecd a BaNo Maria por 20
minutos a 48°C, se agité en vértex por un minuto y se dejé
reposar a temperatura ambliente durante 15 minutos, nuevamente

se¢ agitéd un minuto en vortex para ser inmediatamente
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analizados por RIA o EIA y Lambien con el propdsito de
calcular el porcentaje de recuperacién de la siguiente
manera: s Ltomaron dos volumenes de SO ul, uno en cada vial,
se aladieron 4 ml de liquido de centelleo, se mezclo, se dejd
reposar por lo menos dos horas en cuarto oscuro y se midisé la
radiacién. El porcentaje de recuperacién C%Rec), se obtuvo
aplicando la siguiente férmula :

cpm on alicuota contada x factor de dilucion X 100

YRec = cpm CI

Factor de diluciédn es la cantidad que ajusta las cuentas
por minuto a partir de la alicuota de 80 ul a todo el volumen

en que estlad resuspendido el extracto.



4. RESULTADOS.
4.1. RESULTADO DE LA INMUNIZACION DE CABRAS.

Al cabo de cuatro meses de inmunizacidn contra progesterona
en los cabritos no se observd algun aumento del titulo de
anticuerpos en ningun animal, a pesar de que utilizaron
diluciones bajas - alrededor de 1:500-~, por lo tantc se

desecharon los dos cabritos. Ver figura 4.

4.2. RESULTADO DE LA INMUNIZACION DE CONEJOS,

Los porcentajes de unidén oblenidos al titular el suerc de
los conejos Nuova Zelanda en dilucidn de 1:500 en diferentes
momentos del calendario de inmunizacidén se muestran en la
figura 5.

Solamente el conejo CR predufjo titulos ulilizables de
anticuerpos, por 1o que fué el Unico con el que se realizéd el
resto del proceso. Del antisuero del conejo CR, ahora
denomi nado CR5X87, se c;lectaron 40 ml de suero, éste se
almacend a ~-28°C hasta el momento de utilizarse,

- 4,3 CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO DEL CONEJO CR.
4.3.1 Andlisis eleciroforético en PAGE.

El analisis electroforético en gel de poliacrilamida del
anticuerpo purificado CREOX87 extraido con sulfato de amonio y
dializado contra amortiguador de boralos, muestra una sola
banda de proteinas correspondiente a la regién de las gama

globulinas, ver figura 6.

50
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—— cabrito no.181 —+ cabilto no. 184

FIGURA 4. Resultado de la inmunizacidn contra progesterona

conjugada con albumina sérica bovina realizado en cabritos.
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FIGURA B. Resultado de la i{nmunizacién contra progesterona

conjugada con albumina sérica bovina realizado en conejos.
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gama
A dm globulina

gama

globulina

anidy
B otte aia

FIGURA 6. Fotografia de la electroforesis en gel de
poliacrilamida del anticuerpo dializado CRBEX87, la imagen A
corresponde a la corrida electroforética de un suerc normal

de conejo ¥y B a la del anticuerpo CRSXB7.
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—— it et mmeriatrt—

La medicién de proteinas en solucién a traves de la
absorcién a 280 nmn de las gama globulinas de los anticuerpos

del conejo previamente dializado fué de 2. 95 mg-ml.

4.3.3 Resultado de la titulacidn del anticuerpo frente a

diferentes cantidades de progesterona radiactiva.

En el cuadro 14 se muestra el desplazamiento del trazador
por el estandar de progestarona con diferentes combinaciones

de dilucidén del anticuerpo CRSXE7 y masa radiactiva.

CUADRO 14
RESULTADO DEL DESPLAZAMIENTO DE LA UNION DEL TRAZADOR POR UN
ESTANDARD EMPLEANDD DOS NIVELES DE MASA RADI ACTIVA CUANDO SE
UTILIZAN DIFERENTES DILUCIONES DEL ANTICUERPO CROSXG7

Dilucidn del masa cpm EO cpm E %E/EO Dif
anticuerpo radiactiva
3500 2658 2700 SR -
1:1000 B500 4472 4270 o5 5
3500 2380 2161 90 10
1:2000 6500 4082 31651 7 23
3500 2100 1575 75 25
1:4000 8500 3770 2525 67 33
3500 1018 1208 63 37
1:8000 6500 3185 1560 68 32
1: 15000 3500 1218 548 45 55

CPM KO BONH LAS CUENTAE POR MINUTO DE LA UNION MAXIMA
CONTENIDAS EN LA FRACCION UNIDA.

CPM K SON LA CUENTAS POR MINUTO CONTENIDAS EN LA
FRACCION UNIDA CUANDO EL TRAZADOR KSTA KN PAESENCIA DE UN
ESTANDAR QUK CONTIENE 2.0 NU-ML DE PROCESTERONA.

NEA/EO ES KL PORCIENTO DE UNION DEL TRAZADOR EN PRESENCIA
DEL KESTANDAR,

DIF¥ ES LA DIFERENCIA DK UNION ENTARAK KL EO0 Y KL KSTANDAR.
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4.3.4 Disefio del RIA gque utiliza el anticuerpoc CRSXH7.

Se decidié utilizar la dilucion de anticuerpo CRSX87
1:18000 y trazador de 3800 cuentas por minuto C(cpmd para
probar la curva estandar. Los resultados indican un adecuado
desplazamiento y el modelo de regresidn es significativo. La
curva se muestra en la figura 7. Los paréametros de la curva
en transformacién logit-log son: Y = 1,18 ~2.19 X,

El coeficiente de correlacidn es de -0,96
El coeficiente de determinacién es de 0.82

Y es ol logit, X es el logaritmo de la dosis,

4.3.8 Cdlculo de la Constante de Afinidad del anticuerpo

CREXB7.

A partir de la grafica de Scalchard se calculd la Constante
de Afinidad del anticuerpo CRSX87 en Radicinmunoanalisis
frente a Progesterana yodada, sigui endo el mi smo
procedimiento descrito en la seccidn de la curva estandar.

Considerande que son ant.icuarpcs policlonales, la grafica
no es lineal, ver figura 8, poar lo tanto existen varias
poblaciones de anticuerpos. Se . procedidé a calcular 1la
Constante promedio, calculado a traves del cociente de la
constante mostrada por los anticuerpos de menor afinidad con
los de mayor afinidad, se muestra abajo el valor de la
Constante de Afinidad,

1'17 g

® 109 l/smol = 1,08 ¥ 107 1/mol

Y
K & e =
X 1.1
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FIGURA 7. Curva estaAndar del RIA que utiliza el anticuerpo

CRSX67.
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FIGURA 8. Grafica de Scatchard que emplea el anticuerpo

CRSX87.
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4.4 VALIDACION DEL RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO CRSXB7.
4.4.1 Cdlculo de la Sensibjilidad del RIA.

Se determiné la Sensibilidad del! RIA elaborado con el
anticuerpo CRSXB7 diluido 1:15000 en PBSG 0.01 M, pH 7.1 al 1
% de Gelatina, a partir de Lres curvas estandar realizados
por duplicado, a partir de las cuales se calculéd el porciento
de unién promedio y su desviacidn estandar para cada
concentracidn de la hormona fria . La envoltura de error
resulta de afcadir v sustraer una desviacidn estandar al
promedic de unidn, los resultados se muestran en la figura 3.

A partir del valer promedio de la unién maxima C(BO) se
sustrajeron dos desviaciones estandar y se calculd la dosis
sobre la curva, did concentracién de 0.32 ngr/ml, la cual

representa la sensibilidad de la curva estandar.

4.4.2 Medicidn de la Especificjdad.

lLos resultados de la reaccidn cruzada del anticuerpo CRSX87
se observan en la figura 10 y cuadro 1S.

En la figura 10 se muestra el desplazamiento de 1la
progesterona marcada producido por diferentes concentraciones
~de otros estercides. Como se puede ohservar, se requieren
concenlraciones mucho mayores de otros esterocides para lograr
desplazami entos similares a los producidos con la
progesterona. El porcentaje de reaccidn c¢ruzada calculado
para cada esterocide con respeclo a la progesterona re
presenta en el cuadro 15 ; como tambien se puede observar, la

reacciédn cruzada en ningun caso fué mayor al 2%,
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FIGURA O, Curva estAndar con su envoliura de error media *

d.e. para calcular la sensibilidad del RIA con anticuor;ﬁo

CRSXB7.
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FICURA 10, Desplazamiento de progesterona radlactiva por otros esteroldes en el RIA

que utiliza el anticuerpo CR5X87.
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CUADRO 15

REACCION CRUZADA DEL ANTICUERPO CRSX87.

Compuesto

% Reaccidn Cruzada

17 a-hidroxiprogesterona
20 a~hidroxd progestercna
Cortisol

11 Desoxicortisol

11 desoxicorticostercna

Progesterona

1.7
0.14
0.02
0.03
1.87
100.00

4.4.3 Precisidn del RIA.

l.os resultados del célculo de

Precisién del anticuerpo

CRSX87 uti{lizado en el RIA se muestran en los cuadros 168 Yy

17,

El coeficiente de variacién intraensayo fué de 14.7 % y el

coeficlente de variacién interensayo fué de 22.7 %

CUADRO 16.

VARIACION INTRAENSAYO OBTENIDA EN EL RADIOINMUNOANALISIS CON

EL ANTI CUERPO CRSX87.

Valor determinadeo en diferentes ensayos

susro control ng-ml de progesterona media d.e. CV
CCA 3.33
4.20
4.27
4.8 4.14 0.61 14.7%
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CUADRO 17
VARI ACION INTERENSAYO OBTENIDO EN El. RADIOINMUNOANALISIS
CON EL ANTICUERPO CRSX87.

