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INTRODÜCCION

Fue dasde la époua de Landeteinae cuando se inició el interés

en el estudio de los haptenoa y su inmunogenicidad. Sin embargo, hasta

la época presente no se han reportado avances significativos en esta - 

campo, por lo que aparece ante el investigador sumamente novHdoso e in- 

t3reaanta. 

Esta tesis aborda la parta inioial de un proceso de obtenoi6n

da anticuerpos dirigidos contra las horrd;:::, r tiroideas T3( Trijodotiro - 

nina) y T4 ( Petrayodotironina), este e&, : la obtenoi6n de un antfgAno - 

hapténieo adecuado para loo finas que se persiguen. Para tal efecto, se

presentaron muchos problemas prácticos que se debieron solucionar, entre

ellos la obtenoi6n del soporte proteico utilizado en el presente trabajo

la tiroglobulina humana, problema que fue afortunadamente eliminado - 

por haber eonstituído el tema de tesis de mi oompa?áoro Rafael Mora, a - 

quien hago patente mi agradecimiento por este medio. Otro problema en - 

contrado fue la falta de informaei6n en la literatura sobre el tema, y

aquella que hubo disponible era muy oontradictoria. Sin embargo, ahora

comprando que a pesar del trabajo que ello representó, forma parte muy

imporianta del fin que persigue el desarrollo de una tesis profesionaD

la crítica constructiva de la informaoi6a, que debe ser evaluada y es- 

leooionada para ayuda y guía de una invº5tigaci6n. Considero

asta trabajo oomo una aportaci6n original al probla as, 

de la obtenoi6n de antioudrpoe contra haptenosy también como una re visión

de la literatura existente sobre el tema. El

enfoque que ee le ha dado es fundamentalw~ ta inmunoquími- co, 

pero intervienen procesos de interés bioquímioo, fisiológico y fisi eoquímico. 

El interés actual sobre este tema es deriva del campo de la ocrínología, 

donde a raiz del desarrollo dal radioinmunoanálisis - EIA) 

a principios de la déoada de los sesentas por Yalow y Bereon ( 16), empdz6

el interés por obtener antiouerpos dirigidos oontra hormonas que se

deseaban euantifioar, muchas de las cuales ( péptídos, esteroides, stó) se

comportan oomo haptanos. Tal fue el interés da la Clínica de Tiroides del

I.N. N. por el presenta trabajo. A

partir de entonces, el RIA se ha utilizadoy diversifioado - 



muchísimo. Se pueden ahora medir por esta método desde el antfsare os<> - 

ciado a la hepatitis, hasta derivados oannabinoidas. Sin embargo, aa - 

adn en el campo de la endocrinología donde el RIA encuentra su mayor - 

aplicacidn, por sus dos caracterfaticas principales$ a) Su • 3evais, - 

sensibilidad para detectar niveles hasta de pioogramos ( 1 x 10 12gr) de

una substanoia dada y b) La ventaja de la espeoificidad, por permitir - 

medir una substanoia en un medie donde puedan existir muchas substan - 

cias parecidas sin neosaidad de efectuar extracciones ni prooedimientoe

setiejantes. rutas dos caraoterfstieas dependen de la calidad del anti - 

cuerpo utilizado y éste, a su vez, depende de la oautidad y calidad del

antffreno que se use para provocar la respuesta inmuna en un animal. 

Queda por resolver un problema$ oual es el admero óptimo de - 

grupos hapténioos unidos a una molécula de tiroglobulina humana para - 

provocar una mejor respuesta inmune en forma de un mayor titulo da anti- 

cuerpos de mejor especificidad y avidez. Actualmente en la Clínica de - 

Tiroidas del I. H. H. se estudia este punto, pero podría además servir co

ro un tema interesante para otra tesis profesional. 

Desde el punto de vista práctico, los datos de esta tesis pc- 

trfan encontrar mayor apiícaci6n en les grandes sistemas hospitalarios

del país ( IMSS, ISS3Tr, SSA) que manejar grandes voldmenes de muestras, 

por lo cual existe para ellos una raz3n práctica para tratar de obtener

sue propios reaotivos, pues independientemente de las razones aoonóml - 

oa.,i obvias, se eliminarían trámites de importaelén que la situaoi6n ao- 

tual del país hace diffoil. 

Independientemente de quien utilice esta informaci' n o el ti- 

po de hapteno que le interese, es mi mayor deseo que este trabajo sirva

de incentivo a otras personas y que el oampo de loe antf&snos hapténi - 

eos haya sido enriquecido por esta modesta oontribuoidn. 

Albert Zlotnik E. 



I. ( iáb1 BALIDADES

1. 1 INMUN" UIMICA

1. 1. 1 Aspeotos Históricos. 

Ha sido conocido por mucho tiempo que el oontaoto oon organic

mos infecciosos oomo virus y bacterias tiene como oonsecuancia el fenó- 

meno de la inmunizaoi6n, esto es, el individuo afectado es vuelve resis- 

tente a infecciones subseousntes por el ea+zmo agente pat6geno. Este fe- 

a6meno fue descrito desde Naos 2500 años, en un relato de una epidemia

en Atenas ( que parece haber sido tifo c peste), por el historiador Tu- 

eicidas, quien relata w ... el miedo al oontagío hacía que la gente no

se ocupara de los enfermos o moribundos excepto aquellas personas que - 

habiendo padeoido el mal, se habían rsouperado. No existía en re ellos

ninguno que fuera atacado por segunda vez". Posteriormente, a fine del

siglo XVIII, el mádioo inglés hd.ward Jennar observó que aquellos indivi- 

duo que habían padaoido viruela vaouna ( enfermedad benigna adquirida - 

de vacas infectadas oon lo que pareefa sor la forma atenuada del virus

de la viruela), quedaban protegidos en apidamias de viruela. Para pro - 

bar su teoría, Jenner inoeul6 a un niño con pus obtenido de lesiones de

una trabajadora de establos; algunas semanas después, al inooular al ni

ño oon pus de un enfermo de viruela, no es produjo la enfermedad. Des- 

pués de repetir su experimento muchas veoes, Jenner publio6 un reporte

que condujo a la conclusión de que la vaeunaei6n ( del latín vaceasvaoa) 

producía inmunidad contra la viruela. Sin embargo, no fue sino hasta - 

100 años después, cuando Pasteur aplio6 los prinoipioa de oapa atenua- 

da ( el us6 cepas envejecidas), para lo;;rar una vacuna, nombre dado por

Pasteur al in6culo que produoe inmunización contra 1+LL cólera aviar. Sus

observaciones pronto fueron aplicadas a muohas enfermedades infecciosas. 

Actualmente, se conoce que la inmunidad contra agentes infeo - 

oiosos depende de dos faotores: 1. Mecanismo de naturaleza humoral que

implican la produeei6n de anticuerpos ( gamma- globulinas que reaccionan - 

con el agente y faoálitan su aliminaci6n) y, 2. De mecanismos inmunes de

naturaleza celular. En 1903, iright demostró que los anticuerpos ( opso - 

ninas) ayudaban a la fagoeitosis por la respuesta celular frente a bao - 

terias. giste mismo hecho había sido anteriormente descrito por Matohni - 
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koff ( 1883), un Behring ( 1890), estudió la neutralizaoi6n de toxinae

bacterianas por anticuerpos antitoxin4s obtenidos en oaballos. Casi al

mismo tiempo Paul Ehrlioh fue el primero en estudiar cuantitativaseate

la reaoei6n toxina -antitoxina. 

Corresponde al gran fisieoqufuioo Arrhenius el uso por primo - 

re vez del término " Inmunoquímiea" en 1907. Su razón la expresó en la - 

siguiente formas " Be dado a estar. leoturas el título de inmunoquímica, - 

pues quiero indioar con esta palabra las ^ z sccione químioas de las sub_ 

taneiaz que son producidas en la sangre la inyeeoí6n de elementos - 

extraños, esto es, inmunización. De aquí aje desprende además, que las - 

substaneias con las que estos produetoz reaoiiouan, oomo proteínas y - 

fermentos, se deben considerar con rezpocto a sus propiedades químicas" 

1). Esta definioión es aun aplicable a la insunoqufmica moderna susti- 

tuyendo términos, y podemos decir que ella estudia la química de los an

tígenos y anticuerpos como tales y el mecanismo de su interacoi6n. 
A partir de loe estudios de Von Behring y Ehrlich ( 10), se - 

desoubrieron la mayoría de las reacciones rarol6gicas conooidas actual- 

mente. Se estableoió la existencia de la baoteriolisis, al observar que

el Vibrio soleras es desintegraba cuando es ponía en oontaoto oon suero

de anímales inmunizados ( Pfeiffer a Iesaef, 1894). El fenómeno de la

precipitación se descubri6 al observar que loa fil rados de cultivos li

brea de eélulaa de Pasteuralla pestis preoipitaban al ponerse en contac- 

te con suero de animales inmunizados ( Kraus, 1898). El fenómeno de aglu- 

tinaoidn, en el oual las oélulas bacterianas suspendidas en suero de un

animal previamente inmunizado aglutinabas ( Gruber y Durham, 1898) y fi- 

nalmente, a partir de 1900, se descubri6 que las respuestas inmunes se

podían desencadenar contra agentes no tóxicos, como proteínas de leche

o clara de huevo. 

De este pequeño esbozo hist6rieo, podamos apreciar el tremen- 

do avance que ha tenido la inmunología en el siglo :a. A continuación, 

se ofrecen algunas definiciones, que son necesarias para comprender la

obra da Karl Landsteiner. 

1. 1. 2 Algunos Conceptos y Definiciones útiles. 

Se considera antígeno, toda substancia inoculanta que es capaz

de desancadanar una respuesta inmune en un animal dado. Anticuerpos, - 
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son substancias que aparecen en el suero de animales inmunizados como

conasouenoia de la adminiseraciSn de un antígeno. 

El término antígeno se usa comúnmente en dos sentidos. Por - 

una parte, d3acribe aquella substancia que inyaotada en un animal apro- 

piado, da lugar a la producoi6n de anticuerpos oirculantes, o bien, a

cambios en la reaetívidad celular como por ejamplo, hipersensibilidad - 

retardada. Por otra parte, el término desoribe una substancia qua tiene

la propiedad de reaccionar con anticuerpos, esto es, que poseo e® peeifi

cidad antigénica y reacciona de manera muy selootiva con su oorrespon - 

diente anticuerpo pero no oon otros. Sin embargo, existen substancias - 

que son capaces de reaccionar oon anticuerpos pero qua no proveoan una

respuesta inmune, y hay otras que son oapaces de provooar raspuesta in- 

mune en uno& animales pero no en otros. 

El término anticuerpo se refiere a las proteínas que eon produ

sida* en respuesta a un antígeno y que reaccionan espeefficamente con - 

el. Todos los anticuerpos pertenecen a un grupo espeoial de proteínas - 

del suero, llamadas inmunoglobulir,as. La producción de anticuerpo* es - 

le llamada irimw-,idad humoral, para distinguirla de otros fenómenos pre- 

eentes durante la respuesta inmune, que son llamados inmunidad celular. 

Por ejemplo, la presencia de linfocitos seneibílizados en sangre. 

La respuesta inmune es el conjunto de fenómenos que tienen - 

lugar en un organiec,o cuando se pone en contacto con un antígeno. 

Inmunogenioidad e& la capacidad del antígeno de desenebdenar

la respueeta inmune. 

Debido a le estrecba relación del término hapteno oon el de

antígeno, embos conoeptoa serán tratados mis a fondo. 

1. 1. 3 Antígenos. 

Como se aprecia en la tabla 1. 1 los antígenos pueden ser consi- 

derados en dos clases principales f ' Naturales y sintéticos, estos últi - 

mos pueden ser químicamente modificados o totalmente sintéticos. Los

últimos dos tipos de los antígenos sintéticos han sido desarrollados - 

muy recientemente, y ixis3ten opiniones diveraaa en cuanto a su clasifi- 
cación. Algunos autores mencionan trae tipos principales de antfgoºos,- pero

como los dos tipos implican algún tipo de síntesis químie&, se ha
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preferido incluirlos dentro de los antígenos sintético$. 

Tal -),a 1. 1

Clase de antígeno

Naturales, 

Sintéticos£ Químicamente

Modificados

Sintéticos: Obtenidos to— 

talmente por síntesis quí— 

mioa. 

Origen Sjemploe

Protistas Particulasa Eritrocitos, — 

Animales
bacterisa, virus, pólonee, 

Solublea a toxinas, toxoides

vegetales , proteínas, polit+acgriGoa, 

eto. 

Antfgenos na — Proteínas yodadas, 

turales qufmica— gadoº hapteno—protefua, 

mente modifica— etc. 

do*. 

Moléculas anti— Polipéptidos, poliami:; o

génicas química— ácidos, copolfineros de

mente sintetiza— aminoácidos, etc. 

das. 

AntlEanos 1Baturales. Ratos antígenos fueran loa primeros en ser coruci — 

dos, y sin duda son los más utilizados actualmente, como por ejemi:lo en

inmunohematología para determinar antígenos y anticuerpos en sangre ( 4). 

La naturaleza química de loa antígenoa naturales es muy díver— 

ea y comprende fundamentalmente substaneia.s de naturaleza proteico yio
polisacáridos. 

Las proteínas fueron las primeras substanoias antigénicaa co— 

nocidas, pues tiensn la ventaja de ser fácilmente purificables de su es

todo natural en la composición de plantas, aniaales y mioroorganismos. 

Aunque se usan ampliemeate, p000 se sabe de la naturaleza precisa de sun

determinantes antigénicaa. 

La mayoría de las bacterias que se ban estudiado hasta la fe— 

cha, contienen carbohidratos serológicamente activos en su pared celo — 

lar. Fn la mayoría de las, caeos son capaces de reaccionar oon anticuer— 

po@, pero no proyooaz respuesta inmune por si miamos. Sin embarga, cm

oiertos casos si Pon antigénicos por si solos, por ejemplo, los carbo — 

hidratos del grupo A y C del mer_ing000co y el polisacárido dei neumnoo— 
oo, que so¡, ir:munugénicoe en el hombre. Otros carbohídratos como dextra

nas, levanas y áeidca tei.coioos también sor, i:.£aunogénicos per se. El pe— 

no molecular del carbohidrato parece ser el factor determinante -- — 
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en su inruuuoganicidad. Las dextranas han oído los polímeros de este ti. 

po que más se han e,etudiado. Se ha observad* que dextranas de peso mole

culr.r menor de 50 000 daltor,a, son mucho Danos ínaunogénicas en el hom— 

bre, que 1as dextranas de peso molecular de 90 000 o mae daltons ( 5). 

