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INTRODUCCION

Pus desde la época de Landsteiner cuando se inicié el interés
on el astudio de los haptenos y su inmunogenicidad. Sin embargo, haste
la é§poca pressnte no se han reportado avances significativos en este =
campo, por lo que aparece ante el investigador sumamente novsdoso e in-
taresantse.

Esta tosis aborda la parts inicial de un proceso de obtencidn
de anticuerpos dirigidos contra las hormonas tiroideas T3(Triyodotiro -
nina) y T, (Tetrayodotironinm), este ss, la obtencién de un antigeno -
hapténice adecuado para los finas que se persiguen. Para tal efecto, se
presentaron muchos problemas précticos que ss debieron solucionar, sntre
ellos la obtenoién del soporte proteice utilizado en el presente trabajo
, la tiroglobulina humana, problema que fue afortunadamente eliminado <
por habar constitufdo el tema de tesis de mi compafiero Rafael Mora, & -
guien hago patente mi agradecimiento por este medie. Otro problema en -
contrado fue la falta de informacién en la literatura sobre el tema, y
squella que hubo disponible era muy contradictoria. Sin embargo, ahora
comprendo que a pesar del trabajo que ello representé, forma parte muy
importanta del fin que persigue el desarrolle de una tesis profesionals
1a crftica constructiva de la informaciém, que debe ser evaluada y se-
lecoionada pare ayuda y gufa de una investigacidnm.

Considero asts trabajo como una aporiacién original al proble
me de le obtencidén de anticuerpos contra haptenos y tambiém como una re
visién de la literatura sxistents sobre el tema.

El enfoque que 8¢ le ha dado es fundamentalmesamte inmunoquimi-
co, pero intsrvienen procesos de interés bioquimico, fisiolégico y fisi
coqufmico. Bl interés actual sobre ests tema se deriva del campo de la
emdocrinologfa, donde & raiz del desarrello del radioinmunoanélisis -
(RIA) a principios de la déocada de los sesentas por Yalow y Berson (16),
empozé el interds por obtener antiocuerpos dirigidos contra horuonas que
so deseaban cuantificar, muchas ds las cuales (péptidos, asteroidel,.&i)
se comportan como haptenos. Tal fue el interSs de la Clinica de Tiroides
del I.N.N. por el presenta trabaje.

A partir de entonces, el RIA se ha utilizado y diversificado -



muchfsimo. Se pueden ahora medir por ests método desde el ant{gene aso-
ociado a la hepatitis, hasta derivados cannabinoides. Sin embargo, 98 -
adn en el campo de la endocrinologia donde el RIA encusntra su mayor -
aplicacién, por sue dos caracter{sticas principales: a) Su oio!idb -
sensibilidad para detectar niveles hasta de picogramos (1 x 10 gr) de
una substancia dada y b) La ventaja de 1a especificidad, por permitir -
medir una substancia en un medie donde pueden existir muchas substan -
cias parecidas sin necesidad de efectuar extracciones ni procedimientos
semejantes. Estas dos oaracterfsticas dependen de la calidad del anti -~
cuerpo utilizado y éste, & su vez, depende de la cantidad y calidad del
ant{geno que se use para provocar la respuesta inmune en un animal.

Queda por resolver un problemas cual es el ndmero éptimo de -
grupos hapténicos unidos a una molécula de tiroglobulina humana para -
provocar una mejor respuesta inmune en forma de un mayor t{tulo de anti-
cuerpos de mejor especificidad y avidez. Actualments en la Clfnica de -
Piroides del I.N.N. se estudia ests punto, pero podrfa ademfs servir co
®o un tema interesants para otra tesis profesional.

Desds el punto de vista préctiico, los datos de esta tesis po-
dr{an encontrar mayor aplicacién en lee grandes sistemas hospitalarios
del pafs (IMSS,ISSSTE,SSA) que manejsm grandes voldmenes de muestras,
por lo cual existe para ellos una razdén prdctica para tratar de obtener
sus propios reactivos, pues independisentements de las razones econémi -
oss obvias, se eliminarfan trémites de importamiém que la situacién ac-
tual del pafs hace diffecil.

Independientemente de quisn utilice esta informacilm o el ti-
po de hapteno que le interese, es mi mayor deseo que este irabaje sirva
de incentivo a otras personas y que el campo de los ant{genos hapténi -~

cos haye side enriquecide por esta modesta contribucidn. .