Valor obtenido en diferentes ensayos

Suero control Ensayo ng/ml de progesterona media d.e. CcV
CCA 1 3.43

6.03

4.61

4.45 4.63 1.05 a2.7

& W N

4.4.4 Relacidn entre los valores de progesterona estimados

con un estuche comercial y ol RIA disefiado en el proasante

P e

Lraba io.

Se estimaron los valores de progesterona en 0 muestras de
plasma sanguineo de vacas, utilizando el RIA con el
anticuerpo CR5XB87 y un RIA comercial.

Se procedid a realizar la Regresion Lineal simple entre los
valores de progesterona medidos con los dos métodos. Los
resultados se muestran en la Figura 11. El modelo de
regresion obtenido es significativo (P < Q.08), los
estimadores son:

Y =028 +1.72 X

El coeficiente de correlaciédn es 0.960

El coeficiente de doterminacién es 0.63

Y es la cantidad de progesterona estimada con RIA

X @ la cantidad estimada con el estuche comercial.

4.4.5 Rendiniento del anticuerpo CRSXB87 para el RIA disefado,

El volumen total del anticuerpo colectado del conejo CR fué
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FIGURA 11. Relacidn de los niveles estimados de progesterona

en veinte muestras de plasma sanguineco de vacas conh respecto

a un estuche comercial,
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de 40 ml, por lo que si la dilucién de trabajo del anticuerpo
en el RIA es de 1:15000, el volumen total del anticuerpo
diluido 1:15000 sera de 599 960 ml., que es aproximadamente
600 litros. En el RIA seo utilizan 0.1 ml por tubo, de la
diluciédn de anticuerpos, entonces los 800 litros obtenidos

alcanzaran para 6 000 000 de tubos.

4.8 RESULTADO DEL EIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO CRSX87.

4.5.1 Resultado de 1 titulacidn del anticuerpo frente a

— g—

diferentes diluciones del conjugado progestercona:petroxidasa.

l.os anticuerpos del conejo CR8XB7 , fueron adsorbidos al
fondo de los pozos de las placas de microtitulaction y
probados como EO, los resultados se muestran en el cuadro 18.

CUADRO 18.
TITULACION DEL ANTICUERPO CRSX87 FRENTE A DIFERENTES
DILUCIONES DE CONJUGADO.

dilucién del dilucidn del dansidad optica
anticuerpo conjugado

1 7500 1 /85000 1.03
110000 0.36
1720000 0.81
1 740000 0.39

11000 175000 1.07
171 0000 0.87
1720000 0.58
1 740000 0. 34

172000 178000 1.:13
1710000 0.18%
120000 0.864
1740000 D.46

CONJUGADO E& PROGEZTERONA :3-O CAl.OIXlﬂlTILPtIQX!DASA,
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Se procedid posteriormente a ensayar simultaneamente las

diluciones del anticuerpo y el conjugado para detectar

la

combinaclén que produzca el mayor desplazamiento de la unién

mixima por un eostandar de 0.4 ng/ml de progesterona,

resul tados se muestran en la cuadro 19.

CUADRO 189

DESPLAZAMIENTO DEL EO POR UN ESTANDAR UTILIZANDO EL

ANTI CUERPO CRSXB7.

los

dilucidn del dilucidn del D.o. D. O. SESEO DLrf
anticuerpo con jugado del EO del estandar
171000 175000 1.09 1.05 96 4
1 10000 ¢.83 0.8 BG 14
1720000 0.78 0. 85 73 a7
172000 1 710000 0.8 Q.64 80 20
1 720000 0.58 0. 39 67 33

D.O. DEL EQ KES LA DENSIDAD OPTICA DK LA UNION MAXIMA
D.0. LUEL ESTAHDAR KS LA DENSIDAD OPFTICA DEL TRAZADOR FRENTE
A .

UN ESTANDAR.
% E/EO K8 EL PORCIKNTO DE UNION DEL TRAZADOR CON RESPECTO

FRENTE A UN ESTANDAR.
DIF KES LA DIFERENCIA DEL PORCIENTO DE UNION CON RESPECTO A

A LA UNION MAXIMA (EO),

4.5. 2 Disefio del EIA que utiliza el anticuerpo CRS5XB7.

Se eligid la combinacién de dilucion del anticuerpo con la
del conjugado donde exist{a el mayor desplazamiento del EO
por el E (estandar); por esta razén se utilizéd la conmbinacidn
de anticuerpou CRSX87 de 1:;2C00 y conjugade 1:20000 que son
las adecuadas para realizar la curva estandar del EIA para

progesterona. Los resultados se muestiran en la figura 12.
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FIGURA 12. Curva estandar del EIA que utliliza el anticuerpo

CRSX87 y conjugado progesterona: 3-CCNQO): HRP.
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Los parametros de la curva estaindar usando transformacién
logit-log son: Y =0.18 - 2.16 X

El coeficiente de correlacidn es -0.98

El coeficiente de determinacidn CRa) es 0.0

Y es el logit del porciento de union

X es el logaritmo de la dosis.

4.5.3 Validacidn del EIA.

4.5.3.1 Prueba de Paralelismo.

La prueba de Paralelismo fuéd realizada en el
Enzimoinmuncanilisis de fase sélida. Bajo el procedimiento
descrite en la secciédn de curva de ETA, a partir de 12
cuantificacion de diluciones dobles de un suero sanguinec de

vaca gestante, los resultadoes se muestran en la figura 13.

4.5.3.2 Determinacicén de la Sensibilidad.

So determiné la Sensibilidad del EIA disefado con el
anticuerpo CRSXB7 diluide 1:2000 y conjugado 1:20000, a
partir de tres curvas estandar realizados por duplicado, las
uniones miximas y minimas resultan de aumentar y sustraer una
desviacidn estandar a los valores medios de unidn, los
resultados se observan en la figura 14.

A partir del promedioco de la unidn mixima CBO) =ze
sustrajeron dos desviaciones estandar y se calculd la dosis
sobre la curva, dando una concentracidén de 0.8 ng/@l. asta

representa la sensibilidad del ensayo.
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FIGURA 13. Paralelismo de una muestra de plasma sanguineo
diluido 1:1 (1), 1:2 (2), 1:4 €3), 1:8 (4 y 1:1086 C5) en el

EIA que utiliza el anticuerpo CRIXG7.
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4.5.3.3 Calculo de la Precisién.

La Precision del EIA se calculd a partir de dos muestras

sanguineas, Se estimaron las concentraciones cuatro veces en

un solo ensayc para determinar la varfacidn intraensayo y se

analizaron las estimaciones de cuatro ensayos para determinar

la varlaclién interensayos. Los valores se muestran a

continuaciédn en los cuadros 20 y 21, El coeficlente de

variacidn intraensayo varid entre el 22.95 y el 27.73 X%, y el

coeficiento de variacidédn interensayo varid entre el 18.7 y el

35.6 % a diferentes concentraciones de progesterona.

CUADRO 20

VARIACION INTRAENSAYO DEL EIA QUE UTILIZA EL
ANTICUERPQG CRSX87.
muestra concentracidn medl a d.e. c.v.

Cng/ml) '

T aslds =BT

2.8

2.7

1.6 2. 44 0.56 22, 95%
5148 0. 68

0.9

0.61

0. 46 Q.86 0.18 e?.73%

N s e a
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CUADRO 21

VARIACION INTERENSAYO DEL EIA QUE UTILIZA EL
ANTICUERPO CRSXB7.

Muestra ensayo concentracion medi a d. e. c.v
Cng-mid
=N -

T 2-148

2.686 0.8 18.87%
5148

SRR R I
coo*whb
gL8&5°EH

0.72 Q.26 35. 9%

4.5.3. 4 Relacidn de valores de progesterona estimados con
ol EIA disefMado y un estuche comercial.

Se relaciond mediante el modelo de regresion lineal la
concentracidn de progesterona en veinte muestras de suero
sanguineo, medida por un estuche comercial validado con la
del presente informe. El coeficiente Jde correlacidn fuéd de
0.85 CP < 0.05). La curva se muestra en la figura 18, Los
est.imadores del modelo de regresidn son :

Y =0.14 + 0,97 X.
El ermeficiente de correlacidn es 0.91
El coeficiente de determinacidn CRZ) es 0.95

Y es la concentracidn de progestarona estimada con EIA

¥ os la concentracidn est.imada con un estuche comercial,
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FIGURA 15, Relacién de niveles de progestercona entire el EIA

diseNado con el anticuerpo CRSX87 y un estuche comercial.



73

4.5.4 Rendimiento del anticuerpo CRSX87 utilizado para el

EIA.

Volumen Lotal del anticuerpo 40 ml.

Dilucién de trabajo del anticuerpo en el EIA es de 1:2000
Volumen total del anticuerpo ciluido 1:18000 es de 79 900 ml,

que es aproximadamente 80 litraos.

4.6 RESULTADO DE LA INMUNIZACIGN DE GALLINAS.

4.6.1 Titulacidn del suero de gallinas.

l.a aparicién de anticuerpos en suero sanguineo de las

gallinas fue relativamente rapido, la respuesta inmune se
observa en la figura 16,

Se ulilizaron los huevos de las gallinas 3, 4 y 9 para
extraer los anticuerpos Yy caraclerizarlos. Se mezcld el
extracto de los huevos de estas tres gallinas. Este extracto

se llama ahaora 1lg Y.