El paso moleoult,r del polisacdrido del neumoe000 tipo III debe exceder

18 000 daltona para desencadenar respuesta inmune en ratones ( 6). 

Experimentos similares con otros carbohidratos procedentes de

le pared celular de estreptococos y neumoc000a han tenido la peoulieri— 

dad de producir anticuerpos de un tilo espeoial de inmunoglobulinas, en

lugar de la heterogeneidad molecular noriaal ( 6). F1 estudio de estos an— 

ticuerpos ha arrojado mucha luz sobre el conocimiento del control geai— 

tieo de la estructura de las inmunoglobulinas y su efntesis. 

La Inmunogenicidad de un !£ pido purificado nunca ha sido de — 

mostrada y se considera que para obtener un anticuerpo adecuado contra

estas subatancias, deben acoplarse con una molécula mayor de estruotura

proteica o polir-eptídica. ( 15) 

En las dltisas dos décadas, loe ácidos nucleicos han sido am — 

pliamente estudiados por los bioquímicos, y el hallazgo de anticuerpos

contra, ácidos nucleicos en el suero de pacientes can Lupua eritematoso

Sistémico ( LES), aumentó el interés por estas moléculas complejas. El

LñS es una enfermedad con diversaa anormalidades inmunol6gieas, inolu — 

yendo la presencia de ar. ticuerpos antinucleares y anta—ácidos nucleicos

en el suero de les pacientes. Frecuentemente se encuentran: oomrlejos in— 

mur.es DNA—anti—DRA depositados en loa glomérulos de loo riñones. Se han

obtenido anticuerpos contra antígenos de ácidos nucleicos experimental— 

mente después de conjugación con ocres moléculas, como albQmina sérica— 

bovina ( ASB) ( 7). Sir, embargo, a pesar del Viran interés iumunoqufaieo — 

de estos compuestos sus caracterfati casi inmunogénicas no están aun total

mente esclarecidas. 

Antígenoe Sintéticos Químicamente Modificados. 

De lo anterior se puede inferir que para discernir cor, certeza

la base química de la inmurlogenicidad, debía resolverse primero el pro— 

blema de la enorme complejidad de loe antlger.oe naturales. El primer in— 

tento al respecto, fue modificar su estructura química. Así, la suetitu— 

oi6n de pequeños grupos de estructura química conocida en los antígeno 
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proteicos naturales, ha sido de - ra.n ayuda para conooer la naturaleza

de la esiecific5.dad de las reacciones sert<l. igi ae. 

Por ser esta categoría de antígenos Ia que más interesa en, 

el presente trabajo, es trata mas extensamente en la secoi6n 1. 2

Antígenos Totalmente Sintéticos. Haoe aproaíetadamente diez o quince - 

años, as oLtuvieron polímeros síntéticoa de aminoácidos, lo cual ayudé

mucho al oonocfn.iento del Secanismo molecular de la inmunogenicidad. En

efecto, estudiando los cambios preciaos of,,et.;ados en la estruotura quf- 

mioa de estos antfganos, hs sido pasl.b,19 -- mear muchas de las caracte- 

rísticas moleculares que influyen en la s. xinrirogenieidad. 

Una de las grandes ventajas de,.% aso d%: estos antígenos es la

posibilidad de btenerloe a voluntad, con la eetructura preeiaa deseada. 

En la tabla 1. 2 se indioan algunos ejemplos. 

Tabla 1. 2 % Antiganos Totalwente Sintéticos ( polipéptidos) 

Tipo Ejemplo

Homopolfa,ero poli -L - pro

Polipéptido Lineal poli-

glu56-
1;

038-
tir6

Copolimero al azar pro
66g1134)

n

Pollaero peri6dico o de

seouencia ordenada tir-ala- glu) n

alfa hélice) 

Copolfinero de muchas callanas poli ( tir-glu)- 

ramificado) poli -DL - ala -poli -lis

Estos ejemplos ilustran el tipo de estudios que se pueden lle- 

var a nabo con antígenos sintéticos. La informaci6n obtenida de estas - 

investigaciones será discutida al tratar sobre las bases molsoulares de

la inmunogenicidad y espeoíficidad antigénica ( secoi6n 1. 1, 5) 
1. 1. 4 Haptenos; Orígenes y Concepto. 

Desde los albores del siglo XX se conocía que las proteínas - 

perdfan su especificidad de especie cuando se yodaban exhaustivamente. 

Los anticuerpos producidos en esta forma estaban dirigidos especial¢ente

hacia los residuos tirosina yodados comunes a estas proteínas, lo cual

producís el fenómeno. Obermayer y Piek ( 1903), fueron loe primeros en
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hacer notar la 2- ran divareidad de substancias antigénicas. Ellos fueron

también, quienes primero unieron grupos NO2 a proteínas sérieas de cona
J o, para encontrar que los anticuerpos producidos reaccionaban con pro- 

teínas similarmente tratadas de caballo, cuy, pollo, pero no con proteí

nao de conejo no tratadas. Llegaron a la conclusi6n de que los anticuer

pos formados eran capaces de reconocer los grupos NO2 u otras estruetu
ras modificadas de las moléculas nitradas. 

Sin embargo, ne fue hasta loa experimentos clásicos de Lands- 

teiner ( 9), usando pequefias moléculas bien definidas unidas a proteínas, 

cuando loe informes de la espeoificidad de estas reacciones inmunoldgl- 

cae empezaron a difundirme. Landsteiner fue quien introdujo el término

hapteno" ( del griego, que significa " agarrar'% para desoribir ~ suba- 

tencias libres de proteínas específicas que, aunque reactivas in vitro, 

no inducen, o inducen una pobre respuesta inmune in vivo, para diferen- 

ciarlas de loe antígenos completos, que poseen ambas propiedaaes„ ( 9). 

Aunque el término " haptono" se asocia frecuentemente a suba - 

tancias de peso molecular bajo, la defiaici6n anterior indica que el - 

término puede ser aplicado a cualquier sui,stancia que no desencadeno, - 

vor si misma, la formación de anticuerpos; esto es, que no sea inmunogé- 

nica, pero si oapaz de reaccionar con anticuerpos formados contra una mo

léoula inmunogénica completa. Dentro de ese grupo podemos incluir subs- 

tancias muy variadas como algui:os compuestos aromátioos, ciertas dragas

penicilina), algunos oligosacáridos, ácidos nucleioos y nucle6tidos y

ciertos péptidos y lípidos. Todos ellos pueden ser haptanos. Gn la ta - 

bla 1. 3 se mueer.ran los haptanos más conocidos que han dado mucha infor

maci6n sobre la especificidad antigénioa ( 8). 

Landsteiner demos:. rd que cuando loe tres is6moros del ácido - 

aminobencensulf6nico ( orto, meta y para) se diazoaban, se unían a una - 

proteína y es usaban para inmuniz r animales los anticuerpos producidos

eran capaces de diferenciar entre los tras isómeros. En experimentos si

milares, Landeteiner y Van der Soheer ( 11) demostraron por inhibioi6n - 

de la precipitaoi6n que loe anticuerpos dirigidos contra el ácido eulfó- 

nioo podían distinEuir entre date y el azobeneeno en el cual el grupo - 

eulfona.to está sustituído por un arzonato o un grupo carboxilo. Estos - 

experimentos demues ran elarsaente la especificidad tan precisa que pue- 



Tabla 1. 3 Sjemplos de haptenos comunve

Grupo Sotructura Modo de ui:ir al soi,orte

Azobenzoato R-- N= H- di/- COO unliicas azo con anillos aro- 

mátioos de tirosina, histidi- 

na y e- NH2 de lisina. 
Azobenoendrzoato R - N - N Aso 3H

Azobencensulfonato R- X- N-<! 303
NO

Dinitrofanol R-— NO2 Sustitución Nuolaofíliaa - 

ueando un darivado halogena

NO2 do como 2- 4 dinitrofluoro - 

Trinitrofanol 20 benceno. 3
2

1 SE usado es de
R- 

NO2 lisina. 

R. representa la pretaína soporta. 

U exhibir la reacción antígeno -anticuerpo. Landateiner también uad car- 

bohidratos es sus dxperimantos, y demoatr6 que la especificidad del anti

cuerNo por al ácido D - tartárico y el L - tartárico. Ese trabajo es un ejem

plo excelente de la utilidad de los antígenos sintéticos para conocer la

especificidad de la respuesta inmune. 

Otro aspecto de loe antígenos artifioiales se el efecto que - 

tiene el modificar moléeulta p000 antigénicaa y la respuesta que produ - 

een en un organism,) dado. Un—mas* es la 3eiatina, a la cual se le pueden

unir varios grupos para astimular su antigenicidad ( 12). Cuando el amino

ácido aromático tirosina se incorpora en un 20 a la gelatina, aumenta la

inmunogenicidad de ésta última. Cuando os añaden cantidades de 10% o ma- 

yores, la gelatina es vuelve muy inmu, ogénioa paro loe anticuerpos for- 

mados se dirigen contra la tirosina. 

A partir de entonces ( 1930' 5), es decir a partir de los des- 

cubrimiantos da Landstainar, las técnicas da acoplaméento de naptenos a

proteínas han tenido un desarrollo muy modesto en eomparaci6n con otros

campos de la inmunología. Actualmente se dauomina grupo hapténico a loa

sustituyentes acoplados a proteínas, y a éstas ea las denomina proteínas

conjugadas . Se utiliza también el tármiuo soporte en analogía con natrí

sea químicas usadas en otros métodos de inveetigaci6n bioquímioa. 



1. 1, 5 Bases Mo? eaularess Inmunogenioi,iad y Antigenioidad. 

Sala ( 2) dice en su reportas " Vuestro conocimiante sobra di- 

vjraos parfinetros moleculares como son : composición, peso molecular, — 

forma, accesibilidad, carga eléotrica, co, ifiZurac¡ 6n 6p -tica y estérioa — 

etc. que controlan la antigenicidad, esto es, la inmunogenieidad y la

espacificidad antíg6ni3a, se ha inoramantado en artos recientes, debido

en parte al empleo de antígenos sintéticos. La simplioidad de estas mo - 

léculas faoilita la interpretación de loa resultados, y permite detectar

efaetos tales como variaci6n genátiea de la respuesta inmune, que no non

f£oilmente observables o,on antígenos naturales, por ser estos substan — 

a¡ as muy complejas". Por jata razón, a continuaci6n se da una breva rey¡ 

si6n da estos parámetros. 

sstruetura y Composición s A este respecto paruca que lo importante es - 

que el ñapteno presente un anillo en su estructura y por ello, enc. -y los

aminoácidos, son la tiroaina y la fenilalanina los más usados. Loa homo - 

polímeros di alfa- ormino- 3oidos generalmente no son inmunogénioos, pero - 

los polímeros de dos aminoáoidos si lo son en cuyas y conejos. Se han ob

tenido excelentes inmu. óganos con polímeros constituidos por tres o cua- 

tro aminoácidos ( 13). Ya hemos viste además, que al adicionar tiroaina a

gelatina aumenta la inmunogenicidad de ésta última. 

Conformación Optiea L & stéricas Se ha reoonoeido qua el arreglo espacial
de las proteínas aa importante para mantener la especificidad antigénica

pues las proteínas desnaturalizadas casi no reaccionan con anticuerpo@

de la proteína nativa. Se han realizado otros experimentos oon antígenos

sintéticos, que han llevado a la misma conolusi6n.( 2) 

Ya se mencionó el alto grado de especificidad de los anticuer- 

pos en su reaooi6n con antígenos opticamente diferentes. Pssn general, los

polímeros de D - aminoácidos son manos inmunogénieos qua su@ correspon - 

dientes polímeros de L - aminoácidos. La unión de L -aminoácidos al axta- 

rior de una macromolécula sintética que oonsta de D - aminoácidos la con- 

vierte ea un buen inmundgeno. A la inversa, una moléoula compuasta de

L - aminoácidos y rodeada de D - aminoácidos es un mal inmundgeno. Pareoe

que este efecto se debe al metabolismo incompleto de éstos últinnos, ya

qua su retención en el animal por largos periodos de tiempo rasulta - 

en una pobre respuesta inmune ( 14). 
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Tamaños Antas se pensaba que substancias de peso molacular menor de 5- 

10 000 daltona no eran inmunogénioas. Esto pareos ser cierto Únicamen- 

te para los antígenos proteioos, pues otras moléculas de peso molecular

tan bajo como 450 daltons ( ver tabla 1. 4) haz demostrado ser inmunogéni- 

cas par se. Son capaces tanto de induoir la formaoión de anticuerpos oo- 

mo de provocar alteraciones en la reactividad oelular. 

Tabla 1. 4 Inmunógenos de Peso Molecular Bajo ( 8). 

Imunógeno Peso Mplecalal lsspecie Inmunizada

poli- 31u50- Ala40- Tir10 4000 conejo

tri-dinitrofenil

bacitraoina 1928 ouy

Angiotensina 1031 ouy

p- azobencenarzonato- 

tri- L- tir.:,aina 750 conejo, ou<y

N- acetil- L- tirosina 451 cuy

Yorma Físicas La _ orma física do un antígano cuando se inyeota a un ani- 

mal e s. imamente imp->rtanta en su ínmunogeslicidad. Las proteínas, los - 

ácidos nuoleioos, y los antígenos sintéticos tienen diferente inmunogeni
cidad cuando se presentan en la forma de agregados o en forma no agrega- 

da. En general, la formaoión de agregados en los antígenos proceioos eu

menta su inmunogenieidad. Muchos antígenos son altamente inmunogénioos

cuando e administran en adyuvanta de Freund completo ( una emulsi6n agua

en aceita en la que está suspendido Mycobacterium tuberculosis muerto), 

o bien cuando son adaorbidos en precipitados de alúmina ( 15). 

Los adyuvantas mantienen niveles efectivos y bajos de antígeno

en loa tejidos, provocando al mismo tiempo inflamación en el lugar de la

inooulaci6n, por lo que es acumulan macr6fagos que unen antígeno para - 

reaeoionar oon células B y T, iniciando así una efectiva respuesta inmu- 

ne.( 15) 

Cal s Varios estudios haz demostrado que la carga neta de antíegnos - 
sintéticas, que se ha variado sistemáticamente por alteracionaa en su - 

composici6n de aminoácidos, no es. requerimento esencial para la inmuno - 

ganicidad y que, dentro de ciertos límites, no afecta la cantidad de an- 
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tieuerpoe producidos. Sin embargo, se sabe que moléculas exsesivamenta

cargadas produeea respuestas " pobres". Parece existir urca relaeida la - 

versa entre la carga neta de la moláoula inmunogénica y la magnitud de
la respuesta que produce. ( 13) 

1. 1. 6 El Tamaño de la Determinante Antigénica. 