Albert Zlotnik E,



I. GENERALIDADES

1.1 INMUNOQUIMICA
1.1.1 Aspectos Histéricos.

Ha sido conoccide por mucho tiempo que el ocontacte con organis
mos infecciosos como virus y bacteriss tiene como oonsecuencia el fené—
meno de la inmunizacidn, esto es, el individue afectade se vuelve resis-
tente a infecciones subsecuentes por el mismo agente patégeno. Este fe—
mbmeno fue descrito desde hace 2500 afios, en un relato de una epidemia
en Atenas (que parece haber sido tifc o peste), por el historiador Tu-
cicides, quien relata " ... el miede al contagio hacfa que la gents no
se ocupara de los enfermos o moribundos sxcepte aquellas personas que -
habiendo padecido el mal, se habfan recuperado., No existf{a enire elles
ninguno que fuera atacado por segunda vez".Posteriormente, a fines del
siglo XVIII, el médico inglés Edward Jenner observé que aquellos indivi-
duos que habfan padecido viruela vacuna (enfermedad benigns adquirida -
de vacas infectadas con lo que parecfa ser la forma atenueds del virue
de 1la viruela), gquedaban protegidos en epidemias de viruela. Para pro =
bar su teorfa, Jenner inoculd a un nifio con pus obtenido de lesiones de
una trabajadora de establos; algunas semanas después, al inocular al ni
fio con pus de un enfermo de viruela, no se produjo la enfermedad. Des-~
pués de repetir su experimente muchas veces, Jenner publicé un reporte
que condujo a la conclusién de que la vaocunacién (del latfn vacca:vaoa)
producfe inmunidad contra la viruela. Sin embargo, no fue sino hasta -
100 afios después, cuando Pasteur aplicé les principios de ocspa atenua-
da (el usé cepas envejecidas), para losrar una vacuna, nombre dado por
Pagteur al indocule que produce inmunizacién contra la célera aviar. Sus
observaciones pronto fueron aplicadas a muchas enfermedades infecciosas.

Actualmente, se conoce que la inmunidad contra agentes infec -
ciosos depende de dos fastores: 1, Mecanismos de naturalesza humoral que
implican la produccidén de anticuerpos (gamma-globulinas que reaccionan -
con el agente y facilitan su eliminacién) y, 2. De mecanismos inmunes de
naturaleza celular. En 1903, Wright demostré que los anticuerpos (opso =
ninas) ayudaban a la fagocitosis por la respuesta celular frente a bac -
terias, tste mismo heche habia sido anteriormente descrite por Metchni -
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koff (1883). Von Behring (1890), estudié la neutralizacién de toxinae
bacterianas por anticuerpos antitoxinas obtenidos en caballos. Casi al
mismo tiempc Paul Ehrlich fue el primero en estudiar cuantitativamemte
la reaccién toxina-antitoxina,

Corresponde al gran fisicoquimice Arrhenius el uso por prime—
ra vez del términe "Inmunoquimica"™ en 1907. Su razén la expresé en la -
siguiente forma: "He dado a estas lecturas el t{tulo de inmunoquimica, -
pues quiero imdicar con esta pelabra las rsesccionss quimicas de las subs
tancias que son producidas en la sangre por la inyeeoién de elementos -
sxtrafios, esto es, inmunizacién. De aqui me desprende ademfs, que las -
substancias con las que estos productos reaccionan, como protefnes y -
fermentos, se deben considerar con rsaspsecto a sus propiedades quimicas™
(1). Bsta definioién es aun aplicable a la inmunoquimica moderma susti-
tuyendo términos, y podemos dscir que ella estudia la quimica de los an
t{genos y anticuerpos como tales y el mecanismo de su interaccién.