4.7 CARACTERI ZACION DEL ANTICUERPO DE LA YEMA DE HUEVQ.

4.7.1 Analisis electroforetico en PAGE.

El anidlisis electroforético en PAGE de la corrida con
extracto Ig ¥ indicd la presencia de los mismos contaminantes
encontrados en la yema completa, pero en menor proporcion, |

observar figura 17. ‘

4.7.2 Medicion de proteinas de)l extracteo.

Despues de extraer los anticuerpos de la yoma de huevo, la

medicién de proteinas del mismo extracto en solucidén a Lravés
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16, Resultado de la inmunizacibn contra progesterona conjugada con alblmina

s@rica bovina realizado en cinco gallinas.



75

gama gama

globulina globulina

FIGURA 17. Fotografia de la electroforesis en gel de
poliacrilamida del extractoc de la yema de hueve CIg Y, la
imagen A corresponde a la corrida electroforética del

anticuerpe Ig Y ¥y B a la yema de huevo completa.
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de la absorcioéon a 280 nm fué de 7.06 mg-ml.

4.8 ESTABLECIMIENTO DEL RIA.

4.8.1 Resultado de la titulacidn del anticuerpo frente a

diferentes cantjidades de progesterona radiactfiva.

Los resultados de la Lnmunorreactividad del anticuerpo Ig Y

resuspendido en PBSG 0.1 M pH 7.3 se muestran en el cuadro

22.

CUADRD 22
RESULTADO DEL DESPLAZAMIENTO DEL. EO POR UN ESTANDAR EMFPLEANDD
DOS NIVELES DE MASA PADIACTIVA Y DIFERENTES DILWIONES DE IgY

Diluciédn del masa cpm EQ cpm E “EAED Dif
anticuerpo radiactiva
2500 1328 1166 29 13
1:400 4500 1680 1 881 ge
1:700 2500 1180 1180 104 —-—
' 4500 2025 1701 84 18
1:1000 2500 1000 800 80 e0
) 4500 2070 1656 80 20
2500 200 774 86 14
1:2000 4500 1575 1244 79 21
2500 ™0 759 —-——- -
1:4000 4500 1305 1265 a7 3

CHM EO RBON LAS CUENTAS POR MINUTO DE LA UNION MAXIMA

CPM K SON LAS CUENTAS POR MINUTO EN PRESKENCIA DEL KSTANDAR
KE-/EO0 ES EL POACIENTO DE UNION DE KESTANDAR CON RESPECTO A LA
UNION MAXIMA.

DPIF ES LA DIFERENCIA DEL PORCIENTO DE UNION DEL ESTANDAR
CON RESPECTO A LA UNION MAXIMA.

De acuerdo con los resultados, se obsurva que conforme
aumenta la dilucién dismnuye el porcentaje de union max<ima

pero también existe mayor desplazamientlo ent:s la unidén
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maxima y el estandar en la combinacion correspondiente a la

dilucidén del anticuerps 12000 y masa de trazader de 4500

cpm,

4.8.2 Desplazamiento de la curva estidndar.

Después de afinar la dilucidén del anticuerpo alrededor de
1:2000, se decidid utilizar la combinacién de dilucion del
anticuerpo 1:2900 y masa de trazador de aproximadamente 41500
cuent.as por minuto Ccpmd.

El despl azamiento de la curva estlandar muestra
comportamiento lineal por transformacien logit-log, tal como

se muestra en la figura 18. Los estimadores de la curva son:

Y = 0.52 - 0.94 X
El coeficiente de correlacidn es -0.85
El coeficiente de delerminacidén cRa) es 0.9

Y es @l logit del porciento de unidén, X es el logaritme de la

dosis.

4.8.3 Cdlculo de la Constante de Afjinidad del anticuerpo

’H

Y.

Para la determinacidn de la constante de afinidad se
elaboréd la grafica de Scatchard en la cual se calculd la
afinidad promedio entre Jlas diferentes poblaciones de

anticuerpos contra progesterona, los resultados se muestran
en la fig 19,

y 1.24 e

» - g [ 21
K v = —z 55 = 0.8 x 10 1l/m0l = 5.9 x 107 1m0l

]
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FIGURA 18. Curva estiéndar del RIA que utiliza el anticuerpo

Ig Y.
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4.0 VALIDACION DEL RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO Ig Y.
4.9.1 Medicicn de la Especificidad.

La especificidad fué determinada calculando los porcentajeas
de reaccisn cruzada de los siguientes campuestos:
20a~hidroxiprogesterona, cortisol, 11-desoxXicorticosterona,
17a-hidroxiprogesterona y 11 desoxicortisol, empleando un RFIA
con progesterona {,2,8,7- H*. Los resultades se muestran en
la figura 20 y cuadro 23.

Estos valores de reaccidn cruzada indican que ninguno de
los metabolitos probados es capiz de unirse con el anticuerpo
cuando se emplean dosis fisiolégicas, es decir en las
muestras normales de suero o pl asma el anticuerpo

antiprogesterona <(Ig Y 3 enlazara principalmente a la

progesterona.
CUADRO 23
PORCENTAJES DE REACCION CRUZADA UTILIZANDO EL ANTICUERPO Ig Y
Compuesto % de Reaccion Cruzada,
Progesterona 100
17 a hidroxiprogesterona 0.83
20 a hidroxiprogesterona 0.65
Cortisol menor que 0,01
11 desoxicortisol 7.0
11 desoxicorticostlerona 6.0

Los resultados de la prueba de paralellsmo utilizando al
anticuerpoe Ig Y con un suero centrol muestran que existe
desplazamiento paralelo entre la curva eostandar y las

diluciones del suero control, los resultados se nuestran en
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utiliza e} aptlcuerpo Ig Y.
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la figura 21.

4.9.2 Sensibilidad.
Se determind la sensibilidad de la curva estandar a partir

de cinco curvas estandar realizado por duplicado, las uniones

maximas y minimas resultan de aumentar y sustraer una

desviacién estandar a los valores medios de unién, la

sensibilidad asignada al RIA disefflada con el anticuerpo Ig Y

con intervalo de confianza del ©O5% es de 0.27 ng-ml de

progesterona equivalente a 27 pg-pozo. ver figura &2.

4.9.3. Precisidn.
Los coeficienites de variabilidad correspondientes al RIA

elaborado con el anticuerpo Ig Y se muesiran en los cuadros
24 y &5,

CUADRO 24
DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE VARIACICH INTRAENSAYO

DEL. RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO ig Y.

Variabilidad Intraensayo

suero control concentracjiones madi a d. e. c.v
CCA 4.06 ng-ml 4,49 0.88 19.6%
4.89 ngsml
3.5 ngs/ml

8.5 ngrsml

e s b e
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FIGURA 21. Prueba de Paralelismo que se realizé con un suero
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en el RIA que utiliza el anticuerpo Ig Y.
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la sensibilidad del ensayo.
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CUADRO 28
DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE VARIACION INTERENSAYO
DEL RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO Ig Y

suero control ensayo concentracion medi a d.e. c.V
CCA 1 3.91 ngsml

=4 3.80 ng-ml

3 5.85 ngrml

4 4.55 ng/ml 4.48 0.989 a22. 2%

4.9.4 Relacidn de niveles de progesterona estimados ¢on el

RIA diseffado y un estuche comercial.

La cuantificacidn de trece nmuestras de plasma sanguineo
mostraron relacionan lineal, mediante minimos cuadrados. Los
resultades y el modelo obtenido se muestran en la figura 23.
Los estimadores del modelo son: Y = -0.59 + 1.18 X
El coeficiente de correlacidn es O, G4
El coeficiente de determinacion CRa) es 0.88

Y es la cantidad de pregesterona estimada con el RIA diseRfado

X as la cantidad estimada con un estuche comercial.

4.9.5 Rendimientoc del anticuerpo Iqg Y para utiljizarse en RIA,

Volumen total del anticuerpo resuspendido en PBS 0.1 M es
de 600 ml.
Dilucién de trabajo del anticuerpo en el RIA es de 1:2500.
El volumen total del anticuerpo diluido 1:2900 es de 1500
000 ml, que corresponde a 1 S00 litros.
La relaciédn de rendimiento para RIA de anticuerpo de yema

de huevoranticuerpo de conejo es de 2.5
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Como @l volumen utilizado para cada tubo en el ensayo es de

0.1 ml, entonces la cantidad de tubos que produciria es de 16

000 000.

4.10 RESULTADO DE LA INMUNORREACTIVIDAD DEL ANTICUERPO Ig Y
ADSORBIDO Al. FONDO DE LOS POZOS DE LAS PLACAS DE EIA.

La densidad ¢éplica  oblenida al utilizar diversas
concentraciones de anticuerpo Ig Y para cubrir las placas de

microtitulacién y diferentes diluciones del conjugado se

muestra sn el cuadro 26.

CUADRO 28

INMUNORREACTIVIDAD DE ANTICUERPO 1Ig Y ADHERIDO AL FONDO
DE LOS POZOS DE LA PLACA DE MICROTITULACION.

dilucldn del dilucidn del densidad
anticuerpo conjugado optica
1 7200 178000 0.12
1 10000 0.1
1 720000 Q.11
1 740000 0.07
11000 1 /5000 0.13
1710000 0.1
1 720000 0.18
1740000 0.0@
1 72000 1 75000 0.18
1710000 Q.18
1720000 Q.0u
1 740000 0.13
174000 1 /8000 0.18
1 710000 V.18
1 720000 0.13

1 740000 Q.13
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Se puede observar que en nlngun caso se logrd una densidad
optica adecuada, indicando que la adhesidn del Ig Y a las
placas de microtitulacidédn no ocurrid en forma adecuada, Al
probar el efecto de aladir un estandard conteniendo 1.0 ng de
progestercna por mililitro no s encontrd gque éste provocara
un desplazamiento, los resultados se nmuestran en el cuadro
27.