S1 tamaño aproximado de la región antigénioa que entra en oom

bínaci6n Con el sitio da unión del anticuerpo ( oonoeido oomo fragmente

Fab), ha sido estimado por varios investigadores usando diferentes ti - 

pos de antígenos. An general, el método consiste en estimar cl tamaño - 

de la determinante antigénioa inhibiendo el sitio de unión del antiousr- 

po oon antígcnos hoa6logos de peso molecular oreoiente, En la tabla 1, 5

se exponen alguios de esos resultados. 

Tabla 1. 5 s Tamaño aproximado de la determinante antigénica. (
8) 

Antígeno Composioi6n y Tamaño aprox. de la determinante ( i) 

Dextrana 6 residuos azúcares 34 x 12 x 7

Acido Nucleico 4 d 5 residuos purina o pirimí- 15 x 20
dina

Baoillue adthraois hezapeptido 36 x 10 x 6

poli- Ala- ASiB pentalanina 25 x 11 x 6. 5

poli -lis -ASC penta( hexa) lisiaa 27 x 72 x 6. 5

poli- lis-foeforil- 

ABB pentalisina 27 z 17 x 6. 5

ASC. albdmina sérioa de oonejo. 

ASB• albúmina sérioa de bovino. 

1. 1. 7 Consideraciones Celulares. 

Además de los aspeotos moleoulares que afectan la inmunogeni - 

cidad, es debe oonsiderar el estado inmunológioo del animal. Se sabe ahº

re que un animal genétioamente capaz de responder a un antígeno necesita

tras tipos de oólulas que cooperan para formar antiouerpos t 1) linfoci- 

tos timo dependiente ( T), 2) linfooitos derivados de la médula ósea ( B) 

y 3) macr6fagos. Durante esta respuesta hay una fato en la cual el antí- 
geno es reeonooido por receptoras en las oélulas linfoides que son capa- 

ces de unirse específicamente a él. 

Estas reaccionas de 000peración y reconooimiento difieren de - 
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acuerdo a la naturaleza del antígeno. Los linfooitos T, tienen la fun - 

oida de ayudar a la respuesta inmune al desenoadenar la respuesta de

los linfocitos B hacia el antígeno. Sin embargo, no todos los antígenos

requieren estos efectos de ayuda de los linfooitos T, vgr., el lipopoli- 

sacárido de bacterias Gram negativas, el polisacárido del neumococo, eta

8) Fastos antígenos presentan determinantes antigdnicas repetidas y se - 

les conooe por ello como antígenos " timo- indopondientes". En cambio, los

antígenos naturales requieren de esta ayuda y por ello es les llama " ti- 

mo- dependientes". ( 15) 

La presentaeida de un antígeno en forma libre de agregados, o

en dosis muy elevadas, puede hacer que un animal que normalmente produ - 

oía anticuerpo se vuelva tolerante hacía ese antígeno. Parece que los - 

linfooítos T son responsables de este estado. Los mecanismos por los oua

les las oilulas son estimuladas a producir anticuerpo», o por el contra

río a no presentar respuesta, son todavía un misterio. 

1. 2 COMPLEJOS ANTIGEAICOS. 

1. 2. 1 Aspectos Hict6ricos. 

Fue en 1917, ouando Landoteiner empezó a preparar lo que él

llamó " aatigono conjugados artificial•• para investigar una creencia oá

si dogmática......, que era neoesaria una eonstituci6n peculiar de las - 

proteínas para la producci6n de anticuerpos". ( 9) Estos dos primeros con

jugados proteicos loa preparó mediante la aeilaci6n de los grupos amino

de la albúmina aérica, con cloruros o anhi.dridos de ácidos butíricos, - 

isobutíricos, mono, di y tricloroacéticos, etc. Landsteiner distinguió - 

que la especifioivaá original del soporte proteico cambiaba por la intro

dueei6n de nuevos grupos hapténicos. Por ello, para estar seguro de es- 

tar detectando anticuerpos contra el grupo hapténico, los probé oon con- 

jugados hechos con una proteína ro relacionada u homóloga al anical inau

nivado. 

Landsteiner también determinó el número óptimo de haptenos ne- 

cesario para obtener la mejor respuesta inmune, y su conolusi6n fue quo

el hapteno en exceso o en defecto oondueía a una respuesta inmune pobre. 

Para ASB ( albúmiria aérica de bovino) 10 grupos hapténioos fue el óptimo. 

11) 

Así, el trabajo de Landsteiner eetablsoid la mayoría de las - 
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reglas del trabajo actual, y lao contribuoiones posteriores han oído - 

por lo general refinamientos de téonicas. Una ezcepei6n notable fue el - 

desarrollo del radioinmunoanálisis por Yalow y _Bersoa ( 16). Este prooedi

miento ha conducido a una expansión oonsiderable de los téonioas inmuno- 

16gieas, y a una creciente preoeupaei6n por entender mejor el problema - 

de los haptenos y la formaciUL de anticuerpos dirigidos contra ello@. 

1. 2. 2 Elección del Soporte Proteicas. 

Los soportes proteicos utilizados eei diferentes laboratorios - 

incluyen fracciones de globulinas, al.bilmineia arériaas de varias espeoies, 

hemocianina, ovalbdmina, tiroglobulina y fibrinógeno y se eeleocionan en

función a su disponibilidad, del hapteno que es desea acoplar, y del pro

cedimiento que s planea utilizar. Se ha reportado que en general, los - 

oomplejos hapteno- albdmina resultan más solubles que los de gamma- globu- 

linas u ovalbúmina ( 17). Dichos complejos pueden ser utilizados para in

munizaoi6n, pero presentan problemas para caraoterizar el anticuerpo. Se

reoomienda como lo más adeouado contar con complejos insolubles para la

inmunizaoi6n ( ver secoi6n 1. 1. 5) y usar oomplejos solubles para oaraete- 

rizar el anticuerpo. 

1. 2. 3 Hapteuos con Orupo Carbozilo. 

Este clase de haptenos poseen un grupo oarbozilo de manera na- 

tural, cosco por ejemplo los pequeños péptidos angiotensina y bradicinina, 

el áoido salícilico, la aspirina, cte. Otros hapLenos tíenen grupos aeti

vos a los cuales se puede unir un oarbozilo, sin embargo para su compor+ 

tamiente en les diferentes reacciones de acoplamiento en que intervienen

los grupos carbozilo, esta diferencia no importa. A continuación se des- 

criben brevemente estas reacciones. 

Método del Anhidrido Mixtos Se aprovecha para sintetizar uniones peptfdi

caz ( 18). El procedimiento de reaocí6n se lleva a cabo directamente oon

el haptono, y es haa logrado aooplar de 15 a 30 grupos haptínioos por - 
molécula de albúmina. Algunos eeteroidss y otras hormonas como la tiro - 

zina ( 19) han sido unidas por este prooedimiento, el cual se ilustra en

la figura 1. 1

Método de las Carbodiimidass Las carbodiimida@ son compuestos reciente- 

mente sintetizados ( 20921). Las carbodiímidas son capaces de acoplar mu- 

ohos tipos de grupo@ funoionales, inoluyendo ácidos carbozílioos, aminas, 
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Figura 1. 1 Procedimiento del ónhidrido Mixto. 

R - C - o + Ca3 ( Ca3 )CHCa - O- C- 0
OH

Ca3 ( CH 3 ) CHC132- 0- 9 -0
ÓH 2 61 0- 9- 0

R

H2H- Pr PH - 9. 5

CH3( CH3) CHCH2OH + RCHH - Pr + CO2

fosfatos, alcoholes, tioles, oto. ( 22, 23) oon la formación de amidas, - 

ésteres, y demás. El aooplamiento probablemente se produos al menos en

dos pasos, como es ilustra en la fig. 1. 2 , en donde se muestra la unión

de un hapteno a un soporte proteico en las reacciones A y B por medio de

un enlace amida. ( 23) 

figura 1. 2 Mecanismo portulado de enlace hapteno- proteína por medio de

oarbodiimida oomo agentes acopladores. ( 24) 

Protefsa- C- O + R - R - C - 1t - R' Proteica -C - OR - C - ME - a' 

óH , d

Derivado Ureido

Intermediario Proteína -9 -0 - C - MM ( indeseable) 

Postulado  0 NR' 

Hapteno-$ H2 Proteína-- 1QH- Hapteno

0

producto final

R- HH-- 1iH- R' 

agente acoplador

Adratado) 

Las oarbodiimidas pueden, adem[ s, unirse a grupos carboxilo y

por rearreglo, formar una urea establo R- sustituída. Esta adición al so- 

porte proteico puede dar lugar a la producción de antiouorpos dirigídos

contra estos grupos urefdos. Sin embargo, para minimizar las complicacio

nes de la formaoión de anticuerpos dirigidos contra urea. sustituidas, - 

se pueden usar dos tipos de carbodiimidas solubles en agua, cuyas fórmu- 

las se encuentran en la figura 1. 3
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Figura 1. 3 Fórmulas estructurales de dos carbodiimidas hidrosolubles. 

H* 

C2a5H- C- B- CH2- CH2CH2H- CH3 Cl - 

CE
3

1-

CH3
Clorhidrato de 1- etil- 3( 3- dimetil- aminopropil) oarbodiimida. 

Comercialmente " Btil CDI" ( Signa Laboratorios Ino.) 

Q-H- C- N- CH2CH21<20 pCH3C6H4303
CE

Reto- p- toluenculfonato de 1- cielohexil- 3-( 2- morfolinil-( 4)- etil) oarbo- 

diimida. Comercialmente " Morpho CDI~ ( Sigas Laboratories Ino.) 

Existen además otros tipos de carbodiimidas liposolubles, lo - 

cual proporoiona al método gran versatilidad. En la figura 1. 2, el lugar

de la protelma lo puede tomar el hapteno y visceversa. Este hecho es im- 

portante, pues de esta manera el hapteno puedo reaoeionar flor el grupo - 

carbozilo o el amino y además, el derivado ureído es forma entonces oon

el hapteno, y por tener un peso molecular bajo, puede separarse fácil - 

mente. El hapteno que haya reacoionado con la proteína de la manera de- 

seada, quedará unido a ésta, y en esta forma se facilita la separación

hapteno- ureído y oomplejo antígénico final proteína- hapteno. La separa+ 

ei6n e efectúa fáoilmente por medio de diálisis. 

Sin embargo, en muchos casos el derivado ureído no interfiere

para los fines del anticuerpo que se persigue, y basta oon miz. imizar su

formación por rearreglo controlando el pH de la reaoci6n. De esta manera

se obtienen mayores rendimientos ( 24). 

Bajo condiciones adecuadas, es puede obtener un anhidrido áoido

de la proteína, lo oual ea conveniente pues es 1: uede cristalizar y guar

dar para uso posterior. Esto equivale al primer paso de la reacei6n de

la figura 1. 3 El segundo paso se efectúa añadiendo el hapteno que s de- 

sea acoplar. Este prooedimiento se ilustra en la figura 1. 4

Un problema al usar este método es que las referencias en la

literatura son muy oontradiotorias respecto a las condiciones físicas

del acoplamiento ( 7, 17, 19924925928, 30, 33, 35, 38, 39, 40, 46), tales como - 

temperatura, tiempo de la reacción, pH al cual se debe llevar a cabo, y

las concentraciones de los reaetivos que intervienen. 
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Figura 1. 4 Formación del Anhidrido Aoido ( 25

H
Intermediario

R - N. 0 - N - R' + R - 9. 0 ------ --> R- P' Q- N- R' Postulado
OR / 0--9- R' ' 

i 0

R " - C• 0

OH
Derivado

I H ` H
Ureído

R" -

Ó-
O- R"+ R - N -

ó -
N - B' R - N- 4-R' 

Rs4- O (
indeseable) 

Anhidrido agiatas aooplador 0

oído hidratado

R y R' representan grupos alquile. R " - COOH puede ser la proteína o el

hapteno. Solamente el intermediario postulado y el anhídrido ¿ oído ( orio

talizable) reacoionan oon grupos amino para formar uniones peptfdioas. 

1. 2. 4 Haptenos oon Grupos Amino. 

Esta clase de haptenos puede subdividirse en hapteno* oon ami- 

nas aromáticas y aquellos con & minas alif¿tioas. 

En el oaso de las aminas aromáticas, el método más usado es la - 

diezoaci6n introducida por Landsteiner ( 9). En esta * les* es incluyen - 

también haptei.os con grupo nitro aromático, los cuales es pueden reduoir

a grupos ormino. 

Las aminas alif¿ticas pueden acoplaras utilizando earbodiimidas

ver seeei6n 1. 2. 3). Otro procedimiento consiste en convertirlas a p -ni- 

tre benzoilcloruro. Loa derivados amada pueden ser reduoidos por catáli- 

oía reductiva, o por otros procedimientos, al derivado p- aminobenzoioo, 

que puede ser unido a una proteína por diazoaci6n ( 9). Uno de los méto- 

dos más utilizados es el del glutaraldehído, un reactivo bifuncional que

forma bases de Schiff con grupos amino libres ( 26, 27). La reacol6n se

ilustra en la figura 1. 5

Figura 1. 5, Reacción de acoplamiento para aminas primarias ( glutaralde- 

hi doI_FºLlis: lQD fl cT@4 p4S 1i4St4P_F1 l̀noi ª 3Gi--------- 

H-¢-( CH2) 3C - H H H

R'- NH2 + R " - NH2 _ --- 0 - ---- 
1) R'- N-

H_(
CH2) 3

H.

N- R' 

2) R''_ N- 6-( CH2) 36 -N - R'' 

3) 
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De esta manera ea han acoplado iauchas substanoias, entre -- 

ellas Triyodotironina ( T3) por Pajad y ool. ( 28). Su principal problema

es la foramaci5n de dímeros y polímeros de protafna y hapteno, junto con

la formaoi6n del producto deseado. Otra deevyntaja respecto al método de

las carbodiimidas, es 14 formaoi6n de una base da Sohiff en lugar de un

enlace peptídiee el eual se sabe que es máá estable ir_ vis©. Esto ee im- 

portante Guando los haptenos acoplados son moléculas biológicamente acti

vas, que pueden ocasionar problamaa matab6licos en los animales que se - 

pretenda inmunizar. 