A partir de los estudios de Von Behring y Ehrliech (10), se -
desoubrieron la mayorfa de las resacciones ssrolégicas conocidas actual-
mente. Se ostablecié la existencia de la bacteriolisis, al observar que
el Vibrie cclerae se desintegraba cuando se ponfa en contacto con suero
de animales inmunizados (Pfeiffer e Issaef, 1894). El fendémeno de la =
precipitacién se descubrié al obssrvar que los filirados de ocultivos 11
bres de células de Pasteurslla pestis precipitaban al ponerse en contac-
t® con suere de animales inmunizades (Kraus, 1898). El fendmeno de aglu-
tinacidén, en el cual las oélulas bacterianas suspendidas en suere de um
animal previamente inmunigado aglutinabam (Gruber y Durham, 1898) y fi-
nalmente, a partir de 1900, se desoubrié que las respuestas inmunes se

podfan desencadenar contra agentes no téxicos, como proteinas de leche
o clara de huevo.

De este pequefio esbozo histérico, podsmos apreciar el tremen—
do avance que ha tenido la inmunologia en el siglo XX. A continuacidn,
se ofrecen algunas definiciones, que son necesarias para comprender la
obra de Karl Landsteiner.

1.1.2 Algunos Conceptos y Definiciones wdtiles.
Se considera antfgeno, toda substancia inoculante que es capag

de desencadenar una respuesta inmune en un animal dado. Anticuerpos, -



son substancias que aparecen en el suero de animales inmunizados come
consecuencia de la administracidn de un antigeno.

El término antfgeno se usa cominmente en dos sentidos., Por -
una parte, dsescribe aquella substancia que inyeotada en un animal apre—
piade, da lugar a la produceidén de anticuerpos circulantes, o bien, a
cambios en la reactividad celular como por ejemplo, hipersensibilidad -
retardada, Por otra parte, el término describe una substancia que tiene
la propiedad de reaceionar con amntiouerpos, esto es, que posee especifi
cidad antigénica y reacciona de manera muy selectiva con su correspon -
diente anticusrpo pero no con otros. Sin embargo, existen substanciss -
que son capaces de reaccionar con anticuerpos pero qus no provocaa una
respuesta iumune, y hay otras que son capaces de provocar raespuesta in-
mune en unos animales pero no en otros,

El término anticuerpo se refiere a las protefnas que son produ
cidas en respuesta a un antigeno y que reaccionan especificamente con -
al. Todos les anticusrpos pertenecan & un grupo especial de protefmas -
del suero, llamadas inmunoglobulinas. La produccién de anticuerpos es -~
le llemada inmunicad humoral, para distinguirla de otros fenémenos pre-
.sentes durante la respuests inmune, que son llamades inmunidad celular.
Por ejemplo, la presencis de linfocitos sensibilizados en sangre.

La respuesta inmune es el conjunte de fendmenos que tienen -
lugar en un organismo cuando se pons en contacte con un antigeno.

Inmunogenicidad es la capacidad del sntfgeno de desencadenar
ls respuesta inmune.

Detido a le estrechs relacién del término hapteno con el de
antfgeno, embos conceptos serdn tratados mdés a fondo.

1.1.3 Antigenes,

Como se aprecia en la tabla 1.1 les antfgenos pueden ser consi-
derados en dos clases principales : Naturales y sintéticos, estos dlti -
mos pueden ser quimicamente modificados o totalmenie sintéticos. Los -
§ltimos dos tipos de los antigenos sintéticos han gido desarrolleados -
muy recientemente, y existen opiniones diversas en cuanto & su clasifi-
cacién. Algunos autores mencionan tres tipos principalez de antigemnos,-
pere como los doe tipos implicam algdn tipo de sfntesis quimica, se ha



rreferido incluirles dentro de los antigenos sintéticos.

Tabla 1.1

Clase de antigeno Origen Ejemples

Naturalee Protistes Partfculass Eritrocitos, -

| bacteriss, virus, pélensee,
Animales Solublese s toxinas, toxoides
Vegetales ,protefnas, polisacéricos,
etc.

Sintédticos: Quimicamente Antfgenos na - Proteinas yodadas, conju-

Modificados turales gquimica- gados hapteno-protefna,
mente modifica- etc.
doe.

Sintéticos: Obtenidoa to- Moldculss anti- Polipéptidos, poliamino -
telmente por sfntesis quf-  génicas quimica- fcidos, copolimercs de -
mice, mente sintetiza- aminoficidos, etce.

das.

Antigenos Naturzles. Fetos ant{genoe fueron lea primeros en ser conoci -

dos, y sin duda son los més utilizados sctualmente, como por ejemplo emr
inmunohematologia para determinar ant{genos y anticuerpos en sangre (4).