CUADRO 27
DESPLAZAMIENTO DEL EO POR UN ESTANDARD UTILIZAKDO
EL ANTICUERPO 1Ig Y

dilucidn del diluctén del  D.O. D.O. %E/EQ

Ant.icuerpo Con jugado de EO dol estandar

172000 110000 0. 008 0. 008 0.0
1720000 Q. 003 0. 003 0.0

174000 1710000 Q.0 0.0 Q.0

D.O. DENSIDAD OPTICA

Por esta razén se decidid que el anticuerpo Ig Y no es

adecuado para ser utilizado en Enzimoinmunoensayo.



5. DISCUSION
8.1 RESPUESTA INMUNE DE LOS ANIMALES,
5.1.1 De log cabritos y congios.

Tanto uno de los conejos (CB) como los dos cabritos
presentaron tolerancia a la itnmunizacién con el conjugado
progestercona: BSA. E:ntrfn las causas de tolerancia wes posible
descartar en esle caso la exposicidédn prenatal o neonatal, vya
que el conjugade Progesterona: BSA no ocurre naturalmente en
les animales. Es poco probable que la alimentacién
i nadecuada, bhaya influido en la baja respuesta ya que los
animalas estaban recibiendo alimentos bal anceados
especificamente para cada especie. Asimizsmo, la posibilidad
de que la administracién de sustancias i{nmunosupresoras haya
afectado es nula porque no recibleron tratamiento alguno
durante el proceso de inmunizacidn, La dosls administrada a
los cabritos fué la normalmente indicada (Bosu ef al, 19786),
por lo que también se descarta el efecto de excesiva dosis.

Por otro lado, la tolerancia {nmunoldédgica podria deberse ya

S92 a que la via de administracidén o que el calendario de

inmunizacidn no fueron los Optimos para provocar la respuesta
inmune en estos animales, a pesar de que si fueron capaces de
inducirla en el conejo CR ¥y en todas las gallinas, donde
varid tanto la via como la dosis del {nmundgeno.

El hecho de que la tolerarcia se haya presentado en unos
animales pero no en otros, asi como la {ntensidad de la
respuesta, puede indicar que en algunes (ndividuos se produjo

interacciédn de Linfocltos T supresores sobre los linfociteos B

89
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preductores de anticuerpos, situacion que s presenta en
varios casos de inmunizacidn natural o artificial CTizard,
1680). Este s de hecho un proceso natural de autorregulacidn
de la respuesta inmune , principalmente cuande se tratan de
conservar niveles fisioldgicos de anﬁlcu.rpos al final de la
eztimulaciédn inmunogénica, o cuando se deben identificar como
proplos los antigencs de las células componentes del
organismo CAlberts ot al., 1683).

Es pertinente mencionar quo sn el caso de los cabrites , la
presancia de granulomac en el cuello durante el proceso de
inmunizacidn permite suponer que hubo formaclidén de
lﬁmunoglobulinas contra ‘.1 conjugade CMorilla y Bautista,
1986; Ryan y Ma jno, 1977, -Da ser asi, dichas
i nmunoglebul inas no fueron producidas por clonas celulares de
elevada afinidad, ya que se ha informado que wl titulo de los
antisueros esti directamente reiacionade con la Afinidad de
los anticuerpos producid;s CNawgele and Drahovsky, 18800,

Se ha informado que la utilizacidédn de borregos para La
produccitdn  de  anticuerpos contra progesterona ha sido
satisfactorios C(french y Spennetta, 1981; Rosenberg et al.
1987). Bosu et al, 1976 indicd en su informe que la respuesta
inmune registrada ocurrid alrededor de los sels meses de
inmunizacion y los titulos alcanzados no fueron noLoriama&Le
elovades, ya que s2 informa en el mismo trabajo que se
utilizéd la dilucidén de 1:1800 para esLablaca; el RIA de
progesterona, lo que indica que realmente la fuente obtenida

e ase trabajo no fue de slevado rendimiento, principalmente
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porque los animales fueron sacrificados por presentar

abscesos generalizados y severos signos de enfermedad. En ol

presente trabajo no se realizd un seguimiento a largo plazo

de los cabritos, por lo que no se puede descartar que podrian
utilizablas de

eventual mente haber producide titules

antLicuerpos.
Las dosis administradas a los conejos fueron las usuales

€100 microgramos por animald), lo cual no puede pravocar

tolerancia por dosis excedente de inmundgeno, ya que se han

recomendado doxis desde 18 microgramos por kilogramo de peso

hasta 1 mg por animal CAbraham y Garza, 1977; Parker, 1U76G;

Munro and Stabenfeldt, 1884), las cuales son adecuadas para

inducir respuesta inmune, Yya sea administradas por via
subcutdnea, intramuscular o intraganglionar

intradérmica,
Lauzon et al, 1980,

and Drahovsky, 1980,
1972). Ademas,

CNaegele
Thorneycrofi and Stone. en el presente informe

se utilizaron adyuvantes con los conjugadots para aumentar la

respuestla inmune, por lo cual se prolonga la exposiciédn del

los linfocitos produclores de anticuerpos

inmundgeno a

(Vanselow, 1087,
En el presente trabajo se eligid a los adyuvantes de Freund

porque se ha informado que son los que provocan Litulos mas

elevados durante la inmunizacién (Cox et al., 1984; Bomford,

1980; Thomson et al, 19662

Es también importante mencionar que cuando se pretende

producir suero hiperinmune para medicién hormonal ze requiere

que este presonte elevada afinidad hacia &l antigeno; para

e
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conseguir eslo se deben utilizar dosis bajas del inmundgeno
para que solo las clonas de linfocilos con receptores de
enlace estable con los epitopos desencadenen la proliferacidn
de linfocitos de memoria y los productores de anticuerpo, de
tal manera gque se alcancen elesvados titulos con bajas
cantidades del inmunédgeno CParker, 1G78). Este tLipo de
inmunizacién lleva consigo el riesgo de producir tolorancia
inmunoldégica. Sin embargo , aéuollos animales cuyo sistema
{ nmune logre estimular la interaccion de linfocitos T
colaboradores con linfocitos B que posean receptores de alta
afinidad hacia el determinante antigénico desarrollarin suero
hiperinmune Gtil CAbraham y Garza, 1877; Parker, 1Q978). Es
por esta razén que en el presente Lrabajo se eligiercon dosis
bajas dentro del rango usual durante el proceso de
inmunizacién en los conejos, cabritos y gallinas.

.La respuesta inmune que mostré el conejo CR a la
inmunizacidn contra prééost.rona conjugada fué (gual a la
registrada por otlros autores C(Naegele and Drahovsky, 1980;
Dawson gt al., 1678), el antisveroc obtenido presentd las
caracteristicas apropiadas pafa ser utilizado para el RIA y

EIA de progesterona.

5.1.2 De lag gallinss.
El comportamiento inmunolégico de las gallinas fué mis

uniforme que el de las otras especies probadas, ya que
mostraron niveles de anticuerpos relativamente elevados desde

la respuesta primaria comparada con los conejos y cabritos,
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En especial las gallinas 1, 3 y 4 conservaron titulos
el evados semanas despuéds del Gltimo refuerzo, lo cual indica
que los linfocitos sensibilizadeos hacla el antigeno
continuaron tardfamente produciende anticuerpos hacia los
haptenos. Esto ha sido mencionade por otros autores para el
caso de los inmundgenos peptidicos y proteicos CPolson ot al.,
1980a; Polson et al., 1G80b; Spearow and Trost, 1087,
Jenzeniuz et al, 1G81).

Es probable que la relativa lejanir filogenética que
presentan las aves de loxs mamiferos facilite la rapida y
efectiva produccion de anticuerpos contra moléculas proteicas
pertenecientes ‘a los camponentes bioquimicos de éstos QlLimos
(Benaedict and Yamaga, 1976) y por lo tanto a los haptencs
conjugados a éstos.

Se ha registrado que existen divergencias estructurales y
funcionales entre los sistemas i{nmunocompetentes de los
mamiferos y los de las aves (leslie and Clem, 1969), en
especial con respecto a la produccidn de isotipos de
anticuerpos. lLos anticuerpos que corresponderian a las Ig G
de los mamiferos son distintas en las aves en lo que se
refiere al peso molecular y los fragmentos roesultantes por el
tratamiento con pepsina CKubo et al, 1973). En las aves aestas
inmunoglobulinas tienen la capacidad do formar complejos
anticuerpo:antigeno i{nsolubles con soluciones altamente
salinas, gituvacién que no sucede con los complejos
constituidos por gama globulinas de mamiferos, las cuales

normalmente precipitan con soluciones salinas fislolédglcas
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CKubo et al, 1973). Esto {(ndica que wl comportamiento
inmunoquimico de estas gama globulinas es distinto.

Por tal razén a la fraceiédn de anticuerpocs de gallina
some jantes a lax Ig G de mamiferos se las ha denominado Ig Y
CLeslie and Clem, 10880, Este Lipo de iscanticuerpos estai
presente on las gallinag, codornices ¥y ol faisin CKubo et al,
1973), y es la principal poblacidn de anticuerpos que' se
producen durante l!a respuesta inmune secundaria, nc siendo
as; on la primaria, en la que se producen principalmente
nacroglobulinas del ULipo Ig M, tal como sucede en los
mami feros C(Mirquez, 1088). Ademis se ha informado gque la
produccidn de anticuorpo; en las gallinas puede ser provoecada
por la 4inoculacidn de dosis relativamente elevadas del
{ nmunégeno (Benedict and Yamaga, 1976) ya que la induccidn de
tolerancia ifnmunolédgica es tardia y se necesitan dosis que
sobrepasan Bg por kilogramo de peso corporal (Mueller and
Wolfe, 1061).