1. 2. 5 Aspaoificidad. 

Landoteiner astableeid, en sus estudios preliminares, que la - 

sapeoificidad del anticuerpo se dirige prinoipalmente a la porción del - 

hapteno más alejada del grupo funcional que lo une al soparte proteico. 

Este hecho debe tenerse en ouenta cuando se trata de obtener un antieuer

po altamente específico, para uso en determinaoione en fluídos del orgª

nismo que contienen otras substancias estructuralmente parecidas. X31 an- 

tígeno ideal será aquel en el que ninguno de los grupos estructuralmente

importantes del hapteno se encuentren unidos a la prot9ína, sino ezpues- 

toa. Una oadena de varios carbones entre el soporte y el hapteno también

conduoe a una mayor espeoifioidad ( 35)- 

1. 3 CEIMIA DE 8EL CCION DE LA NiMDOLOGIA. 

Cono ya se menotond anteriormente, al objeto de esta tams es

la preparación de un antígeno hapténico adecuado para obtener anticuerpo

contra las hormonas tiraideas triyodotironina y tetrayodotironina, las - 

cuales es derivan del aminoácido tirosina, con el cual compartan estruo- 

turas similares y solamente difieren en el ndmero de yodos que contienen. 

Aunque posteriormente trataremos más a fondo sus caractarleticas es por

razones de su estructura por lo que se decidió utilizar carbodiímidas - 

como agentes aeopladores. Su empleo ofrece varias ventajas& 

a) Simplicidad. ha un método directo, no requiera mucho material y los

reactivos ue pueden obtener comercialmente. 

b) Permita el acoplamiento por el grupo amino del haptano y el earbozilo

da la pro aína o viaoNversa. Este es un factor controlable para finas de

especificidad. 

e) Las desventajas en cuanto a la formaci5n de ureídos en nuestro oaso - 
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no son importantes por no taner astruoturas ralaoionadae que pudieran

cruzar con el anticuerpo formado. 

Como soporte proteioo se decidid emplear la tiroglobulina hu- 

mana por las siguientes razones& 

a) La facilidad de obtenerla en el laboratorio por fraccionamiento sali- 

no con sulfato de amonio del extracto tiroideo de glándulas obtenidas - 

post- mortes y posterior purificación por filtraoi6n moleoular en gel de

dextran.( 32) 

b). Su paso molecular de 660, 000 ( 29) que le confiere una antigenicidad

muy elevada. 

o) & a la protefaa " natural" d la que provienen las hormonas tiroideas. 

Por efecto de una proteasa, la T3 y la T4 aun liberadas de la proteína. 
De hecho, la protalna ya contiene T3 y T4 unidas de manera natural. Con

añadir otros grupos haptáníoos se espera dirigir la respuesta inmune en

la forma deseada. 

d) Skowsky y Fichar indican en su reporte ( 30) que la tiroglobulina es

espeoinlmente adecuada para inducir antigenieidad a moléoulas pequeñas. 

Indican además, que Chopra, Nelson y Solomon ( 48) obtuvieron buenos re- 

sultados al usar tiroglobulina, a diferencia del caso al usar albúmina

sériea bovina, en el oual no obtuvieron respuestaalguna. 

e) Normalmente, la tiroglobulina no es encumatra en la circulación, o - 

se encuentra en muy poca cantidad, lo cual es una ventaja sobra la albú- 

mina. Además, la tiroglobulina utilizada es humana, o sea de una especie

alejada respecto a los animales inmunizados. 

Por otra parte, un factor que motivó el empleo de este método - 

fue una experiencia previa con oarbodiimidas en el acoplamiento de gas - 

trina sintética con albúmina sériea bovina ( haptano- soporte respectiva - 

mente) para preparar un oomplejo que se usó como inmun6geno en otro estu

dio y que se describe en forma breve a continuación. 

1. 4 EXP&RIINCIA PREVIA 55 EL LABORATORIO DE LA CLINICA DE TIROIDES. 

La gastrina es una moléoula proteínico sintetizada en la cavidad

gástrica. Consta de 17 aminoácidos y tiene un peso molecular de 2500 dal
tona ( aprox.) ( 38). El fragmento active es uu pentapéptido de peso mole- 

cular 769. 7 . La gastrina empleada es obtuvo del equipo " daatrodiagnost" 

que se usa en la Clínica para estimular la seoreci6n de jugo gástrico; 
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su pra4entaoi6a es en ampolletas de 2 ml coa 0. 5 ag de pentagastrina. 

Como el volumen para tener 5. 5 mg da pentaaacstrina sería muj grande pa- 

ra la reacei6n' se liofiliz6 el contenido de la ampolleta por saparado

y el total se disolvi6 en N - N dimetilacetamida ( 0. 6 ml). El pH de esta

soluoi6n fue de 7. 4 ; a esta solución se añadieron 7. 32 mg de albúmina

sérica bovina disuelta en 0. 5 ml de amortiguador de fosfatos pH 7. 4 y

un exceso de agente aeoplador, el clorhidrato de 1- etil- 3( 3- dimetilami- 

nopropil) carbodiimida ( 100 mg) en 0. 6 al de xssortiguador de fosfatos pH

7. 4 0. 01 mol/ lt. 

La mezcla de reacción se agites a temperatura ambiente por un - 

lapso de 24 horas, tiempo durante el oual es vuelve ligeramente opalos - 

oente. El conjugado se dializó durante 72 horas contra una soluci6n 0. 15

mol/ 1. de NaCl, 0. 01 mol/ 1. de fosfatos, pH 7. 4; el amortiguador de diá- 

lisis se comparé a un original, preparado de la misma manora para reali- 

zar pruebas presuntivas qua evidandiaron la eficiencia de la unión. Se

ley¿ la abeorbanoia a 280 nm del amortiguador de diálisis antes y des - 

pués de realizada ésta. Conooiendo al ooafíciente de extinoi6n molar de

la pentagastrina ( 12 700), se puede oalcular la cantidad de pentagastri

na dializada y la diferencia representa la gastrina unida ( más un poco - 

de gastrina no unida y no dializada, dato que se obtiene de los oontro— 

les realizados sin agente aooplador). 

El rendimiento de la reacción por este método es oaloul6 en un

33. 8%, lo que representa la unión de 4. 34 moles de pentagastrina por mol

de albúmina. 

Esquema de inmunización: Se utilizó un conejo macho Nueva Zelaª

die, joven adulto de 3 Kg. Se inyect6 1 ml de este antígeno hapténico oa

da tres días por vía subcutánea en múltiples sitios en el lomo, emulsifí

cando el antígeno 1a1 en. adjuvante de P' reund completo por 18 días. Des - 

pués se continué el esquema con inoculaciones similares cada semana, y - 

al mes es aplicaron refuerzos cada mas. Después de cinco meses de inmuni

zaoi6n, el conejo present6 hipersensibilidad. En este punto, se sangró - 

totaloente al animal por punoi6L cardiaca, es separé el suero y se liofi

liz6. Este cuero presentó banda en prueba de difuaión de Ouohtarlony con

tra la solueida del conjugado, la albúmina sérica bovina y contra punta- 

gastrina solamante. 
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II. MATERIALES Y METODOS

2. 1 FUNDAM&NTO DEL ME20DO

El objetivo oonsists en obtener un antígeno artificial para - 

preparar un complejo antigénico y oon él inmw, izar animales de laborato- 

rio. Para ello, es necesario tomar en cuenta cuales son los factores ex- 

perimentales críticos del procedimiento y disertar además parámetros que

permitan determinar el rendimiento y efectividad del procedimiento em- 

pleado. 

m-

pleado. 

2. 1. 1 Separaoidn, Hendimiento y Purificación del Produoto Final Deseado. 

Nuestro* haptenoa, es decir, la T3 y la T4, tienen pesos molsou

lares respectivamente de 673. 0 y 798. 9 daltona como sales sádicas ( 29). 

El soporte proteico que se decidid emplear es la tiroglobulina humana - 

660 000 daltons, aproz.) ( 32) por razones ya oonooidas. El método de - 

elecoi6n para separar substanoias de estos pesos moleculares tan dife - 

rentes es desde luego, la diálisis. A su vez, este método proporciona la

ventaja de separar el producto final de los haptenoa libres, que son dia

lizables, pues los haptenos unidos al soporte proteioo no lo- son. El - 

agente acoplador que se utiliza es el clorhidrato de 1- etil- 3( 3- dimetil

aminopropil) oarbodiimida, cuyas propiedades se han disoutido anterior - 

mente. El peso molecular de cate oompuasto e 191. 5 ( 24), lo oual lo ha- 

oe fácilmente dializable. Esto nos permite eliminar además del ezoeso de

hapteno que no reacciona, el agente acoplador, lo oual es necesario para

terminar la reacoidn, y proporciona de esta manera el produoto final pu- 

rificado. 

Las oondiciones del método haosn neoesario oonocer las oaraete- 

rísticas técnicas de la membrana de diálisis. La empleada para sayos - 

experimentos tiene un límite de peso molecular dializable de 14 000 dal - 

tono. Además de tener en cuanta este dato, daben correrse controlas de - 

varios tipos o Control del soporte proteioo y de hapteno sin catalizador

equivale al " daño" o unidn inespecífioa) y un control de hapteno sola

mente. hn ambos caeos teóricamente debe dializar todo el hapteno. 

Para determinar al rendimiento de la reacoi6n, el método más - 

exacto y conveniente para el laboratorio de la Clínica de Tiroides es el

usar una dilución isot6pioa del hapteno, ya qua así, midiendo la radioac

tividad de la mezcla de reaceidn, se puede obtener una proporoi6n porcan



21- 

tual oon respeote a la radioactividad total utilizada, lo cual nos da - 
directamente el `Jb de unión de una oantidad conocida del hapteno ( véase

apéndice 1). 

Las caracterlatioas ganerales de una dilución isotópica son: -- 

Se oompone de una porción mínima ( en masa) de una substanoia químicamen- 

te pura, marcada radiosotivamente ( con algdn isótopo radiosotivo). Tiene

además, una ooncentraoi6n oorocida en masa de la misma substancia quími- 

camente pura no marcada. El oomportamiento de la substancia marcada y la
no marcada es químicamente idéntico. El comportamiento biológico es tam- 

bién igual. 

Sobre estas bases, se pueden mantener constantes unas varia - 

ble mientras se estudian otras. Como ya es ha mencionado, las variables

por estudiar son la temperatura, el pH, la ooncentraoi6n de hapteno y el

tiempo de rea0ci6n. 

2. 1. 2 Equipo: 

En el presente caso, el equipo es relativamente oomplioado de- 

bido a la neoesidad de usar radioactividad. Sin embargo no represent6 - 

ningdn problema para el desarrollo experimental debido a que el sitio de
trabajo oontaba ya oon todo lo indispensable. 

Potencidmetro: Es neoesario oonocer el pH de la mezcla de reaeoión, por

ello se requiere un potenciómetro de preferencia con un mieroelectrodo - 

integrado, que incorpora el electrodo de referencia y el indicador en

uno solo. 

Inoubador con agitaoi6n: Se precisa contar con un incubador del tipo - 

Dubonof" que permite regular y mantener estable en un intervalo deteroki

nado la temperatura y la agítaci6n de la mezcla de reacción. 
Agitador " Vortex" : Necesario para la agitaoi6n homogénea. 

Contador de Centelleo para Radiaciones Gamma: Este es sin duda el equi - 

po más sofisticado que requiere la presente técnica. Tiene un cristal de

yoduro de sodio activado por lo general oon yoduro, de talio ( 36) y que - 

presenta un orificio central por el cual se introduce la muestra. ion es- 

ta forma e logra un máximo de eficiencia en el tonteo por razones de - 
geometríc. 

Agitadores llagnéticoa : Para efectuar la diálisis. 

2. 1. 3 Material. 
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Material de vidrierías Se requiere de pequedo volumen. Tubos de ensayo

de 13 x 100 son adecuados. No es necesita de nir.gdn requisito en cape - 

cial, a no ser el contar con personal adiestrado en el levado de mate - 

rial radioactivo. Se usan además micropipetae, y vamos de precipitado - 

de tamaño grande ( 1000 mal). En realidad el laboratorio oonvenoional cuan

ta con todo lo indispensable. 

Tubo de diálisis: Se prefiere de 2. 5 cm de diámetro; en oada muestra se

usan tramos de 5 cm. 

2. 1. 4 Reactivo. : 

Clorhidrato de 1- etil- 3( 3- dimetilaminopropil) carbodiimida; obtenida de

laboratorios Signa ( USA). 

3, 5, 3' Triyodotironina en sal s6dica Sigma ( USA). 

3, 5, 3', 5' Tetraycdotironira en sal s6dica, Signa ( USA). 

N - N dimstilformanida oomo solvente orgánico para la T3 y la T4 obtenida

de Laboratorios Merck. 

Fosfato Monobásioo de Potasio ( Merck). 

Fosfato Dibásico de Potasio ( Merck). 

Cloruro de Sodio Q. P. ( Baker). 

Hidróxido de Sodio ( Merck). 

Acido Acético ( Baker). 

Reactivos Radioactivos s

Triomet ( 1251- T3) Abbott. 

Tetremet ( 1X51 - T4) Abbott. 

Reactivo Biol6Rioos. 

Tiroglobulina Humana: Obtenida en el laboratorio de la Clínica de Tiroi- 

des por Mora, R.( 32), por técnicas de precipitación salina y filtraci6n - 

molecular por Sephadex G- 200. El material es extrajo a partir de glándu- 

las tiroides humanas obtenidas por necropsias, las cuales fueron propor- 

cionadas por el Departamento de Patología del I. N. N. 

2. 2 DISCRIPCION GENERAL DE LA TFCNICA. 

1) Se pesan las cantidades deseadas de soporte proteico y agente acopla- 

dor y se disuelven en un volumen conocido de soluoi6n salina imotónica - 
amortiguada al pH que se desea estudiar. Para ajustar el pE es puede ha- 

cer con ácido acético al 3%, debido a que el pH sin ajustar es alcalino. 

2) Para preparar la diluci6n isotópica se calcula un volumen de hormona
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marcada para ajustar a unos 2500 pg. (+ 10 microlitres). Se añade a 1. 0

ml de N - N dime ti1formamáda. Se pesa la cantidad deseada de hapteno  

frio"( sia marca) y se solubiliza también. Esta soluci6n se protege de

la luz. 