La naturaleza quimice de los antfgenos naturales es muy diver=
sa y comprende fundamentalmente substancias de naturaleze proteiocs y/o
polisacédridos.

Las protefnas fueron las primeras substancias antigénicas co-
nocidas, pues tienen la& ventaja‘de ser fécilmente purificables de su e8
tado natural en la composicién de plantas, animales y mioroorganismos.
Aunque se usan amplismemte, poco se sabe de la naturaleza precisa de sus
determinantes antigénices.

La mayoria de lss bacterias que se ban estudiado hasta la fe-
cha, contienen cerbohidratos serolégicamente activos en su pared celu -
ler. Fn le mayoria de los casos8 son Capaces de reaccionar con anticuer-
FO8, pero no provooan respuesta inmune por i mismos. Sin embargo, em
oclertos casos si =on antigénicos por si =oles, por ejemple, los carbe -
hidratos del grupo A y C del meningococo y el polisacéride del neumoco-
co, que son irmunogénicos en el hombre. Otros carbohidratos como dextra
nas, levenas y dcidos teicoicos tembién son irmunogénicos per se. El pe-

g0 molecular del carbohidrato parece ser el faetor determinante = = -



en su inmunogenicidad. Las dextranas ban sido los polimeres de este ti
po que mfs se han estudiadc. Se ha observade que dextranas de peso mole
culer menor de 50 000 deltons, son mucho menos immunogénicas en el hom—
bre, cue les dextranas de peso molecular de 90 000 e mas daltons (5)e =
El peso moleouler del polisacdrido.del neumoccco tipo III debe exceder
18 000 daltons pars desencadenar respuesta inmune en ratones (6).

Experimentos similares con otros carbohidratos procedentes de
le pared celular de esireptocoeos y nsumoecocos han tenido la peouliari-
dad de producir snticuerpos de un tipo empecial de inmunoglobulimas, en
lugar de la heterogeneidad molecular morusl (6). Fl estudio de estos &n-
ticuerpos be arrojado muche luz sobre el conocimiento del control gemé-
tico de la estructura de las inmunoglobulinas y su sintesin,

La inmunogenicidad de un 1fpido purificado nunca ha sido de =
mostreda y se considera que para obtener un anticuerpo adecuado contra
estas substenciss, deben acoplarse con una molécula mayor de estructura
proteica o polipeptfdice. (15)

En lss dltimas dos ddcadas, loe dcidos nucleicos han sido am -
pliamente estudiados por los bioguimicos, y el hallazgo de anticuerpos
contrs fcidos nucleicos en el suero de pacientes con Lupus Eritematoso
Sietémico (LKES), aumenté el interés pos estas moléculas complejas. El
LES es una enfermedad con diversas anormalidades inmunolégicas, inolu -
vendo la presencia de anticuerpos antinuclesres y anti-dcidos nucleicos
en el suero de les pecientes., Frecuentemente se encuentran complejos ine
runes DNA-anti~DNA depositados en los glomérulos de los rifiones. Se han
obtenido anticuerpos contra antfgenos de 4cidos nucleicos experimental=—
mente después de conjugacién con otrss moléculas, como alblmina sérica—
bovina (ASB) (7). Sin embargo, a pesar del ;ran interés inmunoqufmico -
de estos compuestos sus caracterfsticas inmunogénicas no estdn aun total
mente esclarecidas.

Antigenos Sintéticos Quimicamente Modificados.

De lo anterior se puede inferir que para discernir con certeza
la base quimica de la inmunogenicided, debia resolverse primerc el pro-
blema de la enorme complejidad de los antigeunos naturales. El primer in-
tente al respecto, fue modificar su estructura quimica. Asi, la sustitu-

0ién de pequefios grupos de estructura quimica conocida en los antigenos
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r
proteicos naturales, ha gido de gram syuda para conocer la naturaleza
de la especificidad de las rescciones sercoldgicas.
Por ser esta categorfa de antigenos ls que méds interesa em
el presente trabajo, ®e trata mas extensamente en la seccién 1.2

Antigenos Totslmente Sintéticos.Hace aproximadasmente diez o quince =

afios, se obtuvieron polimeros sintéticos de aminofcidos, lo cual ayudé
mucho al conocimiento del mecanismo moleculsr de la inmunogenicidad. En
efecte, estudiande los cambios precisos sfeatuados en la estructura qui-
mics de estos ant{genos, ha sido posible delinesr muchas de las caracte-
risticas moleculares que influyen en la inmunogenicidad.