Ez bastante conocido que e)l transporte de gama globulinas
a Lravés de la placenta en los mamiferos se realixza por medio
de transporte activo y pinocitosis (Boyd and Hamilton, 18703
procesc mediante el cual el neon;\to recibe la dolacidén de
anticuerpos que le permiten resistir durante los primaros
dias de vida el efecLo nocivo de gérmenes presentes en el
ambiente extrauterino (Jensenius et al, 1981). Se ha
postulado que exiite el mismo mecanismo de transferencia de
gama globulinas de las células epileliales ovaricas hacia la

yema del huevo on las gallinas C(Patterson et al., 1062; Sooter
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et al, 1054) proceso que Liene la misma funcién que en los
mam{ feros (Malkinson, 10O685). De esta manera se concentran
gran cantidad de Ig Y en la yema del huevo, puesto que este
tipo de gama globulinas son las que atraviesan las membranas
epiteliales ovaricas (Malkinson, 19685,

Se ha informado que la cantidad de Ig Y en la yema es igual
© superior a la encontrada en el suero materno C(Malkinson,
1985; Johnstone and Theorpe, 1987). Los titulos elevados de
gama globulinas normalmente aparecen en la yema del huevo una
semana después de haber inmunizado a la gallina CPatterson et
al, 1982) indicando que la transferencia de estas proteinas
es bastante rapida, lo que solo puede ser explicado por la
presencia de Lransporte activo y endocitotis a Lravés del

epitelio oviarico como anteriormente se mencionod.

5.2 PURIFICACION DE LGOS ANTICUERPO.
5.2.1 Purificacidn de gama globulinag del suero de ccocnejo.

La extraccion de las gama globulinas del antisuverc del
coneJo CR fué eficlente porque solo se observd una banda de
proteinas en el gel, ubicada en la regién de menor movilidad
electroforé¢tica, correspondiente a las gama g@labulinas
(Tizard, 198Q).

PDe esta manera se obtuvo del conejo anticuerpos utiles
contra progesterona con sdlo el tratamiento de eXtraccidn,
sin ninguna purificacién adicional. E!' procedimiento
empl eado, utilizando precipitaciédn con sulfato de amonio, es

sconédmico comparado con ol Poliotilénglicol ANQC, a! Riwvanol
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o las cromatografias de afinidad utilizando la Proteina A
CGarvey et al, 1977; Leslie, 1980; Dobson, 10G83). Este
tratamiento se requirid para implementar el EIA de
progesterona, ya que antes de inmovilizar el anticuerpa al
fondo de los pozox es necesario eliminar otras proteinas
presentes en el sueroc sanguineo que ocupan espacioc en la
superficie del pozo y disminuyen la cantidad de anticuerpos
antiprogesterona fijados a la misma superficie C(Munro and
Stabenfeldt, 16884). Esta purificacion en cambio no es
necesaria al utilizar fase liquida comc sucedid al disefiar el
RIA, vya que la cinética de la formaciédn de la fracciédn unida

es diferente CJames, 18G80; Malvano y Rolleri, 1880).

5.2.2 Purificacidn de gama globulinas de la yema de hyevo.

En el casoc de las I¢g Y, los geles de alectroforésis de
acrilamida dorde se procesaron las protoinas extraidas de la
yema del huevo mostraronn varias bandas de proteinas con menor
intensidad de coloracién, que coinciden con la composicion de
la yema completa. Esto indica que la extracciédn de
inmunoglobulinas de la yema fué defectuosa, ya que estLuvo
contami nada con otros qqmponentcs'que pueden ocupar espacio
en la superficie de una fase sélida, situacidn que se reflejo
al implementar el EIA en fase sdélida para medir progesterona
con el anticuerpo Ig Y, ya que no fué posible utlilizar el
anticuerpo Ig Y para medir progesterons en EIA a pesar de que
el anticuerpo tuvo suficiente sfinidad para ser utilizado en

RIA de fase liquida, Esto tamhbién explica parcialmente el
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elevado rendimiento en proteina del exiracto de la yema,
comparado al anticuerpo CRSXB7 del conejo.

El gel de la electroforesis de la Ig Y muestra varias
bandas proteicas no identificadas, con diferentes motilidades
que probablemente corresponden a fosfovitinas, lipovitelinas
y livetinas C(Powria, 1877). Martin et al, 1997 demostraron la
presencia de o, i ¥y y livetinas en la yema del huevo,
ubicadas en tres bandas al revelar el electroforetograma en
papel. Sin embargo, cuando se realizé la electroforesis en
gel se encontraron 18 bandas correspondientes a las a, 3
livetinax, y solo ura banda -la de menor motilidad- que
correspondia a la ¥ livelina., Adends de las dos bandas que
corresponden a la fosvitina; el mismo aulor cita la presencia
de nueve picos elufidos cuando se realiza la cromatografia por
intercambio indnico con DEAE-celulosa en columna de la misma
porcidédn de livelinas.

Williamg, en 1062 demostré que las a livetinas son
similares a la albimina sérica, la 3 livetina es similar a la
o2 glicoproteina y la »y livetina a la y globulina. Es
posible que el extracto crudo de Ig Y cblenido en el presents
informe necesite ser purificado a través de cromatografia de
intercambio {idénico con DEAE-celulosa o DEAE-Sephadex G-50 que
es un procedimiento indicado para la purificacidédn de gama
globulinas de ave o mamiferos (Goel gt a), 1880; Chhabra and
Goel, 19803, De estla manera probablemente pueda sor utilizado
el anticuerpo de la yema del huevo para medir progesterona

medi ante E1A en fase sblida. No se recomienda, eon cambio la
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purificaciédn con proteina A porque se ha informado que las Ig
¥ no son precipitados por esla protleina C(Jensenius et al,

1g@81 ; Kurstak, 1G8%). "

3.3 DETERNMINACION DE LLA AFINIDAD DEL ANTICUERPO CRSX87.
La estimacidn de la Constante de Afinidad o Avidéz demostiréd

que los anticuerpos del extracto de inmunglobulinas CRSX87

tienen la suficiente energia de anlace para conservar los

complejos formados durante la reacciodn inmunolédgica C(Feldman
and Rcdbard, 1971i; Parker, 1U78); estos resultados son
coincidentes con la hipétesis de que la afinidad esta
relacionada con el titulo del anticuerpo (Naegele and
Drahovsky, 16800, es decir que a mayor titulo del antisuero
mayor o el valor de afinidad de los anticuerpos, porque solo
aquellas inmunoglobulinas de mayor energia de enlace seran
capaces de formar complejos cuando es alta 1a dilucién de la
pobl acion de anticuorposuprosontos en @l sistema.

El ctlculo de la afinidad se realizd dGnicamente para el RIA
disefiade con el anticuerpo CRSX87 para uniformar los efectos
que pueden producir el tipo de trazador, el proceso de
separacién de fases, el efecto dei solvente de extracciédn o
la presencia de algunas moléculas lipofilicas, las cuales
pueders hacer variar notoriamente la constante de afinidad
C(Malvano and PRolleri, 19800,

El valor de afinidad del anticuerpo CRSX87 es el adecuado
para sar utilizado en los inmunoensayos para progesterona,

Por ejemplo =i se midiera la proporcién de anticuerpo unido
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que podria haber cuando se aRadieran alfcuolas iguales del
anticuerpo con afinidad de 1.06 xiOG N y una concentracidn
muy baja de antigeno, alrededor de 1 x 10'9 M (1 ng-md),
entonces se tendria aproximadamente el ©4 % de anticuerpo
unido., situacidédn que seria contraria si el anticuerpo Luviera

una constante de afinidad de 1 % 107H. donde solo el 1 % dal

anticuerpo estaria unido CNisonoff, 1G84).