3) Se fija la temperatura del baño incubador a la que se desea llevar a

cabo la reacoi6n, y se prooede a arhadir la soluci6n del hapteno a la de

soporte -catalizador, gota a gota, agitando en el Vortex después de cada

gota. Cuando se termina dicha operación ; ac ajusta rápidamente el pH que

se deoea estudiar y la mezcla de reanoi6n, ,:* oolooa en el baño inouba - 

dor con agitaci6n. Nuevamente es puede ajustar el pH oon áoido acétioo

al 3%. Se protege la mezcla de reacción de la luz, debido a la fotosen- 

sibilidad del intermediario ( 24). 

4) El tiempo de iLoubaci6a depende del estudio que se esté llevando a - 

cabo. 

5) Al terminar el tiempo de incubación se transfiere le mezola de reao - 

ci6n a un tubo de diálisis, y e dializa exhaustivamente contra soluoi6n

salina amortiguada al mismo pE de la mezcla de reacción. Dializar " ex - 

haustivamente" implica realizar el prooeso al menos durante 24 horas, - 

contra un volumen al menos 100 veces mayor que la mezcla de reacoi6n. 

6) Se separa la bolsa de diálisis que contiene la mezcla de reacción del

amortiguador de diálisis, y se ouenta el contenido de radioactividad en

ambos compartimientos. Para esto, como ya es ha menoionado, se ha utili- 

zado una diluai6n isot6pica del hapteno. La comparación del contenido de

radioactividad de la mezcla de reacoi6n oon el liquido exterior de diáli

sis nos da un valor en % de hormona inoorporada al soporte proteico, y - 

de hormona libre, lo cual e grafioa contra la condici6n física estudia- 

da. ( véase apéndice 1). 

7) Se repite el experimento un número de veces adsouado dependiendo de - 

los valores que se obtengan; i ésto• son bastante constantes, pooas ve- 

ces bastan, pero si varían mucho, se repiten más veces para tener ua va- 

lor estadístioo significativo. Los resultados y aun interpretaciones se

discuten en el capitulo de resultados. 

2. 2. 1 Métodos Opcionales. 

El problema fundamental de la presente técnioa reside en deter

minar de manera confiable la cantidad de hapteno unido al soporte protei
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eo, le que sigaifica dispoaer o diseñar un método que permita detestar

pequeñas eaatidadea de hapteno en el amortiguador de diálisis, ya que - 

geaeralmente ce requiere detectar miligramos de éste en 250 ml ( o más) 

de amortiguador de diálisis. 

Es claro que el método presentado anteriormente usando radioacti

vidad es con mucho el más confiable, pero en el caso de no disponer del

hapteno marcado o bina tic contar con las facilidades de trabajo de isó- 

topos radioactivos, se deben considerar métodos opcionales oomo son& 

Espectrofotométricot Por este método se puede determinar la concentra - 

oi6n de las hormonas tiroideas T3 y T4 a longitudes de onda de 319 y 333
nm respectivamente ( 34). Este es el método de elección cuando no se dis- 

pone del equipo indispensable para efectuar el estudio por medio de ra - 

dioaotividad. El tratamiento estadístico a partir de este momento es si- 

milar. 

Cuantifioaci6n del contenido de yodo. Este método es poco sensible, por

lo que es haría necesario concentrar las hormonas en el líquido de diáli

sis, lo que puede realizarse por cromatografía por exclusión molecular o

bien por cromatografía de afinidad. Después se procedería a determinar - 

el oontenido de yodo. 3ste método tiene muchos problemas, por lo tardado

de la técnica y sobretodo por lo poco oonfiable de los datos obtenidos. 

2. 3 PROTOCOLOS áXPERIYEX'2ALisS. 

1) En todos los experimentos es utilizaron oantidades oonstantes de so - 

porte proteico y de agente acoplador. Las cantidades que se pesan de ti- 

roglobulina son de 10 mg y se haoen reaccionar con 30 mg de etil carbo - 

diimida, disolviéndose en 1. 5 ml de solucíén salina pH 5. 6 . No es re - 

quiera un sistema amortiguador especial por las propiedades amortiguado- 

ras de la tiroglobulina. Poetariormante ajustaremos el pH a la mezcla de

reacción. De esta manara se empieza a llevar a cabo el primar paso de la

reacoi6n de acoplamiento al activar al catalizador los frupos carboxilo

expuastos de la tiroglobulina formándose el intermediario postulado. 

2) Se pesan las cantidades por estudiar del hapteno, el cual es solubi - 

liza en 1. 0 m1 de N- N dimetilformamida ( ver preparaci6n do la dilución

ieot6pica sacoi6n 2. 2) -, as cantidades estudiadas de T, fueron 3. 62 ag , 

8. 15 mg, 16. 315 mg y 32. 62 mg. 

3) En esta caso y en los restantes se fijó por- onvuniancia la tempera - 
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tura del baño incubador a 25° C, el pH se ajust6 a 5. 6 según un reporte

previo ( 39), y el tiempo da incubación fue de 24 horas con ajitaci6n - 

continua. 

4) Despuée de este tiempo da incubaci6n las muestras, cada una por du - 

plicado, se dia. izan contra 250 ml de amortiguador de fosfatos 0. 01 - 

mol/ l, pH 5. 6 en soluoi6n salina isot6nisa, guardando los amortiguado - 

rea da diálisis de cada baño. El tiampo de diálisis se fijó oon ezperi

montos previos oon diluei6n isotópica del haptano ezolusivamente y se en

oontr6 suficiente un tiempo de 24 horas. 

5) Se cuenta la radioactividad y se miden y grafican los resultados. 

2. 3. 1 Observacionos Espaciales Sobre Cada Curva. 

Triyodotironina: 

1) Curva de c,) noentraci6n: Temperatura de 25° C, pH de 5. 6, Tiempo de in- 

cubaci6n da 24 horas ( se ensayaron 3. 26 mg, 8. 15 ag, 16. 315 mg, y 24. 47

mg de T3). 
2) Curva da Tiempo: Tetaperatura de 25° C, pH de 5. 6, coneentraci6n del - 

hapteno de 16. 315 mg. 

3) Curva de pH: Temperatura de 25° C, Tiempo de incubación de 3019 eoneen

traci6n del haptano de 16. 315 ag. 

4) Curva de Temperatura : Conoentraci6n dal haptano de 16. 315 mg, Tiempo

de inoubaei6n de 30' y pH de 5. 6

En todo el estudio de la cinética del acoplamiento TgH- T3, se

utilizaron cantidades oonatantos de tiroglobulina humana ( 10 mg) y de - 

agente aooplador etil carbodiimida ( 30 mg). 

5) dfecto del agente acopladort Concentraoi6n de haptano de 16. 315 mgr - 

Tiempo de inoubaei6n de 30', Temperatura de 25° C, pH de 5. 6 . Concentra- 

ciones de agente acoplador ensayadas de 3 mg a 30 mg. 

Tetrayodotironina t

1') Curva de Concentraoi6n : Temperatura de 45° C, pH de 5. 6, Tiampo de

inoubaei6n de 30', conoantraeiones de T4 ensayadas de 3 a 25 M9- 
2') Curva de Tiempo t Temperatura de 45°(;, pH de 5. 6, Concentraoi6n del

haptano da 10 mg. 

3') Curva de pHt Temperatura de 45° C, Concentraoi6n del hapteno 10 ag, - 

Tiempo de incubación de 30'. 

4') Curva de T- mperatura: Concetitraci6n del haptano de 10 mg, Tiempo de - 
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inoubaci6a de 30', pH de 5. 6

En todo el estudio de la cinética de acoplamiento TgH- T4, ee

utilizaron cantidades constantes de tiroglobuliaa humana ( 10 mg) y de

agente aooplador etil oarbodiimida ( 30 ag). 

5') Sfecto del agente acopladors Concentraoi6n del hapteno 10 iag, pH de

5. 6, Temperatura de 45° C, Tiempo de i. cubaci3n de 30'. Concentraciones

del agente aooplador estudiadas de 2. 4 a 25 mg. 

xcepei6n hecha de las ourvas del a3ante aooplador que se rea- 

lizaron al final, se siguió ente orden an la metodología, empleando oon- 

oantracionee c-)nstantes de tiroglobulina y agenta acoplados porque no - 

con unos reaotivos tan difíciles de conseguir en oomparaoidn con los ha£ 

tonos. Por ello, es consideró aprovechar al máximo las hormonas prinoi - 

palmente. La ooneentraciin dei soporte protaioo, 10 mg, se eligi6 por - 

ser similar a la ooncentraoión molar de albúmina sérica bovina que se - 

emplea oomúnmente en estos casos. El hecho de usar 30 mg de agente aco - 

plador fue siguiendo un criterio de usar un exceso. 

2. 4 CRITsRIOS DE CONTROL. 

Una vez realizada la optimizaei6n de la rsaooá6n, tenemos un - 

producto del cual debemos saber su composioidn y estabilidad. Un pro

blema que se debe conocer as la posible formación de complejos poli -hap
tínicos ( 33, 35). Para ello, es incuba el hapteno aun el agente aoopla - 

dor ( cantidades óptimas enoontradas) para determinar el es posible for - 

mar un " poli -aminoácido" que no sea dializable. Se empleó el tubo de di¿ 

lisia utilizado en los otros experimentos, de limite de poro de 14 000

daltons. 

Otro experimento útil se oorrer cromatografía en capa fina, pa

ra lo que se necesita para el sistema de aminoáoidos en el presente tra- 

bajos

Butanol

Aostato de etilo

Acido acétioo

Revelador Ninhidrina

B1 único matarial necesario es una cámara de cromatografla, y

un atomizador para el revelador. Las placas de oromatografía se pueden

obtener oomereialmente ( Kodak), de preferencia sin indicador fluoresoen- 
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te para poder deteotar manohas bajo luz ultravioleta. 

2. 4. 1 Estabilidad del Producto Obtenido. 

Se estudia la estabilidad debido a que los hapteros aqui utili- 

zados son hormonas tiroideas, y como tales, biológicamente activas. Su - 

concentraoi6n en el suaro de mamíferos determina tres estados: hiperti - 

roidisme, eutiroidismo e hipotiroidismo ( 29, 43). Es comprensible enton - 

coe que la importancia que tiene la estabilidad del complejo " in vivo". 

Aun pequeñas cantidades liberadas del complejo son capaces de causar pro

blemas metab6: ioos al animal que es utiliza para inmunización. ( 44) De - 

aquí que Be haya considerado pertinente efeotuar los siguientes ezperi - 
mentoss

1) Estabilidad del oomple_io con el tiempo. Se estudia la estabilidad del

complejo por medio de diálisis a intervalos de 3 días estimando la canta

dad de radioaotividad liberada por éste, haciendo la oorrecoi6s adeoua- 

da respecto a la vida media del isótopo utilizado( 1251) ouya actividad - 

es encuentra en la figura 2. 4. 1s

Figurª 2- 4_ 1 eEstado de Actividad del ir6_to_o_ 1251 oon ªl ti#mo___-
r-_ 

Dia* transcurrido* _—Actividad_ ---- Dfas transcurridos Actividad

0 100% 33 68. 3% 

3 96. 6% 36 66. 0% 

6 93. 3% 39 63. 7% 

9 90. 196 42 61. 6% 

12 87. 1% 45 59. 5% 

15 84. 1% 48 57. 4% 
18 81. 2% 51 55. 5% 
21 78- 5% 54 53. 6% 

24 75. 8% 57 51. 8% 

27 72. 4% 59 50. 6% 

30 70. 7% 60 50. 0% 

2) Ebtabilidad del Oomplejo en Condicionas 2imuladas " i vivo". Comple

jos antigénioo obtenidos bajo condicionºs óptimas de rendimiento me in- cubaa
una semana en suero de conejo normal ( no inmunizado), pH 7.2, ve - lumen

10 (suero da oonajo: com: iejo antigénioo) en presencia de un exce- so

de ANS ( ácido amino naftol sulf6nico) como bloqueador de las protef a
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nas transportadoras de T3 y T4 presentes en el suero del conejo. Concen
traci6n de ANS de 10 mg/ ml. ( 28) Se añade 4orá,o conservador timerosal al
0. 1% 

y se incuba a 37° C, Al cabo de una semana me dializa eshauativamen— 
te contra amortiguador de fosfatos 0. 01 mol/ 1 pH 7. 2 Se inouba una sema— 
na por considerar un tiempo sufioiante para que aotden loa maor6fagos
sobre el antfgaro. 

3) & atabíiidad del Compls-jo Láofílizadot El complejo obtenido de experi— 
mentos realizados bajo oondicíonsa de óptimo rendimiento se liofiliza, y
se incuba posteriormente de ser reconstituido en solución salina en oon— 
dieiones idéntioas al experimento anterior " in vivo". 

Reactivos para los experimentos de estabilidads

Complejos antigénioos obtenidos bajo condioiones 6ptimas. 
Suero de conejo normal. 

ávido amino naftalen sulf6nioo. 
timarosal ( merthiolate). 

fosfato monobásico de potasio. 

fosfato dibásico de potasio. 

Material requerido¡ 

El de vidrio descrito anteriormente. 
agitadores magnétiooa. 

termómetro y parrilla eléctrioa. 

liofilizadora. 

contador de centelleo para radiaoionsa gamma. 
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III. RESULTADOS

3. 1 CUNSIDitiRACIOi
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la eficiencia del aparato sea constante. 

c) Límite de Detección del Aparatc. Esta se calcula estimativamente como

el dobla de la rauioactividad de" fondo" del aparato, o sea, la radioacti

vidad del ambiente cuando el aparato cuenta vacío. Por ello, cuando en - 

un experimento la radioactividad e muy baja ( caso que es podría presen- 

tar al contar alíouotas del amortiguador de diálisis), un s6lo oonteo no

se puede tomar co! o dato fidedigno, y exige que se repita mínimo 4 veoem

Todos los datos que componen las curvas cumplen con estos requisitos. 

3.

11
ACOPLAMIbNTO DE LA TRIYODOTIRONINA. 

Todos los experimentos de la cinética de acoplamiento de tri - 

yodotironina a tiroglobulina humana tienen las siguientes característi - 

caz comunes: 

a) Todos ellos fueron ocntadoe en el miomo aparato y bajo oondiciones - 

idántioas. 

b) Loe reactivos químicos y biológicos fueron de un mismo lote. 

e) Como la hormona marcada ( 1251- T3) tiene una vida media de 4; días, se

utilizaron lotes diferentes de la hormona para la dilución isot6pioa. En

la curva de concentrací6n y en la de tiempo, se empleó hormona de un mis

no lote ( ao. específica 253 uCí%ug). En la ourva de pH y en la de temp* 

ratura se utilizó otro lote ( se. específica 225 uCi%ug). 