Una de las grandes ventajas del uso de estos antigenos es la
posibilidad de obtenerlos a voluntad, con ls estructura precisa deseada.
En l2 tabla 1.2 se indiocan algunos ejemples.

Table 1.2 s Antfgenos Totalmente Sintéticos (polipéptidos) (8).

Tipe Ejemplo

Homopolimero poli-L-pro
Pelipéptido Lineal . poli-glu56-lil38-tir6
Copolfmero al azar (pro6631134)n
Poli{mero periédice o de

secuencia ordenada (tir-ala~glu)n

(alfa hélice)

Copolimero de muchas cadenas poli (tir-glu)-
(ramificado) poli-DL-ala-poli-lie

Estos ejemplos ilustran el tipo de estudios que @e pueden lle~-
var & cabo con antfgenos sintéticoe. La informaciéu obtenids de estas -
investigaciones serd discutida al tratar sobre las bases moleculares de
le inmunogenicidad y especificidad antigénioca (secoidn 1.1.5)

1.1.4 Haptenosj Origenes y Concepto.

Desde los albores del eiglo XX se conocia que las protefnas -
perdfan su especificidad de especie cuando se yodahan exhaustivamente.
Los anticuerpos producidos en esta forma estaban dirigidos especialmente
hacia los residuos tircsina yodados comunes a estas proteinas, lo cual

producis el fendémeno. Obermayer y Pick (1903), fueron los primeros em



hacer notar la gran diversidad de substancias antigénicas., Fllos fuerom
también, quienes primerc unieron grupos N02 a proteinas séricas de cone
jo, para encontrar que los anticuerpos producidos reaccionaban con pro-
tefnas similarmente tratadas de caballe, cuy, polle, pero no con protei
nas de conejo no tratadas, Llegaron a la conclusién de que los antiocuer
pos formados eran capaces de reconocer los grupos H02 u otras estructu
ras modificadas de lzs moldculas nitradas.

Sin embargo, nc fue hasta les experimentos clésicos de Lands-
teiner (9), usando pequefias moléculas bien definidas unidas a protefnas,
cuande los informes de la especificidad de estas reacciones immunoldgi-
cas empezaron a difundirse. Landsteiner fue quien introdujo el término
"hapteno"” (del griego, gque significa "agarrar"), para desoribir "subs=-
tancias libres de protefnas especificas que, aunque reactivas in vitro,
no inducen, o inducen una pobre respuesta inmune in vivo, para diferen-
ciarlas de loe antfgenos completos, que poseen ambas propiedaces" (9).

Aunque el término "hapteno™ se asocia frecuentemente a subs -
tancias de peso moleculsr baje, la defimicién anterior indica que el =
término puede ser aplicado = cualquier substancia que no desencadene, -
por si misma, la formacidén de anticuerpos; esto es, que no sea inmunogé-
nica, pero si capasz de reaccionar con anticuerpos formados contra una mo
1lécula inmunogénica completa. Dentre de ese grupo podemos incluir subs-
tancias muy variadas como alguuos compuestos aromdticos, ciertas drogas
(penicilina), algunos oligosacéridos, 4cidos nucleicos y nucledtides y
ciertos péptidos y lipidos. Todos ellos pueden ser haptenos. En la ta -
ble 1.3 se muestran los haptenos mfs conocidos que han dado mucha infor
macidén sobre la especificidad antigénica (8).

Landsteiner demosi.ré que cuando los tres isémeros del &cido -
aminobencensulfénico (orto, meta y para) se diazoaban, 8e unfan a una -
protefna y se usaban para inmuniz:r animalee los anticuerpos producidos
eran capaces de diferenciar entre los tres iedmeros. En experimentios 8i
milares, Landsteiner y Van der Scheer (11) demostraron por inhibdiciémn -
de la precipitacidn que los antiocuerpos dirigidos contra el 4cido sulfé-
nico podfan distinguir entre &ste y el azobenceno en el cual el grupo -
gulfonato estd sustituido por umn arzonato o ur grupo carboxilo. Estos =

experimentos demuesi.ran claramente la especificidad tan precisa que pue=



Tabla 1.3 Ljemplos de haptencs comunes

Grupo Estructura Modo de unir al soporte

Azobenzoato R-N=N-& 2> CO0~ Enlaces azo con anillos aro-
méticos de tirosine, histidi-
_ na y e-NH, de lisina.
Azobencenarzoato R-NeN ‘@- AsO,H e