3.4 DISERO DEL RIA CON ANTICUERPO DEL CONEJO.

Los resultados de los ensayos para determinar la dilucidn
de]l antisveroc en combinacidn con la masa radiactiva
necesarios para obtener el mayor desplazamiento del trazador
por el antigeno frio indicaron que es conveniente utilizar la
diluciédn del anticuerpoc 1:15000 y masa radiactiva de 3500
cpm, con ésta combinacion se obtiene @l 35 % de union mixima,
y notorio desplazamiento del porciento de unién d=l trazador
por la hormona fria, estas son las condiciones en las que los
anLicuerpos de maycr afinidad son capaces de enlazar hormona
fria en bajas cantidades (Zarco, 1887) por lo tanto al
anticuerpo CRSX87 purificado contiene poblaciones de
anticuerpos de elevada afinidad y especificidad haclia la
progesterona que lo vuelven util para realizar un adecuade
RIA.

l.a curva estandard de progesterona con el anticuerpo del
conejo mostré que se ajusta estadisticamente a un modelo do
regresion lineal, lo que permite la cuantificacion de hormona

en extractos lipidicos de muestras plasmiticas. Los valores
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de pendiente y de interceplo son los sugeridos por 1la
literatura para poder utilizar la curva con fines de medicidn

hormonal CFeldman and Rodbard, 1671),

S. %8 VALIDACION DEL RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO CRSX87,
8.5.1 Expecificidad.

El anticuerpo obtenido del conejo fué muy especifico phra
la progesteraona comparado con otros esteroides
risiolbgicamnt.. importantes como los glucocorticoides y
metabolitos de éstos. Los porcentajes de reaccién cruzada que
exhibid este anticuerpo estén dentro de los valores
registrados en la literatura como necesarios para enpl earse
en el andlisis (Wiel and Koops, 10986; Abraham and Garza,
1977, Arnstadl and Cleere, 1981; Saver et al, 1682; Nakao,
19080; Wang et al., 1084; Arnstadt, 1083; Breuel ei al, 1088;
Munro and StabenfeldlL, 1984; Sauer g\ al, 1986; Mac Donnell
et al, 1988; Marcus anc; HackettlL, 1988; Franchimont et al,
1888; Chang and Estergreen, 1883), En todo caso si hubiera
una hiperfuncién adrenal, la cantidad de cortisocl adrenal que
deberfia alcanzarse para provocar una schreestimacién de laos
niveles de progesterona tendria q.uo ser 100 veces mybr al
valor de los niveles fisioldgicos normales dGrant and
Reastall, 1883, Este antisuero también registré un
despl azamiento paralelo de muesiras de suero diluidas con
cantidades conocidas de progesterona, lo que confirma la alta

especiticidad hacia la progestercna.
l.La especificidad no es dependiente del Lipo de
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inmuncanalisis, puestc que lox anticuerpos estdn dirigidos
contra un grupo restringido de epitopos, entonces cuando se
registran los valores de reaccidn cruzada detorminados por
RIA , EIA o algun otro inmunoanalisis realizado con el mismo
anticuerpo, éstos muestran pequefia diferencia (Sauer st ).
1982, Arnstadt and Cleare, 1981; Nakao, 1680; Sauer ei al,

1986; Wang et 3l1. 1884D.

5.8.2 Sengibllidad,

La sensibilidad obtenida on el Rl1A para progestercna con el
anticuerpo CRSX87 on el presente trabajo es util para medir
progesterona plasmética en niveles fisidlogicos normales y se
encuentra bastante cercano a la mayoria de los inmunoensayos
registrados en la literatura CRunnebaum, 1980; King et al,
1985; Hillbrand and Elsaesser, 1683), aunque existen algunos
cuya sensibilidad es mucho mayor. desde 1.2 picogramos por
mililitro (Meisterling and Dailey, 1987), 30 picogramos por
mililitro CArnstadt and Cleere, 18681), 80 picogramos por
mililitro CNakao, 1680), hasta valores relativamente elevados
como 400 picogramos por mililitro CBreuel ei al, 1888),

Como anteriormente se indicéd, la afinidad determina la
s&nsibilidad dol ensayo, pero lo mismo influye la precision
del ensayo, sin embargo es posible qua la dilucién del
anticuerpo CRSX87 utilizada todavia sea baja como para poder
medir cantidades pequefias del analilo, puesto que a mayor
dilucién los anticuerpos con més afinidad son los que enlazan

antigeno (Griswold and Nelson, 1984), esto se relaciona
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directamente con el valor de unidn nmdxima C(BOD) que esta

cercana al 50%.

5.5.3 Precisidn.

En cuanlo a la Precision de los RIA con los anticuerpos del
conejo, en la literatura se han registrado coeficientes de
variacliéon intraensayo de alrododor de 3.8 al 10.1%, siendo
menor para los sueros control con valores arriba de 5.0 ng/ml
de progesterona y los mis altos para valores iguales o
cercanos a 1.0 ngsml (Staigmiller et al, 1970; Capparelli et
al, 1987; Tho ef{ al., 1983; Franchimont et al, 108€6;
Thorneycroft and Stone, 1972; Meisterling and Dailey, 1837).
En cuanto a la variabilidad entre analisis la literatura
Ltambién registra un amplio rango que va desde 4.2 hasta 23.0,
dependiendo de la cantidad de progesterona presente en las
muestras control (Grage et al, 1088; Reimers el al, 1983;
Abraham, 1UG74; Hale g_t_._.g}_. 1980,1981; Mac Donnell et al,
1888; Breuel et al, 1088). Los coeficientes de variaciéon
intraensayo (C14.7) e interensayo (22.7) obtenidos en el
radioinmunoandlisis desarrollado con el anticuerpo CRSX87 son
relati vamente altos. Sin embargo ;xist.on informes donde los
inmunocensayos ‘utilizados para medir progesterona presentan
variabilidades intraensayos del 33% y coeficientes de
variabilidad interanalisis de alrededor de 32% aun cuando se

utilizan sueros control con 5.99 y 6,53 ngrml de progesterona

CPilo el al, 1986,
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S.5.4 Relacidn de las goncentraciones de progestercona en
pusstras plasmiticas medidag con el RIA digeMado y con un
eptuche gomercial.

Se sncontlrd una ) @vada carrelacion entre las

concantraciones estimadas con el RIA disefiado en el presente

Lrabajo y el de un estuche comercial, por lo tanto se puede

que no existle variacién notable en los valores

No se utilizd la Regresiédn

indicar
obtenidos por ambos métodos.
Lineal ni el Analisis de Varianza para probar la hipolLesis de

recty de identidad, para interceptao con 0O y pendiente de

1.00, porque existe en la literatura la indicacion de que

ensayos bastante exaclos y precisos no muestran regresién de

identidad con olros métodos analiticos sumamente sensibles,

exactos y precisos como es la Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién CHPLEY o con otros Inmunoensayos i{gualmente

precisos y exactos CSauer e} al, 1988; Wiel and Koops, 1980).

5.0 VALIDACION DEL EIA CON EL ANTICUERPO CR3X87.

5.86.1 Disefip del EIlA.
El anticuerpo del conejo no se puede diluir mucho para

utilizarse para establecer el EIA en fase sdlida. Esto indica

el efecto competitivo de otras inmunaglobulinas y proteinas

para unirse no covalentemente a la superficie interna de loc

produciendo una interferencia estérica CParker, 1976;

POZO% .,
LGvborg ’

cantidad de moléculas de anticuerpo

1084) y por lo tanto la necesidad de aumentar

realizar la adsorcién en el fondo del pozo.

la

en el volumen para

Exstc trao por
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consecuenci a que e utilice mayor cantidad de
inmunoglobulinas para saturar los sitios de unién en la
superficie del plastico del fondo de los pozos. Sin embargo
esto también ocasiona que disminuya la sensibilidad del EIA,
por lo tanto seria necesario relirar los anticuerpos
anti-albimina sérica bovina Canti-BSA) que compiten con los
anti-progestercna por los sitios de adhesién (Munro and

Stabenfeldt, 10840,

$.6.2 Sensibilidad.

lLa sensibilidad detlerminada en el presente informe es
equi valente a 27 pg7/pozo, bastante cercana a los valores
mecdios registrados por la literatura, que se distribuyen
desde 0.25 hasta 30 pg/pozo (Nakao, 18980; Arnstadt and
Clesre, 1981 ; Saver et 3], 1082; Wiel and Koops, 1882; Munro
and Stabenfeldt, 1984; Cleere et al, 10685; Sauer et al, 19885;
Wiel and Koops, 10@; \U‘i;l et al, 1082; Arnstadt, 1U83; Ellis

ot a)l, 1986; Nakao et al, 1983; Marcus and Hackett, 1086),.

. 89.6.3 Precisidn.

La variabilidad mostrada por e.l EIA establecida con los
anticuerpos del conejo, indican que los coeficientes de
variacién intra e interensayo, estuvieron por arriba de lo
Sptimo recomendado. Tal situacién no se debe al porcentaje de
unioén no especifica, ya que ésta se ha conservadeo en valores
bajos, sino que tal vez se deba a la deficiente capacidad que

tienen los anticuerpos dializados para adherirse al plastico.
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Esto puede ser en parte debido a que las uniones que so
realizan entre las inmuncglobulinas y el material de
polipropllen © polivinil son de Lipo hidrofilico, fuerzas de
Van der Walls o puentes de Hidrédgeno (LOvborg, 1884; Parker,
1976), las cuales pueden involucrar sitios inmuncactivos como
las fracciones Fab de la Ig G, por lo tanto disminuyen su
capacidad de enlazar al antigeno wespecifico (Chard, 1078).
Ademés, se ha encontrado que existe variabilidad en la
capacidad deo unidén de anticuerpos sntre diferentes pozos de
la misma placa, y con mayor razén entre diferentes placas
ClLovborg, 1084). Otra posibilidad pudiera ser la deficiente
adsorecién de los anticuerpos al fondo del pozo, debido a la
competencia ejfarcida por otras proteinas que tambien son
capaces de enlazarse a la superficle plistica, on estn casro
la presencia de anticuerpos anti-BSA CParker, 1Q76). A pesar
de esto, la variabilidad no es tan alta como la reportada en
la literatura para otros ETA que e utilizan
satisfactoriamente C(Pilo et al, 1986, tampoco ejarce un
efecto notoriamente detrimental sobre la sensibilidad del
EIA, ya que aunque #ésta es. altamente dependiente de la
Precision CAbraham, 19740, la alta afinidad del anticuerpo
hacia la progestercna permite conservar dentro de ciertos
limites !a variabilidad del anAlisix CAbraham, 19740 por
permitir conservar establemente los conplejos formados
CMalvano y Rolleri, 1880).

Se puede (ndicar entonces que el EJIA diseflado wn este

trabajo es Gtil para determinar en forma semicuantitativa la
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presencia de progestercna en una muestra, pero no es Util

para obtener valores exactos.