3. 2. 1 Coneentraci6n de T3 y Rendimiento de la Reacción. 
Las oantidades de T3 ensayadas fueron 3. 26 mg, 8. 15 mg, 16. 31

og y 24. 47 mg que en radio molar representan 32098001 1600 y 2400 moles

por sol de tiroglobulina, respectivamente, basadas en el peso molecular

de la T3 coi:;c sal abdica de 673. 0 y de 660 000 para la tiroglobulina - 
humana. 

li, la tabla 3. 2. 1 es han agrupado los resultados observados - 

para cada concentración de hapteno ensayada. Cada observaoi6n fue reali- 

zada por du: lieado y se realizaron un total de 6 experimentos para cada

concentración. 

Utilizando los promedios 2 d. e. se puede construir una gráfi- 

ca en la que se representa el efecto que ejerce sobre el rendimiento de

la reacción el incrementar le eoncentraci6n de hapteuo ( figura 3. 2. 1) La

curva exhibe una meseta lo cual sugiere saturación de la proteína, es de
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Tabla 3. 2. 1 : Concentración_de T3 y Rendimiento de la -Reacción. 
Cono_ T3( mg)- - 

3. 26

1 Rendimiento _ z_ _ _ _ a _ _ _ 2@

32. 97% 32. 31% _ 2. 90 5. 80

29. 3% 

33. 1% 

31. 4% 

37. 3% 

29. 8% 

8. 15 52. 49% 50. 42% + 2. 1 4. 2

48. 3% 

48. 45% 

49. 6% 

53. 3% 

50. 4% 

63. 99% 16. 315 6 3. 99% ± 1. 49 2. 98

64. 90% 

65. 23ó

61. 93% 

62. 99% 

63. 96% 

24. 472 - - 63. 36% - - 63. 66% ± 11,46 2. 92

62. 97% 

64. 39% 

66. 30% 

62. 10% 

62. 66% 
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cir, el rendimiento de la reacoi6n parsoe no aumentar bajo las oondicio- 

nes analizadas más allá de cierto límite. Sin embargo, ello no quiere de

cir que la reacoi6n termine. Un análisis a fondo de este fenómeno, que - 

sin duda es el mía interesante de todo el estudio se encuentra en el os- 

pítalo de disousi6n. 

3. 2. 2 Tiempo de incubación y Rendimiento de la Res^ ci6n. 

El interés por determiLar el efecto de esta variable deriva - 

esencialmente de que la mayoría de los trabaos publicados ( 33, 7, 38) em- 

plean tiempos de r. scoión hasta de 24 horas, mientras que la publicación

original sobre el método sugiere que un tiempo de incubeci6n de 30 minu- 

tos es suficiente ( 24). 

Se estudió el tiempo de incubación utilizando la concentración

de T3 de 16. 31 mg, pues es el punto que sugiere una meseta del rendimien

to. La temperatura se mantuvo fija a 25° C y el pE a 5. 6; loe tiempos de

inoubaoi6n analízados fueron : 15, 30, 60 y 120 minutos. Los( btos de la

reacción a la* 24 horas se tomaron de la curva de concentración ( Tabla

3. 2. 1.) por tener las mismas condiciones experimentales para una oonoen- 

tracidn de 16. 31 ¡ ag de T3. 
En la tabla 3. 2. 2. se han agrupado los resultados obtenidos de

la influencia del tiempo de incubación en el rendimiento de la reacción. 

Cada observación fue realizada por duplicado y el total de experimentos

realizados fue 6 para oada tiempo de inoubaci6n ensayado ( pag. 34) 

Se observa claramente en la figura 3. 2. 2. que ilustra la irá

fluenoia del tiempo de inoubaoi6n sobre el rendimiento de la reacción, - 

que después de 30 minutos de inoubaci6n el rendimiento virtualmente no - 

aumenta, disminuyendo dnicamente la desviación estándar por pequeño mar- 

gen. Este resultado implica que basta oon 30 minutos de inoubaci6n oomo

recomienda la primera referencia publicada de este método de aooplamien- 

to ( 24). 

3. 2. 3. Efecto del pE en el Rendimiento de la Reacción. 

Pare analizar el efeoto del pE sobre el rendimiento de la rr,ac

ci6n, se utilizaron en todos loe experimentos las variables óptimas en - 

contradas basta. ahora. Es decir, le concentración de hapteno fue de 16. 3

mg, el tiempo de reacción fue de 30 minutos y la temperatura se mantuvo

a 25° C. Los valores de pE de la reacción se estudiaron de 5. 0 a 8. 4; e 
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Tabla 3. 2. 2. Tiempo de- Inoubaoi6n Y Rendímiento de - la Reaoai6n- TjgH= T3
Tiempo Rendimiente z s 2a

15 minuto• 37. 33% 39. 88% + 1. 91 3. 82

42. 50% 

41. 30% 

40. 50% 

38. 30á

39. 40% 

30 minutos 62. 18% 62. 28% t 2. 07 4. 14

60. 30% 

64. 30% 

65. 20% 

60. 22% 

61. 5% 

60 -minutos - 55. 87% 58. 42596 ± 1. 93 3. 86

57. 63% 

58. 49% 

59. 63% 

57. 49% 

61. 44% 

120 minutos 64. 98% - - - 63. 99% + 3. 68 7. 36- - - 

60. 55% 

67. 33` 

58. 30% 

66. 45% 

66. 33% 



00% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0

s1 ____ I n n m. ---- — T_.. _.. 1.. ..i 0- .. A- 1. D---- 4dw rM. II_ T Í -- Ai. i 0- 

Tiempo kminutos). 



36 - 

Tabla 1. 2. 3 _ Efecto del pH en el_Rendimiento de is Reaooi6n TgH—T3. 
PH Rendimiento z s 2e

5. 0 So. 7o96 54. So9á 4. 04 8. 08

54. 76% 

53. 45% 

60. 30% 

55 64. 67 64. 6996 1. 7T 3. 54

65. 30

66. 50% 

62. 30% 

3. 136. 2 76

657. 
60. 5 2. 88

20% 

59. 05% 

62. 73% 

7. 2 40. 10% 40. 23% 2. 75 5. 5

36. 40% 

41- 90% 

42- 50% 

1. 9796---- 36. 92968. 4 4 3. 46 6. 9 

35. 20

36. 20% 

34- 30% 
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uy imyortante ajustar el pH de la reacoi6n con cuidado ya que el punto - 

isosléctrico de la tiroglobulina humana es de 4. 74 ( 32). 

Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 3. 2. 3 y se - 

encuentran en la tabla 3. 2. 3; en este caso el número de experimentos rea

limados para cada valor de pH ( cada uno por duplicado) fue de cuatro. La

curva no recuerda una actividad enzimática en funcl6n del pH. Es claro

que el óptimo do la reacoi6n es a pH 5. 6

3. 2. 4. Temperatura y Rendimiento de la Reacoá6u. 

Para estudiar esta variable, oe decidió utilizar intervalos en- 

tre los 40 y loe 45° C, pues a temperaturas mayores es corre el riesgo de

desnaturalizar la proteína. Se usaron las mismas condiciones, oon pH de

5. 6; la tabla 3. 2. 4 muestra los resultados obtenidos. 

En la gráfíoa obtenida al grafioar loa resultados ( figura 3. 2. 

4.) se observa que el inoremente de la temperatura aumenta el rendimien- 

te de la reacoi6n, fen6meao que de nueva cuenta nos recuerda una activi- 

dad enzimátioa como se ilustran en funoi6n de la temperatura. 

3. 2. 5 Concentración de átil Carbodiimida y Rendimiento de la Reacoi6n. 
De aouerdo a loe informe• publicados ( 33, 7, 38, 39) todas las - 

reacciones de acoplamiento hapteno- Tgh anteriores se realizaron utilizaª

do 30 mg de etil carbodiimida; sin embargo, ea muy importante para con: r

servar reactivos y economizar en el proceso conocer la ooncentracibn mí- 

nima necesaria de carbodiiaiida son la cual se lleva a cabo la reacoi6n. 

El agente acoplador es el clorhidrato de 1- etil-3( 3- dimetilaminopropil) 

carbodiimida, que tiene un peso molsoular de 191. 5 ( 24); eso quiere de - 

cir que podemos calcular y expresar la concentraci6n ensayada en moles

de agente acoplador por vol de hapteno, por esta razón se decidió deter- 

minar que influencia tiene un exceso en la reacoi6n. 

Las cantidades de carbodiimida estudiadas fueron 2. 4 mg, 12 mg, 

24 mg y 36 mg, donde las relnoiones molares carbodiimidar hapteno son - 
111, 5: 1, 1011, y 15: 1 respeotivamente. Todas las curvas se realizaron

bajo las siguientes condioioness

a) Para Triyodotironina, 16. 31 mg. 

b) pH 5. 6

c) Temperatura 45° C. 

d) Tiempo de incubación de 30 minutos. 
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Tabla 3. 2. 4. Tomperatura y Rendimiaato da la Reaosida TgH- T3. 
Téiiperstura (° C)-- R_andimianto_ z _ - - a_ 2e- - - - - 

4° C 62. 43% 61. 26% + 2. 68 5. 36

60. 13% 

58. 20% 

64. 30% 

2-------- 5C 58. 97% 63. 22% + 2. 97 5. 94

63. 71% 

64. 39% 

65. 82% 

37° C 73. 97% 70. 6% + 2. 27 4. 54

69. 869E

68. 169E

70. 87% 

45° C 68. 93% 72. 98% 1 2. 87 5. 74

74. 59% 

75- 38% 

73. 03% 
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Tabla 3. 2. 5. Coaoeatración de Etil Cgrbodiiaida y el Rendimiento de la

ReaooiónTgH- T3. --- -------------- 
mg carbodiimida

Rendimiento z  2e

2. 4 23. 4% 22. 85% + 1. 23 ± 2. 46

22. 9% 

21. 6% 

23. 5% 

1 71. 3962 7308% ± 1. 8 ± 3. 6

73. 4% 

73. 3% 

74. 3% 

2-------- 70. 5% 4 72. 23% ± 2. 03 ± 4. 06

72• 8% 

73. 4% 

72. 2% 

36------- 72. 54 72. 396--± 2. 65 5. 30

71. 3% 

75. 1% 

70. 3% 
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Los resultados de estos experimentos se muestran en la tabla

3. 2. 5; se observa que la reacoión alcanza una meseta rápidamente y que

probablemente lo cantidad de agente acoplador suficiente para el óptimo

de la reacción se encuentra entre loa 2. 4 y 12 mg. De la curva ( figura

3. 2. 5.) se puede extrapolar una valor aproximado de una relaoi6n molar

391 ( carbodiimida9hapteno), esto es, 7. 2 ag. Sin embargo es importante - 

seRalar que independientemente de determinar que punto es el exacto, es - 

más importante conocer ql efecto sobre. la resoci6n ( o más ezaotamente

sobre el soporte proteioo) el exceso de oarbodiimida ( ver secoi6n 1. 2. 3.) 

Este posible efecto se discute en el pr6ximo capitulo. 

3. 3 ACOPLAMIENTO DE LA TETRAYODOTIRONINA. 

Todas las ourvas de estudio de la ciaática del acoplamiento de

la T4 a la TgH tienen las siguieates características* 

a) Realizadas con datos obtenidos del mismo contador de oentelleo. 

b) Se utiliz6 la hormona marcada ( 1251- T4) ( Tatramet, Abbott) que tiene

una vida dtil de 45 días ( act. especifica 239 uCi/ ug) y que alcanz6 para

realizar todos los estudios. 

c) Tídos les reaotivos químicos y biol6gicos fueron de un mismo lote. 

Debido a los experimentos realizados oon T3 y por tratarse de
moláoulas muy parecidas, se creyó conveniente que al fijar ofertas varia

bles para estudiar otra, aquellas se fijaran conforme al óptimo encontrª

do en el oaao de la T3. 
3. 3. 1 Concentración de T4 y el Rendimiento de la Reacoión. 

Para estudiar las concentraciones de T4, se decidió 16gicamen- 

te comparar el punto de la meseta de la curva de T3 ( en equivalentes mo- 

lares) que es de 2. 42 x l05 moles, y que para el peso molecular de la - 

T4 es de 798. 9 ( 40) y recult6 de 9

798. 9 g---------- 1 mol

x g _ - 2. 42 x 10 5 moles

x - 19. 66 mg ( para comodidad de trabajo se uti- 

lizaron 20 mg) y sus divisiones* 3, 5, 7, 9, 10, 15, 20 y 25 mg. Las demás con

diciones rijas fueron 9 Tiempo de incubaoíón de 30 miriutoe, pH de 5. 6, 

y temperatura de 45° C; la tabla 3. 3. 1 muestra los resultados obtenidos. 

Cada observación se realiz6 por duplicado y se realizaron en total 6 ex- 
perimentos para cada co, centración. Como se aprecia en la figura 3. 3. 1 - 
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Tabla 3. 3. 1. Coaceatración de T4 y el Rendimiento de la Reaceidn. 
Cono. 1', ( ag) Rendimiento s 2a

3. 00 48. 0% 

z

48. 58% 2. 19 + 4. 38

49. 3% 

51. 6% 

50. 2% 

46. 3% 

46. o8% 

5. 00 64. 5396 65. 0896 3. 8 - - - - 1. 9

67. 50% 

66. 90% 

63. 42% 

62. 65% 

65. 48% 

7. 00 76. 97% 76. 07% 2. 47 ± 4. 94

74. 60% 

73. 58% 

73. 60% 

78. 90% 

78. 78% 

9. 00 77. 6696 79. 88% 1. 69 + 3. 38

79. 30% 

80. 50% 

82. 35% 

78. 60% 

80. 87% 

10. 00 85. 3% 84. 1096 1. 76 + 3. 52

83. 6% 

82. 3% 

86. 3% 

85. 5% 

82. 14% 
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Tabla 3. 3. 1 ( Continuación). 

Cono. T4 ( mg) % Rendimiento • 2 

15. 00 80. 5% 81. 98% + 1. 77 + 3. 54

79. 3% 

81. 8% 

83. 6% 

83. 2% 

83. 48% 

20. 00 83. 60; 87. 36% 3. 04 + 6. 08

83. 30% 

89. 30% 

89. 5

89. 65% 

88. 81% 

86. 1096 ± 2. 51 ± 5. 0225. 00 85. 30% 

87. 8o% 

84. 30; 

82. 60% 

89. 50% 

87. 10% 
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el rendimiento presenta una meseta a la concentracién de 10 mg, ya que

después de este valor el rendimiento no aumenta. 