Azobencensul fonato R-H-N*<::;>'SO3-

Dinitrofenol R-Z= K0, Sustitucién Nyolsofflias =
usando un derivado halogena
NO2 do cowo 2-4 dinitrofluoro -
Trinitrofenol = 0 benceno. ©1 NH, usado es de
R= 2 2
lisina.
HO2

R= ropresenta la protsfna soporte.

d® exhibir la reaccién antigsno-anticuerpo. Landsteiner también usé car-
bohidratos es sus experimentos, y demoatrd que la especificidad del anti
cuerpo por ¢l 4£cido D-tartdrico y el L-tartédrico. Ese trabajo es un sejem
plo excelsante de la utilidad de los antigenos sintéticos para conocer la
sgpecificidad de 1la respuesta inmune.

Otro aspecto de los antigenos artificiales es el afscto que -
tiene el modificar moldculas poco antigénicas y la respuesta que produ -
cen en un organismo dado. Un.saso es la gelatina, 2 1la cual se ls pueden
unir varios grupos para estimular su antigenicidad (12). Cuando el amino
Scido aromftico tirosina se incorpora en un 2% a la gelatina, aumenta la
inmunogenicidad de ésta dltima. Cuando se afiaden cantidades de 10% o ma-
yores, la gelatina se vuelve muy inmunogénica paro los anticuerpos for=-
mados se dirigen contra la tirosina.

A partir de entonces (1930's), es decir a partir de los des-
cubrimientos de Landsteiner, las téonicas de acoplamiéento de haptenos a
protefnas han tenido un desarrollo muy modesto en comparacién con otros
campos de la inmunologfa. Actualmsnte se denomina grupo hapténico a les
sustituyentes acoplados a protefnas, y a éstas se las denomina protefnas
conjugadas . Se utiliza también el término soporte en analogfa con matri

ces quimicas usadas en otros métodos de investigacidn bioquimioca.



1.1.5 Bases Molsculares: Immunogenicidad y Antigeniocidad.

Sela (2) dice en su reporte: "Nuestro conocimisnte sobre di-
varsos parfmetros moleculares como son : composicidén, peso molecular, -
fbrma, ﬁccesibilidad, carga elfctrica, configuracién éptica y estérica -
, etc. que controlan la antigenicidad, esto es, la inmunogenicidad y la
especificidad antigénisa, se ha incrementado en afios recientss, debide
sn parts al empleo de antigenos sintéticos. La simplicidad de estas mo -
léqulae facilita la interpretacién de los resultados, y permite detactar
sfectos tales como variacidén gendtica de la respuesia inmune, que no son
Pécilmente obssrvablss con antfgenos naturalss, por ser sstos substan -
cias muy complejas". Por esta razén, a continuacidn se da una breve revi
#ién de estos pardmetiros.
sstructurs y gggpoeioién : A este respecto parece gque lo importante o8 -

que el hapteno presente un anillo en su estructura y por elle, entre los
aminofcidos, son la tirosina y ls fenilalanina los m4s usades. Los homo-
polfmeros ds alfa-amino-4fcidos generalmente no son inmunogénicos, pero =—
los polimeros de dos aminodcidos si lo som em cuyes y conejos. Se han ob
tenido excelsntes inmui..dgsnes con polimeres constituidos por tres o cua-
tro aminodcidos (13). Ya hemos viste ademéds, que al adicionar tirosina &
gelatina aumenta la inmunogenicidad de ésta Ultima.