5.6.4 Relacidn de las concentraciones de progesterona en
muesiras plasmiticas medidas con 9] EIA diseNado ¥ con un
estuche comercial.

Las concentraciones de progesterona determinadas por un
estuche comercial de RIA y el EIA presentado en este informe
estuvieron bastanle correlacicnadas, siendo esta correlacidn
significativa, la recta de' regresidn tambien es
significativa. Lox estimadores de la regresisn son
coincidentes con la mayoria de los registrados, cuyos valores
de intercepto varian desde -2.88 hasta 2.4 (Wiel and Koops.,
19806; Wang ef al, 1984; Nakao et al, 19830 y pendiente desde
0.85 hasta 1.3 (Wiel and Koops, 1086; Wimpy etL al, 198606;
Sauver et al, 1988; Munro and Stabenfeldt, 1984).

Esta variedad de niveles que se circunscriben a cierto
intervalo indican que existe alguna tendencia a conservar
alrededor de O el intercepto al origen y de 1.00 el valor de
la pendiente, dentro del cual existen una variedad infinita
de rectas de regroesién, de tal maﬁ-ra que cuando se pretende
correlacionar las concentraciones del analito en las mismas
muestiras entre diferentes métodos analiticos se puede esperar
que los estimadores del modelo de regresidn sean cercancs a

los valcres arriba tndicados.
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6.7 DISERO DEL RIA CON EL ANTICUERPO Ig Y.

Todos los tratanientos nuestran que la unidn no especifica
son uniformes, siendo de 5.0 para aquellos que tLienen como
masa radiactiva 2800 cpm y alrededor de 3.4 a los que se les
afadisd 4%00 cpm, esto tal vez sea resultado del error de
conteo mas que a la cantidad real de trazador adherido a las
paredes del tubo o por efecto del solvente o alguno otro.
Esto se hasa en ol hecho de que a menor cantidad de cuentas
aumenta el error de contec el cual sigue una distribucidn de
Poisson (Chard, 1678; Kobayashi and Maudsley, 1874), por lo
tanto a 2500 cpm el error se estima alrededor de 2 % y el
cdlculo de la unién no especifica es relativamente nmis alto
comparado con una mayor cantidad de cuentas tolales afladidas,
aunque permaneciera igual la radiacidn presente en la
fraccidédn unida correspondiente al tubo de Uniédn no
especifica; para el caso de la comblhnacidn con 4500 cpm, el
error por conteoc serfa de 1.4 % y por lo tanto el porcentaje
de unitn en la fraceidn unida del tLubo correspondiente a la
unidn no especifica seria menor. Por la razén anterior se
escogid a la combinaclidédn de dilucidn de anticuerpe de 1:2500
con masa radiactiva de 4500 cpm, ademis es importante hacer
notar que bajo estas conhdicliones el valor de unidon maxima es
de 35% y existe el mayor desplazamiento del trazador por el
estindard.

La curva estandard mostrd que es bajo el porcentaje de
unién inespecifics y que la dosis estimada al 80 de unidn es

alrededor de 4.0 ng de progestercna en un mililitro de
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plasma. La recta de regresién ajustada para la curva muestra

una alta correlacién que es significativa,

8.8 DETERMINACIGH DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD DEL ANTICUERPO
Ig Y.

Los anticuerpos del exiracio de la yema de huevo muesiran
una constante de afinidad hacia la progesterona
suficientemente estable, el valor es el indicado para la
mayoria de los anticuerpos anti-esteroide C(Nisonoff, 1Q84;
Chard, 1978; Parker, 1976; Naegele and Drahovsky, 1880). Sin
embargo muestran menor capacidad de enlazar a elevadas
ailuciones canlidades pequefias de analito cuando se compara
con el anticuerpo del conejo CRSX87, esto se demuestra no
nada mias en el titulo empleado para medir progesterona por
RIA, sino tambien en el valor de la constante de afinidad que
muestra el anticuerpo Ig Y, el cual es casi la mitad
comparado al del conejo. Esto viene a ser prqduct.o de la
mayor heterogeneidad de poblaciones de anticuerpos presentes
en e] extracto y a la presencia de contaminantes que de
alguna manera afectan la capacidad que tienen los anticuerpos
para conservar estable la !.‘or macién de complejos,
principalmente cuando el Lipo de sustancias involucradas
contienen grupes hidrofébicos que interactuan con los sitios
de unién del anticuerpo y los determinantes antigénicos en la
que fuerzas hidrofébicas dirigen gran parte del formacidén del
complejo CNisonoff, 1984; Parker, 19782, estc tambien se

apoys en ei hallazgo de varias bandas de proteinas que



109

muestilra el anslisis electroforético y la mayor cantidad de
proteinas presentes en el extracto Ig Y a tLraves de la

absorbancia a 280 nm.

5.8 VALIDACION DEL RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO DE LA YENA
DE HUEVO Ig Y.
5.9.1 Especificidad.

El anticuerpo presenta bajo nivel de reacciéon cruzada con
varios metLabolitosz esterocides, i ncluyendo a los
corticosteriodos, los cuales son los mias abundantes del
plasma o suero sanguineoc (Parker, 1978}, 1incluso presentan
menor reaccliodn cruzada que anlisueros obtenidos de conhejos
por Marcus and Hackett C(1986), Sauver et al (19823, Wiel and
Koops €1086), Thorneycroft and Stone <1872, Sauver et al,
(1QG68), Wang et a]l C1U84D.

lLa prueba de paralelismo realizada con un suero caontrol
muestra tambien un desplazamiento paralelo a la curva
estandard, confirmando de esta manera gque el extracto de

anticuerpos es especifico hacia la progestierona.

S5.9.2 Sensibilidadg.

La mayoria de la literatura registra valores de
sensibilidad que varian de 0,0012 ngrml (Melsterling and
Dailey, 1887) hasta 0.6 ng/ml (Boland et al, 1989,
generalmente los estuches comerciales presentan valares do
sensibilidad hasta de 0.1 ng/ml (Grage, ¢t al. 1080)., Esto

indica que el RIA diseffado con el anticuerpo Ig Y se
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sncuentra dentro del rango esperado de sensibilidad y el cual
permite detectar valores fiziolégicos pequeflios.

A pesar de haber contamtnacién en el extracto de la yema de
huevo y de haber utilizado un procesos de Separacidén de fases
por medio de adsorcidn inespecifica que es altamente
dependiente de tiempo y de la concentracidn de carbdédn
activado, y que por esta razén puede alterar
significativamente la precisién de los resultados CRunnebaum,

1080), el RIA se puede considerar suficientemente sensible,

5.9.3 Precisidn,

Como anteriormente se ha mencionado, el valor mis frecuente
para el coeficiente de variaciédn interensayc es de alrededor
de 12% para canticdades medias y altas de progesterona y el
coeficiente de variacién intraensayo de Q9 % para las mismas
dosis C(Tho et al, 1988; Hillbrand and Elszsaesser, 10G683;
Magnexzs and Ford, 1983; Mac Donnell et al, 1088). Sin embargo
Gltimamente se estan diseffando RIA sin extraccidn, llamados
ensayos directos, que aumentan la precisién ya que evitan el
efecto del blanco por el uso de solventes organicos como el
Gtor.dc petrélec o etilico y tambien la inestabilidad del
complejo formado en la reaccidn cuando se ulilizan particulas
que adhieren inespecificamenie al antligenc y trazador de la
fraccién libre CRunnebaum, 1980; Chard, 1978), tales como el
carbén activado recubierto con dextran C(Chard, 1078; Moss gi
al, 1078,
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En el presente trabajo se comprobd® que el carbén activado
sin ser recubierto con dextréan puede ser enmpleado
satisfactoriamente cuando se utiliza el mismoc lote y bajo las
mismas condiciones de aciddz, molaridad, temperatura vy
Liempos de lncubacidn y exposicién al carbdn activado. Sl.n:
embargo el amortiguador necesita proteinas para contribuir a
disminuir la unidn inespecifica tal como lo menciona Abraham
C1974), en este caso como Jlog anticuerpos utilizados
contenian poblacicones de inmunoglcocbulinas contra BSA,
entonces no se puede utilizar a albdmina sérica bovina en la
solucidén amortiguadora, por. Lo cual es necesario utilizar
otra proteina inmunolégicamente inerte en este caso la

Gelatina, la cual dié resultados satisfactorios.

3.9.4mgmwnw95
MWMmummﬂmzmm
estuche comercial.

Existe una relacién estadisticamente significativa entre
los valores determinados por un RIA comercial con el del
presente trabajo, ol cowficiente de correlaciédn tambien es
significativo, indicando de esta manera .que los valores son
relativamente coincidentes aunque no se ocblenga una recta de
identidad, cuyo argumento ya ha sido previamente discutido en
las secciones 85, 5.4 y 5.6.4 CSauer gt al. 1988: VWiel and

KOOP‘ [} 1%3 (]
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3.10 DISERO DEL EIA CON EL ANTICUERPO Ig Y.