3. 3. 2. ' Tiempo de Incubación y Ratidimianto de la Reaecí6n. 

Para determinar el tiempo óptimo de inoubaci6n se procedió a - 

ensayar 15, 30, 45 y 60 minutos mantaniando fijas las siguientes variables

s eoneantraeión de T4 10 mg, temperatura de 45° C, pH de 5. 6; La tabla - 

3. 3. 2. resume los resultados obtenidos. Se ve claramente que a los 30 mi— 

nutos la raacoi6n alcanza un máximo de rendimiento. iin 45 Y en 60 minu - 

tos las desviaoionas estándar es reducen, pero de hecho a los 30 minutos

la reacción ya es completa. 

3. 3. 3. ! áfe.: to del pH en el Rendimiento de la Reacoi6n. 

31 efecto del pH se analizó para los valores 5. 0, 5. 6, 6. 2, 7. 2 y

8. 4; la oondíoiones fijas fueron. ouncentraci6n de T4 de 10 ag, tiempo

de inoubaei6n de 30 minutos y temperatura de 45° C. En la tabla 3. 3. 3. se

han concentrado los datos obtenidos de estos experimentos y se puede - 

apreciar que a los intervalos estudiados el pH 6ptimo es de 5. 6; ( la fi- 

gura 3. 3. 3. ilustra estos datos). 

3. 3. 4. Temperatura y Rendimiento de la Reaoci6n. 

Se ensayaron los siguientes valoras de temperatura $ 4° C925° C , 

37° C y 45° C; las variables fijas fueron$ oorcentraci&n de T4 10 mg, tica

po de la reacción de 30 minutos y pH de 5. 6; los datos de la tabla 3. 3. 4. 

y la figura 3. 3. 4. muestran que la temperatura dptima es de 45° C. No se
ensayaron temperaturas mayores por riesgo de desnaturalizar la proteína. 

3. 3. 5• Concentrael6n de Carbodiimida y Rendimiento de la Reacoión. 

Esta curva se realiz6 en analogía a la realizada con T3; las - 

concentraciones ensayadas corresponden a las mismas oantidades debido a

que en ambos oasos se usó la misma concentracién molar de hapteno. Los - 

resultados de la tabla y la figura 3. 3. 5. ilustran que se alcanza una me

seta entre los valores de 2. 4 y 12 mg, igual que en el caso de la T3. 
3. 4 CONDICIONES G2S_IRALES NO 3SiUDIADAS. 

Entre las condiciones que no se estudiaron está el volumen de

la mezcla de reaoei6n. Este se fij6 a 1. 5 ml para disolver la tiroglobu- 

lina + carbodiimida y a 1. 0 ml para la solución del hapteno. Como ya se
meneion6 anteriormente, la tiroglobulina y carbodiimida se disolvieren - 

an soluci6n salina, miantras que el solvente para el hapteno fue la N - N
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Tabla 3. 3. 2. Tiempo da Zncubaci6n y Rendimiento de la Reacoi6n TgR- T4. 

Tiempo ( minutos) Rendimiento z s 2e

15 - - - - - - 43. 60% 46. 35% 2. 48 + 4. 96

49. 5

46. 8% 

45• 

3--------- 85. 6 84. 951 1. 2 ± 2. 4

84. 20% 

86. 30% 

83. 70; 

45 84.205 83. 50% 1. 05 + 2. 10

84. 5

82. 20% 

83. 10% 

60--------- 84. 10% 84. 50% 0. 91 ± 1. 82

83. 50% 

85. 60% 

84. 8x% 
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Tabla 3. 3. 3. Efecto del pH en el Rendimiento de la Reacoión TgH- T4. 
PH Rendisiente i 8 2e

5. 0------- 67. 5 72. 50% 3. 48 6. 96

73. 50% 

75. 60% 

73. 40% 

5--------------+----- 6 856¡ 84. 9 1. 45 2. 90

83. 20% 

84. 30% 

86. 50% 

6. 2 - - 75. 30% 74. 90% 1. 11 2. 22

76. 50% 

74. 20% 

73. 60% 

7 -- 2 53. 2096 54. 9096 2. 6 5. 2

52. 30% 

57. 80% 

56. 35% 

8. 4 40. 50% 39. 74% 3. 18 3 6. 36
36. 20% 

43- 70% 

38. 55% 
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Tabla 3. 3. 4. Temparatura y- Readimiaats- de la Reacai6n TgH- T4_ 
Temperatura C) % Rendimiento a a 20

o - - 4 C 62. 30% 63. 48% 1. 47 + 2. 94

65- 50%— 

63. 50% 

62. 50;4

25° C 70. 30% 70. 80% 1, 95 + 3. 90

73. 20% 

68. 50% 

71. 20% 

31° a 80. 5096 80.180.15% 1. 29 + 2. 58

81. 30% 

78. 30% 

80. 5

45* C 84. 84. 10% 1. 51 -+ 3. 02 - - 

83. 70 4̀

82. 30% 

85. 90% 
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Tabla 3. 3. 5. Coacentraci6n da Carbodiinida y el Randimientc de la - 

Reacci6n TgH- T4. 
Cono. arbodiímida ( ag) % Rendimiento z - - - a_ _ _ 2 _ _ - - _ a

27. 8596 + 1. 26 + 2. 522. 4 28. 5096

27. 40% 

26- 30% 

29. 20% 

8:, 2 84. 3096 - - - - - - - - - - -&!.0% + 1. 30 ± 2. 60 - - - - 

85. 60% 

83- 50% 

82. 50% 

86. 8085.1096 ± 1. 2 + 2. 424 96

85. 60% 

85. 70% 

83. 30% 

36 83. 70% 84. 65% + 1. 14 + 2. 28

84. 35% 

e - 

84. 25% 

86. 30% 
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dimatilformamída. Otras condiciones no estudiadas se oonsidararon estan- 

darizadas y se disouten en el siguiente capitulo. 

3. 5. ESTABILIDAD DEL PRODUCTO OBTENIDO. 

Los experimentos de estabilidad se realizaron de la manera des- 

crita en materiales y métodos. Loe resultados indicaron que bajo las si- 

guíentes condiciones: Temperatura de 4° C y PE de 5. 6, e liberan 0. 32 % 

de hapteno en un mes, lo que equivale en el caso de la T3 a 33 mierogra- 
mos. Este resultado corresponde a la diálisis de seis haptenos guardados

por un mes y oontando el amortiguador de diálisis. 

El otro experimento realizado con haptenos incubados en condi- 

ciones que reflejan condiciones " in vivo" di6 un resultado de 0. 27% de

liberaoi6n que corresponde a unos 28 microgramos de hapteno liberado en

un lapso de una semana. Se repitió para un mes y es enoontr6 una libera- 

oi6n adicional de 0. 05 x̀, o sea unos 5 mierogramos. 

Los resultados del complejo dializado después de una liofiliza- 

ci6n en condiciones similares di6 un resultado de 0. 3, 1 + 0. 06% de libera

oi6n lo oual es ligeramente más alto que loa resultados del experimento

anterior. Se podría decir que la liofilizaci6n no afecta la estabilidad

y es además un buén método de conservar el complejo antigénico para uso

posterior, muy práctico para esquemas de inmunizaoi6n muy prolongados. 

Todos los experimentos anteriores se realizaron por duplicados, al menos. 

Problemas de c„ ntaminaci6n no se presentaron y se guardaron coma

plejos de cuatro maneras& liofilizados, congelados a - 20° C, en refrigera

ci6n a 4° C y a temperatura ambiente añadiendo un conservador ( timerosal

al 0. 1,%). Se prefiera sin embargo usar les dos primeros métodos cuando

el periodo de reposo del complejo sea muy prolongado. Después de un lap- 

so muy prolongado, ( seis mases o más) e recomienda dializar el comple- 

jo por unos dos días antes de inocularlo. 



IV. DISCUSION

Iodos loa aspectos de las sondioionea estudiadas sugieran qua

el método utilizado es confiable y las desviaciones estándar en ningún

caso son muy Grandes. 

4. 1. CONDICION3S DEL ACOPLAYIdNTO. 

4. 1. 1. Triyodotironina. 

El tiempo de invubaoi6n 6ptimo quedd establecido en 30 minutos

para ambos haptenos. Se puede entonces supone-- que es més orltioo el - 

tiempo de la primera fase da la reacei6n ( forLiaoi6n del intermediario, - 

ver sección 1. 2. 3), que el acoplamiento final del hapteno. De ser así, - 

posiblemente sea semejante con este método, el tiempo requerido para el

acoplamiento de haptenos de reta misma naturaleza ( con grupos amino) a - 

un soporte proteico que sea tiroglobulina. Utra ventaja del tiempo de in

cabaei6n menor al utilizado en la mayoria de loa autores, es que el so - 

porte proteico est€ expuesto por menos tiempo a la presencia del siente

scoplador, pues se debe recordar que la earbodiis,ida al activar a la pro

teína sufre un reorreglo que puede resultar en uri derivado ureldo inda - 

eeable para fines de inmwizaoióu. ?,il punto central demostrado por este

experimento es que bastan 30 minutos para terminar la reacei6n. Se apre- 

cie además w, aspecto de turbidez exterior de la mezcla de reacción que

va de acuerdo a su poroier,to de acoplamiento. Al terminar la reacoi6n, 

existe un aspecto opalescente y turbio. 

Inicialmente Odell y Abraham ( 39) reportaron el pE óptimo de

esta reacei6n como de 5. 6. Otros autores dicen que usan pE de 7. 2 ( 38, 

24) o aímYlemente no lo mencionan ( 33). Sor, tacbién Odell y Abraham quie

nes informan que 1F tiroglobulina es el soporte proteico de elección y - 

más tarde, Skowsky y Fisher ( 30), reportaror, que le tiroglobulina es es- 

pecialmente adecuada para induoir antigenicidad a moléculas pequeñas. - 

Menoionan que para el caso de la reacción con cbrbodiimidas, el pE es un

punto sumamer, e imlortante, puesto que influye sirectamente en le aetí - 

vidad del soporte proteioo. Esto es, que el pH influye directamente en - 

la formación del intermediario y del auhidrido áoldo, con lo cual única- 

mente se nec, sita la reacei6n dei soporte proteico y la carbodiimida. Es

te quiere decir que el pH cid 5. 6 aer1e general para cualquier aeoplamien

to de haptei. os siempre qua se utilizara tiroglobulir,a y carbodiin,ida. áa
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ta hipótesis se cumple al parecer en nuestro caso, pues loe des haptenos

TJ y T4) se acoplan coi, mayor randimiento al misc:o pH, 5. 6, sin embar— 

go, debido a que se probaron solamente dos haptenos diferentes, es muy

arricagado dar una conclusión Al respecto. 

Para el caso de la tenparatura de r_acciór. por el hecho de — 

cumplirse para dos haptenos diferentes que estructuralaaeñte son amino — 

ácidoA; podemos generalizar que la eficiencia de la reacción de acopla— 

miento aumenta con la temperatura, pues la probabilidad del número de — 
choques entre las moléculas aumenta. S1 límite está dado por la labili — 

dad del soporte proteico a la temperatura y este límite ee estima en — 

50° C. Temperaturas superiores pueden alterar la estructura cuaternaria— 

de la proteína ( 41). 

4. 9. 2. Tetrayodotironina. 

Fin general teneros un panorama similar al de la T3. Esto apoya

la. hipótesis que es expone en la sección anterior. 

Para el caso del exi:erimento de la temperal.ura, la mayor dife — 

rencia está entre 25- 37° C. resto es de tenerse en cuenta pues es obvio

que se oorre un p000 más de riesgo con la temperatura de incubación de — 

45° C. El riesgo consiste en que cuando se dispone de un aparato oonfia — 

ble de incubaci6n el la temperatura aumenta puede desnaturalizarse la — 
proteltia¡ tal vez por esta razón Be pudiera optar por la temperatura de

37° C, aunque el óptimo encontrado es sin duda 45° C. 
k,1 tiempo de ir.cubaci6n y el pH son sinilares al caso de la — 

T3. Para las curvas del catalizador es significativo enoontrar una canti

dad mínima necesaria: eimdlar para ambos caeos. Do nuevo, esto se puede — 

usar como apoyo a la hipótesis de que el paso importante e la formaei6n

del intermediario. Otra utilidad de estos experimentos es 1F economía de
los reactivos ouando se conocen estos datos. 

4. 2 FICTOHF3 QUE MODULAN LA REACCION Dt ACOPLAMIENTO. 

De las variables analizadas sir, duda la más importante es la — 

coneentraeión del hapteno. Para ambos el principio de la reacción se ob— 

eerva un ascenso en el rendiaiento de la misma, el cual alcanza una esta

bilidad en cuanto al randimiento, lo que representa, en el caso de la T3
sección 3. 2. 1) y en la T4 ( 5ecci3n 3.). 1); no uxia estabilización en la

masa efectiva de hapteno unido, la cual sigue aumentando constantemente. 
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En el caso de la T3 la maeeta se presenta primero en una ooncentración

de 16. 31 ag, con un rendimiento del 63. 99%. El dato concreto es que se

acoplaron 10. 44 mg, a 10 mg de tiroglobulina, lo que en moles represen- 

ta 1023. 8 moles de T3 unidas a una mol de tiroglobulina. En el siguien- 

te punto se usó urca masa de 24. 47 mg de T3 y el rendimiento fue en este
oaso de 63. 66%, por lo que se unieron 15. 5 ag de T3, lo que representa

1527. 9 moles de T3 unidas por mol de tiroglobulina. Este hecho indica - 

que no se alcanza una saturación de la proteína y permite postular la - 

formaci6n de grupos funcionalsa al mismo tivopo que la reacción ae va - 

llevando a cabo. Esto es posible te6riramentei la reacoi6n se va llevan- 

do aoabo entre el carboxilo activo ( expuesto) de la proteína y el grupo

amino del hapteno. Sir. embargo, en el caso particular que nos ocupa, los

haptenoe usados son aminoácidos, por lo que aún al quedar unidos por el

grupo amino a la proteína, su grupo oarboxilo queda expuesto y de esta - 

manera puede acopleree otro hapteno en esa posieí6n. Para verificar el

fenómeno descrito, se procedió a incubar haptouo con agente acoplador - 

de acuerdo con controles descritos en la. secei6n 2. 2. 19 para observar - 

si es posible la formación de un „ poli -aminoácido" que no fuera dializa- 

ble. Se recordará que el tubo de diálisis utilizado tiene un límite de

exclusión de 14 000 daltons, lo que significa que los haptenoe utiliza- 

dos ( con un peso molecular la T3 de 673. 0 y la T4 de 798. 8) tienen que

formar al menos un complejo de 18 aminoácidos ur: idos para alcanzar un - 

peso molecular no dializable. Loe resultados de controles de este tipo

indican que en efecto, una pequeña proporción de radioactividad no es - 

dializable ( en promedio un 9%), lo que indica una posibilidad de este - 

tipo de produoto formado. El para corroborar esta hipótesis que se co - 

rri6 un eromatograma en placa fina ( desorita en la sección 2. 2. 1), encon

trándose una mancha de Rf- 0. 85 para la T4 nativa. La manoha que apare - 
oi6 del hapteno " poli -T4" presenta un Rf=0. 346, lo que claramente indi - 

ea que se trata de otro oompuesto. Sl sistema utilizado fue butanol: aee- 

tato de etilo: acido acétioo: agua ( 1: 1: 1: 1), y se reveló con ninhidrina. 