Conformacién Optica y Estérica: Se ha reconocido que el arreglo espacial

de las protefnas es importante para mantener la especifioidad antigdénica
s pues las proteinas desnaturalizadas casi no reaccionan con anticuarpos
de la protefna nativa., Se han realizado otros experimentos con antigenos
sintéticos, que han llevado a 1la misma conclusién.(2)

Ya se menciond el alto grado de especificidad de los anticuer-
pos en su reaccidén con antigenos opticamente diferentes. En general, los
polfmercs de D-aminofcidos son menos inmunogénicos que sus correspon -
dientes polfmeros de L-aminodcides. La unién de L-aminodcidos al exte-
rior de una macromolécula sintética que consta de D-aminodcidos la com=-
vierte em un buen inmunégeno. A la inversa, una molécula compuasta de
L-aminodcidos y rodeada de D-aminodcidos es un mal inmundgeno. Parece
que este efecto se debe al metabolismo incompleto de éstos dltimos, ya
qus su retencién en el animal por largos periodos de tismpo resulta -

en una pobre respuesta inmune (14).
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Tamafie: Antes se pensaba que substancias de peso molacular menor de 5~
10 000 daltons no eran inmunogénicas. Esto parece sar cierto Unicamen-—
te para los antfgenos proteicos, pues otras moléculas de peso molecular
tan bajo come 450 daltons (ver tabla 1.4) ham demostrado ser inmunogéni-
cas per se. Son capaces tanto de induocir la formacién de anticuerpos co—
mo de provocar alteraciones en la reactividad celular.

Tabla 1.4 Inmunégenos de Peso Molecular Bajo (8).

Inmunégene Peso Mglecular Bspecie Inmunizada
poli-Glnso-All4o-Tir1° 4000 conejo
tri-dinitrofenil

bacitracina 1928 ocuy
Angiotensina 1031 ocuy
p—-azobencenarzonato-

tri-L-tirosina 750 . conejo,cuy
N-acetil=L-tirosins 451 cuy

Forma Fisica: La forua fisica de un antigenc cuando se inyecta a un ani-
mal es sumamente importante en su inmunogenicidad.Las proteinas, los -
4cidos nucleicos, y los antigenos sintéticos tienen diferente inmunogeni
ecidad cuando se presentan en la forma de agregados o en forma no agrega-
da. En general, la formacién de agregados en los antigenos proteicos au

menta su inmunogenicidad. Muchos antigenos son altamente inmunogénices -
cuande se administran en adyuvants de Freund completo (una emulsién.agua

en aceite en la que estd suspendide Mycobacterium tuberculosis muerto),

© bien cuando son adsorbidos en precipitados de aldmina (15).

Los adyuvantes mantienen niveles efectivos y bajos de antigeno
en los tejidos, provocando al mismo tiempo inflamacién em el lugar de la
inoculacién, por lo que se acumulan macréfagos que unem antigeno para -
reacoionar con células B y T, iniciando as{ una efectiva respuesta inmu~-
ne.(15).

Carge : Varios estudios ham demostrado que la carga neta de ant{egnos -
sintéticos, que se ha variado sistemdticamente por alteracionee en su -
composicién de aminodcidos, no es requerimento esencial para la inmuno -

genicidad y que, dentro de ciertos 1imites, no afecta la cantidad de an—
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tisuerpos produeidos. Sim embarge, se sabe que moléculas sxsesivamente
cargadas producem respusstas "pobres". Parece existir una rclaciéa im -
versa entre la carga neta de la moléocula inmunogénica y la magnitud de

la respuesta que produce. (13)

1.1.6 El Tamafio de la Determinante Antigénioa.

El tamafio aproximado de la regién antigénica que entra en com
binacién con el sitio de unidén del anticuerpe (conocide como fragmente
Fab), ha sido estimado por varios investigadores usando diferentes ti -
pos de antfgenes. En general, el método consiste en estimar el tamafio -
de 1la determinante antigénioca inhibiendo el sitio de unién del anticuer-
po con antigenos homélogos de peso molecular oreciente. En la tabla 1.5
se exponen algunos ds esos resul tados.

Tabla 1.5 : Tamafio aproximado de la determinante antigénioca. (8)

Ant{geno Composicién y Tamafio aprox. de la dsterminante (i)
Dextrana 6 residuos azudcares Y x12x17
Acido Nucleico 4 6 5 residuos purina o pirimi- 15 x 20

dina
Bacillus anthracis hexapeptido 36 x10x6
poli-Ala-ASB pentalanina 25 x 11 x 6.5
poli-lis-ASC penta(hexa)lisina 27 x 72 x 6.5
poli-lis-fosforil-
ASB pentalisina 27 x 17 x 6.5

ASCe albdmina sérica de conejo.
ASB= albimina sérica de bdovino.