Los resultados de la inmunorreactividad que mostré el
anticusrpo fueron muy deficientes tanto en la unién mixima
como en el desplazamiento del trazador por un estandard de
cantidad media de la curva dosis-respuesta, noc se realizaron
pruebas adicionales para mejorar la inmunorreactividad del
anticuerpo adherido a las placas d.l microtitulacién. Las
posibles causas de la mala respuesia pueden ser miliiples,
desde el efecto de los contaminanies ya previamenie discutlido
en la secciédn B.2.1, hasta la incapacidad de lograr realizar
una adhesién eficiente de las gama glcbulinas al fondo del
pozo a causa de no probar olras condiciones de acidéz, fuerza
iénica o ambas para provocar la aparicidén de grupos polares
en la molécula de Ig Y que permitan extablecer miltiples
enlaces débiles entre ésta y la superficie de pléstico
(L@vborg, 1984)., Otra alternativa posible para mejorar 1la
adhesion podria ser pro;.;mr los tLiempos de incubacién, pues
solo se probd uno, que éra el mismo al cual el anticuerpo del
conejo respondid, a las 18 horas a 4 °c. sin embargo,
prolongar los tiempos de incubacién puede traer como
consecuancia que las proteinas se aosnaburalicon debido al pH
alcalino del amor t.iguador uLilizgdo para  adherir el
anticuerpo a la placalCldvborg, 1084). Asi como tamblen
establecer definitivamente enlaces covalentes entre las Ig Y
y ol pozo a través cde la reacziédn con el clandgeno CChard,

1678) o probando un doble anticuerpo en faze sélida CVoller

et al, 18800,
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S.11 COMPARACION DEL RENDINIENTO DE LOS  ANTICUERPOS
CORRESPONDIENTES A CADA FUENTE.

En cuanto a la disponibilidad de leos anticuerpos obtenidos
se puede decir que el rendimiento del anticuerpo extraido de
la yema del huevo es 2.8 veces que el del conejo, siendo este
rasgo importante en la seleccidn de un ligador, conjuntamente
con suU afinidad y su especificidad C(Chard, 19780, puesto que
en un sclo ciclo de poslura se cbtuvieron mis de 80 huevos an
las gallinas inmunizadas, de las cuales s» perdieron
aproximadamente 30 por contaminacion y descomposicién del
contenido de la yema durante su almacenamiento, que fué de
apéoximadamente 4 meses. De otlra forma el rendimiento Lolal
hubiera sicdc mayor al registrado en este trabajo. Los huevos
seleccionados fueron de 1la etLapa de mayor respuesta
inmunogénica, por otra parte se conservd viva una de las
gallinas con mejor respuesta, 1la cual mantuvo niveoles
relativamente altos meses despues de la ‘Ultima inmunizacidn
para que en el siguiente ciclo de postura se pudiera obtener
mis huevos y repetir la extraccién, lo cual indica que el
potencial de produccién de anticuerpos <ontra progesﬁerona 133
Lodavia mayor comparado al del conejo inmunizado en estie
trabajo; esto Lambien se refleJi claramente en la proporcion
de rendimiento de ambos anticuerpos utilizados para el RIA,
en ¢l que el valor de 2.5 indica quo el rendimiento total del
anticuerpo del conejo es mencos de la mitad que el de la

gallina.



6. CONCLUSION.

Cuando se utilizan 1los anticuerpos de conejo las
caracteristicas del RIA y EIA de progesterona son
cualitativamente ifguales. Ambox sistemas son eficientes para
medir progesterona en plasma sanguinec dentro de los rangosg
fisiclogicos, sin embargo no se puede decir lo mismo cuando
:oluullza como anticuerpo a la yema del huevo, debido a que
é¢ste anticuerpo puede ser utilizado en el RIA pero necesita
ser purificado para poderse utilizar en el EIA con el mismo

propdsito.

Los anticuerpos extraidos del suero sanguineo del conejo

presentan caracleristicas de afinidad y @especificidad

cualitativamente iguales a los obtenidos de la yema del
hueve, por lo cual se puede montar el RIA para medir
progesterona plasmatica .do ganado bovino de igual calidad
tanto con los anticuerpos del conejo como del extiracto de la
yema del huevo.

Se puede indicar que la induccidén de anticuerpos contra
progesterona y el rendimiento de 6§t.os para establecer el RIA
para medir progesterona es mejor en l_a gallina cuando é¢stos
se extraen de la yema del huvevo que con respecto a la

obtenida del suerc de conejos o© cabritos.
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8. APENDICE.
Material Bioldgico.
cone jos machos raza Nueva Zelanda cabritos raza Nubia.
gallinas de postura estirpe Daling.

Rgactivos de caljidad reactivo analitico.

a) Amortiguador de Fosfato salino con gel C(PBSG) 0.1 M con
Gelatina al 1% pH 7.4 para RIA:

=
NaaHPO‘ 0.852 g

Na HPO, o©.582 g

Na C} e q
Golatina 1 g
Azida de sodio o thimerosal 0.1 g

Agua destilada cbp 1000 ml.

b) Suspansidn de carbdn:
carbdn activado 0.625 g

PBSG 0.01 N pH 7.3 cbp 100 ml,

c) Solucidédn saturada de sulfato de amonio pH 7.5

CNH4Da SIO4 76.7 g
agua destilada c¢bp 100 ml.

ajustar pH con Na OH 2 N.

d> Amortiguador salino de boratos (BBS) 0.0 M pH 7.8:
acido bérico &.18 g
bérax ClLetraborato disédicol ©.54 g

Na Cl 4.38 ¢
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agua destilada cbp 1000 ml.

Ajustar pH con HCl 8 N.

e) Amortiguador de carbonatos (para recubrir los pozos con
anticuerpo) 0.058 N pH 9.6:

Naa Co3
Na HCO

0.159 g
3 0.293 g
Thimerosal 0.02 g

agua destilada ¢cbp 100 ml.

£ Amortiguador de fosfatos salino con gel para EIA 0.1 N con
gelatina al 1% pH 7.4 :
Na HaPO‘ - Hao 0.542 g

Na HPO‘ 0.868 g

2
Na C1 0.87 g
Gelatina 1.0 g.

Agua deastilada cbp 100 ml.

g) Solucidn de lavado concentrado para EIA:
Na Cl 87.66 ¢
Tween 20 S ml

Agua destiilada cbp 1000 ml,

h) Solucién de lavado de trabajo para ElA:

Solucidn concentrada diluir 110 con agua destilada.
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13 Solucidén do sustrato para EIA a pH 4.0

solucion de ABTS (2,2 azino-bis(3 ethylbenzthiazoline
sulfonic acidd] 40 mM 100 ul

soluciédn de perédxido de hidrégeno al 2% 32 ul

solucidn de acido citrico 0O.OB M 9.9 ml.

J? Seclucién deteredora de reaccidn anzimitica:
HF 0.15 M 8.24 g

Agua des' {]ada cbp 1000 ml.

k) Solueidn de cloruro de bario al 10%

Soluciones para Electroforesis en Gal de Pollacrilamida
CPAGED:
Sol A:
HCl 0.1 N 48 ml
TRIS 36.3 g
TEMED 0.23 ml
Agua Desionizada cbp 100 ml.
Disolver TRIS con HCl, agregar TEMED y ajustar a pH B.93,

aforar a 100 ml con agua desionizada.

Sol B:
HCL 48 ml
TRIS 5.88 g

TEMED 0.48 ml

Agua desionizada cbp 100 ml
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Sol C:
Acrilamida 28 g
Bisacrilamida 0.738 g
Agua desionizada cbp 100 ml
Sol D:
Acrilamida 10 g
Bisacrilamida 2.8 g
Agua dosionizada cbp 100 ml

E:
Ll

g

Riboflavina 4 mg

Agua desionizada cbp 100 ml.
Sol F:

Sacarosa 40 g

Agua desionizada cbp 100 ml
Sol Decolorante:

dcido acético 8 ml

Agua deslionizada cbp 100 ml
Sol Colorante:

Azul brillante de Coomassie R-250 1 g

Aguh desionizada cbp 100 ml

Acido Lricloracético al 12,8 % cbp 2000 ml

Sol Fi jadora:
Acido Tricloroacético al 12.8 %
Amortiguador para corrida Celectrodos):

TRIS 6 g
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Glicina 28.8 g
sol azul de bromofenol 1.5 ml

Agua desionizada cbp 1000 ml.

Preparacién de geles.

Gel de Separacidn. Se mezclaron un volumen Cvold de =olucibn
C(sold A con dos vol de so0l C y un vol de agua desionizada, se
desgasificd en matraz quitasato durante 10 minutos, luego se
afladié 4 vol de persulfato da amonio, inmediatamenite te
aplicd a los tLubos, se 2fadié tambien un poco de agua
destilada scobre el gel para evitar la formacién de menisco y
s¢ dejd polimerizar durante 35 minutns,.

Gel de Distribucion., Se mezclaron un vol de sol B cen 2 vol
de sol D, un vol de sol E y 4 vol de sol F, tambien se
desgasificd, se affadid 200 ul de gel de distribucion sobre el
gel de separacién, inmediatamente se agregéd 100 ul de agua
para eliminar la formacidn de menisco, se dJdeid polimerizar
por 35 minutos.

Una vez polimerizados ambos geles, se colocaron on la camara
de electroforesis Yy se llenaron los recipientes con
amortiguadof de corrida C(pH 8. 30, las muestlras se
Eesuspendiaron en S0 ul de sol F v se aplicarun a Jos goles,
la corrida se realizé a corriente constante de 2 mimp por gel
de separacién, en cuanto el frente dae carrida alcanzd ¢l gel
de distribucién se aumentd a 5§ mAmp.

Al finalizar la corrida, los geles permanascioran on toluciéon

e A A At 1+ § e e e . e it e
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fijadora durante 30 minutog, luvwgo fusron transferidos a

soluciédn de colorante por 890 minutos, al cabo de este tiempo

s dejarson durante Ltoda la noche #n soluciédn dezclorante, los

geles se almacenaron finalmente en solucidn de icido acético

al 7%.
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