Respecto a cual es el número de ; rupos haptériicos 6ptin:08

que se debe unir al soporte proteico para producir una respuesta inmune

adecuada ( esto es, bumoral), `.; íeigle, High y Nakamura ( 45) han reportado

que un exceso de grupos hapténioos en el soporte proteico puede producir
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fenómenos variados en el animal inmui, izado, usualmente de hirpersensibi- 

lidad tardía. Existen así linfocitos T sensibilizados contra el antíge- 

no pero loe anticuerpos específicos circulantes son mínimos. Para el ob- 

jetivo que nos ocupa, este efeoto es indeseable, pero no es sabe mucho

sobre sus causas. 

Desgracia.damente, no conocemos reportes que disputan el número

óptimo de grupos hapténicos unidos a tiroglobuli.na humana para lograr - 

una respuesta inmune adecuada. Estudios similares realizados son albúmi- 

na oérica bovina por Reichlin, Sohnure y Vanos ( 46) dan como 6ptimo 10 - 

20 grupos hapténicos por molécula de ASB. Actualmente se lleva a cabo en

la Clínica de Tiroides del I. N. N., un programa de inounizaci6n encamina- 

do a responder a esta pregunta. Sin embargo, en programas de inmuniza - 

ción preliminares, e observó que la inmunizaei6n de dos conejos blancos

Nueva Zelandia, de 3 kilos de peso, machos, jóvenes adultos, en dosis de

1 mg de complejo ( conoentraci6n de hapceuo 16. 31 aig) oada semana por dos

meses, en volumen 1: 1 oon adyuvarnte de Freund completo, inoculados por - 

vía subcutánea en múltiples sitios del lomo, did en ambos animales al oª

bo de 5 meses de inmunización, títulos de 1: 500 de anticuerpo contra T3, 
que virtualmente no cruza con T4 ( 0. 3%). Este hecho no quiere decir que

la ooncentraci6n de 16. 315 mg de T3 sea la 6ptima, pues como ya es indiod
ese aspecto es objeto de otro estudio para llegar a conclusiones funda

mentadas. 

4. 3 UTILIDAD PRACTICA. 

Se han integrado todos los datos hasta aqui discutidos en dos

gráficas, que ilustran de manera clara cada una en su oaso, ( T3 y T4), 
los grupos hapténicos que Be unen al soporte proteioo. Feto es, se pue- 

den obtener a voluntad oomplejos antigénicos con el número deseado de

grupos hapténioos cuando se mantienen constantes las condiciones de uti- 

lizar tiroglobulina humana ( 10 mg), tiempo de i:,eubación de 30 minutos, 

pE de 5. 6, temperatura de 45° C y al menos 7. 2 mg de etilearbodUmida. - 

Palee gráficas se ilustran en las figuras 4. 3. 1 y 4. 3. 2. 

4. 4 FACTORES DEI. PROCESO DF INMUNIZACION. 

La respuesta inmune es un fenómeno complejo en el que intervie- 

nen muchos pasos desde le introducción de un antígeno hasta la produo - 

ción de anticuerpos eepecífioos. 31 oaso de los haptenos es especialmen- 
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Figura 4. 3. 2. Námero de grupos hapténicos unidos por molécula de TgH en función de la oono. de T4. 
R ( moles T4/ Tgh) Datos

R mg T4
118. 6 3

5 - 10 15 20 25 mg T4



6- 3- 

te

E 3_ 

te complejo, pues la respuesta depende de factores talas como la ineorpo

ración moler del hapteno al soporte proteioo, el número de determinantes

antigénioas expuestas después de la conjugaei6n, además de factores eomu

nes a todos los antígenos como son el esquema de inmustizaci6n, la dosis

y la vía de administraci6n, y finalmente las especies de animales inmu- 

nizados, dn la mayoría de los reportes de la literatura, solamente un pe

queño porcentaje de loe animales inmunizados oon complejos antigénicos - 

eon complejos antigénicos que usan soportes proteico como la ASB o po- 

liaminoáeidos sintéticos, presentan respuesta en forma de anticuerpos de

especificidad adecuada para uso en RIA. Skowsky y risher ( 30), obtuvie - 

ron datos que sugieren que la tiroglobulina es un soporte proteico espe- 

cialmente adecuado para conferir antigenieidad a moléculas pequeñas. En- 

contraron respuesta en el 100% de loe conejos inmunizados con un comple- 

jo vasopresina- TgB, encontrando además en los animales un cuadro de dia- 

betes clínica que sugería inactivaci6n de la vasopresina circulante por

los anticuerpos. 

Los factores que hacen que la tiroglobulinE sea un soporte pro- 

teico tan apropiado no se conocen. Se sabe que la composioi6n de la tiro

globulina de varias especies es muy similar ( 47). Nexgle, High y Pakamu- 

ra ( 45), han dexostrado que la tiroglobulina de conejo se altera " in vi

vo" por las condiciones locales del granuloma cuando se administra en - 

adyuvante de F4reund completo, y es por ello capaz de terminar un estado

de tolerancia inmunol6gica en conejos•. Tal vez sea la degradación proteo

lítica de la tiroglobulina en ° ragmentos más pequeños la causa de su an

tigenieidad. Finalmente, asiste evidencia que sugiere que la inmu,. ogeni- 

cidad de un soporte proteico esté directamente r¿lacion:-da a su estabili

dad " in vivo" ( 48). La tiroglobulina es una molécula grande ( 660 000) - 

con muchas uniones peptídicas intramolecula.res que ayudan a su estabili- 

dad, por lo que es posible que sea degradada lentamente en otros anima. 

lee. 

Otro resumo utilizado para estimular la respuesta en loe anima- 

les contra el hapteno y minimizar la respuesta contra el soporte protei- 

co, es el uso de diferentes soportas proteicos ( 47). Así, seria recomen- 

dable usar como soportes proteico una mezcla de tiroglobulinas, por ejem- 

plo, bovina, humana y porcina. Se conoce que esta mezcla produoe lesio - 
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neo en la glándula tiroides da los cotejos inmunizados por presenoia — 

de autoanticuurpos. De aquí la conclusión de que la tiroglobulina de -- 

conejo comparta determinantas ssttigénicas du tirogiobulinas de otras -- 

eepaeias. 

Algo aún no discutido es al efecto que tendrá admit. istrar un an— 

tígeno en el oual se formarán ' cadenas" de haptenos por al fert6mano de

formación de jrupos activos. Odell ( 39) y Chopra( 48), sugieren que debe

tener un efecto benéfico para la espacificidad de los anticuerpos forma— 

dos, si bien ea cierto que puede resa,zltar en un oomplejo antigénico más

lábil a la acci6n de protaasas, eto. presentas " in vivo". Esto último

parece no sucedar con eonplejos preparados con la técnioa que describe

la presente tesis, pues los experimentos de oontrol de la estabilidad — 

indiean que se libera muy poco haptauo. Desde luego que no se puede oom— 

parar bien con las condiotonen reales " in vivo% pero el problema de lla

ver a cabo un experimento en un animal Para probar la estabilidad del — 

bapteno estaba fuera de las posibilidades de la Clfnioa de Tiroides. 

Loa problemas que se presentan al investigador interesado en prº

duoir sus raactivos para radioinmunoanálisis ( RIA) son múltiplos y de — 

naturaleza variada. Sin embargo, es indudable que no obstante lo " sofis— 

ticada" o" altamente especializada" que resulta la técnica, es, sin duda, 

actualmente la más sensible para medir espacfficamen. e muchas substan

cias de interés biomédico. En México, se emplea ün p000a laboratorios, — 

debido al costo de los raactivos, a qua se requiere equipo espeeial.y per

sonal capacitado. 8tt la medida en que seamos capaces de producir reacti— 

vos propios de buena oalidad, estas técnicas enoontrarán más aoeptaci6n

en el medio científico y clínico y sur[ posible hacer llagar sus benefi— 

cios a un mayor náuaro de personas. 

En el caso particular del RIA en hormonas tíroideas, ésta cona— 

tituye una de las pruebas más importantes de diagn6atico de disfunei6n

tiroides. Tan sólo en la Clínica de Tiroides del I. N. N. es realizan de

cada hormona un promedio de 2500 pruebas al año y su Boato resultaría

muy elºvado si no se estuvieran empleando raactivos producidos por el mie;..

o laboratorio. En al iri, erior de la Reptíbli: a, el Colagio Superior de

Agrioultura ; ropieal de Villahermosa, r•abasco lleva actualmantea ca— bo

un programa de capacitación en técnicas de RIA enfocada hacia el cam— 
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po de la medicina veterinarias y en Durango, Guadalajara y otras ciuda— 

des de la Repiblioa se desarrollan técnicas da RIA en hormonas tiroideas

con material muchas veces sumii. istrado por la Clínica de Tiroides del — 

I. N. N. Se comprende pues que el esfuerzo por estableoar y aplicar estas

técnicas es profundo, y de allí la importancia da conocer el aspeoto de

la produooi6n de reactivos. 

En el campo de los antígenos sintéticos, esta Tesis pretende — 

ampliar al conocimiento y loa métodos para su mejor utilizaci6n. 
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CONCLUSIONES

1) Para el cavo de las hormonas tiroideas usadas como haptenoa, no se - 

aleanza una saturaoi6n de la proteína soporte, lo que permita obtener - 

complejos antigénicos oon el grupo hapténieo deseado y el número de es- 

tos grupos hapt3nicos se puede Lijar a voluntad, trabajando bajo condi- 

ciones establecidas. 

2) El tiempo de reacoi6n para las dos hormonas tiroideas al acoplarse a

la tiroglobulina humana, usando etil carbodii;Nida como agente acoplador

quad6 aatablecido en 30 minutos. 

3) El pE óptimo para llevar a cabo la reacci6n de acoplamiento de ambas
hormonas fue de 5. 6 . 

4) im general la reacci6n aumenta en rendimiento con la temperatura, - 

siendo 45° C la 6ptima para ambas hormonas. 

5) Se eomprob6 la formación de complejos de poli -aminoácidos durante la

reacci6n. Esto abre la posibilidad de investigar este fen6man0 para po- 

sibles usos en inmunizaci6n. 

6) Una rvlaci6n molar de 311 ( agente acoplador thapteno) es suficiente - 

para llevar a cabo la reacoi6n, para el caso de la T3 y la T4 como hapte
nos , y tiroglobulina humana como soporta proteico. 
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APENDICE 1

F6rraulas estadísticas necesarias para efectuar los cálculos: 

Promedio o media : z - , X/ n

donde X es el valor obtenido experimentalmente y a el nú - 

maro de ensayos. 

Desviaci6n estándar ( a) : 

donde z' - X -z

AFrNDICE 2

Criterio De Chauvenet

Desde un punto de vista estriétamente estadistico no se pueden

descartar valores a menos que se pruebe error por probabilidad experimen

tal, para lo oual se puede utilizar el criterio de Chauvenet. 

El ejemplo a oontinuaei6n está basado en la curva de concentra

ci6n de T3, ( secoi6n 3. 2. 1., tabla 3. 2. 1•)• ( pag. 31). Supongamos que se

obtuvo un valor de 53. 5% para la concentración de 16. 31 mg ; claramente

se ve que es muy diferente de los demás valores obtenidos. Se tiene la

idea de no tomar en cuenta ese valor, pero debemos tener un límite en - 

base al cual desechar o no valores. Se siguen loe pasos siguientes: 

Calcular: 

X X - z Datos Conocidoas

63. 99% 0 z - 63. 99% 

64. 90% 0. 9 B - + 1. 49

65. 23% 1. 23 n - 7

61. 23% 2. 07

62. 99% 1. 01

63. 69% 0. 04

53. 60% 10. 40

a) Caloular : 

ert( hx') - 2a - 1/ 2n

co%o n- 7 ert( hx') _ ( 2x7)- 1/ 217 - 1,% 14 - 0. 928

b) Gbtener el valor de hx' da las tablas de erf ( bx') ( 31); erf ( hz') 

es la fu:.ei6n error de hx' dada por: 
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2/ 3. 14159('

hx

e-(
hx')` d( úx') 

G

Y representa siml,iemente la probabilidad de que un error pueda

exceder el valor x'. 

e) h es el módulo de precisión y está dado además por e

h -± 1/ s 2

d) Como conocemos ex', y tenemos hx' del paso b, pcdsm os calcular el va - 

loa observado de h. Si h, calculada del paso c, es más grande que h de b

la observación puede ser exclufda del cáloulo de la media. 

En este caso : 

x' - 10. 399

erf(hx') - 0. 928 de las tatlas sabemos que hx' - 1. 28

entonoes : h = 0. 123

Calculando h como en el caso á : 

h - 1/ 1. 489 x 1. 414 - + 0. 475

Como 0. 475 es mayor que 0. 123, la observación se elimina. 

Pasamos a analizar el iguiente dato más desviado, que es de

61. 93%, con un x' - - 2. 069 n - 6 ( ya se eliminó un dato). 

erf(hx') - 0. 916 hx' - 1. 23 y h - 0. 6186

Calculando h del paso o a

h + 0. 4749 ; como 0. 6186 es mayor que 0. 4749: la observación

se retiene, y por ende, todas las demás. Se deben analizar en secuencia

desde el valor más desviado hasta los menos, pero es raro que se elimi- 

ne más de un dato. Cuando esto sucede, debemos sospechar que el método

experimental s^ ncuentra fuera de control y que las técnicas experimen- 

tales deben ser revisadas buscando posibles errores. 
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