1.1.7T Comsideraeiomes Celulares.

Ademés de los aspectos moleculares que afectan la inmunogeni -
oidad, se debe considerar el estado inmunolégico del animal. Se sabe aho
ra que un animal genéticamente eapas de responder a un aﬁtfg.nc necesita
tres tipos de oélulas que cooperan para formar anticuerpos : 1) linfooi-
tos timo dependientes (T), 2) linfocitos derivades de la médula ésea (B)
y 3) macréfagos. Durante esta respuesta hay una fase en la cual el anti-
geno s reconocido por receptores ea las células linfoides que son cape-
ces de unirse especificamente a él.

Estas reacciones de ocooperacidén y reconocimiento difierem de -
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acuerde a la naturaleza del antf{gene. Los linfocitos T, tienea la funm -
cién de ayudar a la respuesta inmune al desencadenar la respuesta de =~
les linfocitos B hacia el antfgeno. Sin embargo, no todos les antigenos
requieren estos afectes de ayuda de los linfooitos T, vgr., el lipopoli=-
sacéride de bacterias Oram nsgativas, el polisacérido del neumococo, etc
(8) Estos antigenos presentam determinantes antigénicas repetidas y se -~
les conocs por ello eomo antigenos "timo-independientes". En cambio, los
antfgenos naturales requieren de ssta ayuda y por ello se les llama "ti-
mo-dependieantes”. (15)

La presentacién de un antigene en forma libre de agregados, o
en dosis muy slevadas, puede hacer que un animal que normalmeate produ -
ofa anticuerpo se vuslva tolerante hacia ese antfgeno. Parece que los =
linfocitos T son responsables de este estado. Los mecanismos por los ocua
les las células son estimuladas a producir anticuerpos, o por el contira
rie a no presentar respuceta, scn todavia un misterio.

1.2 COMPLEJOS ANTIGENICCS.
1.2.1 Aspectos Histéricos.

Fue en 1917, cuando Landsteiner empezé a preparar lo que é1
llamé "éntigonol conjugados arvificisles para imvestigar una creemcia oz
#i dogméticl......, Que era necesarias una constitucién peculisr de las -
protefnas para la produccién de anticuerpos”. (9) Estos dos primeros con
jugados probeices los prepar$ mediasnte la acilacién de los grupos amino
de la alblmina sérica, con clorurcs o anhidridos de £cidos butiricos, -
isobutfricos, mono, di y tricloroacéticos, etc. Landsteiner distinguié -
que la especificidad original del scporte proteico cambiabs por la intre
duceidén de nuevos grupcs hapténicos. Por elle, para estar seguro de es-
tar detectando anticuerpos contra el grupe hapténico, los probé con con=
jugados hechos con una protefna no relacicnada u homéloga al animal inmu
nizado.

Landsteiner también determiné el nimerc Sptimo de haptenos ne-
cesarios para obtener la mejor respuesta inmune, y su conclusién fue gque
el hapteno en exceso o en defecte conducfa a una respuesta irmune pobre.
Para ASB (a21lbdmina sérica de bovino) 10 grupos hapténicos fue el Sptimo.
(11)

Asf, el trabajo de Landsteiner estebleoié la mayoria de las -
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reglas del trabajo actual, y las contribuciones posteriores ban sido -
por le gensral refinamientos de téonicas. Una excepcién notable fue el -
desarrolle del radieinmuncsunélisie por Yalew y Bersom (16). Este procedji
miento ha conducido & una expansiém considerable de las téonicas inmuno-
18gicas, y a una creciente preocupacién por entender mejor el problema -
de 1los haptenos y ls formacidm de anticuerpos dirigidos contra elles,
1.2.2 Eleccién del Boporte Proteise.

Los soportes proteicos utiliszados en diferentes laboratorios -
incluyen fraccienes de globulinas, albimines séricas de varias especies,
hemocianina, evalbdmina, tiroglobulina y fibrinégeno y se seleccienan en
funcién a su disponibilidad, del hapteno que se desea acoplar, y del pro
cedimiento que se plamea utilizar. Se ha reportado que en general, los -
complejos hapteno-albimina resultan més solubles que los de gamma-globu-
linas u ovalbdmima (17). Dichos complejos pueden ser utilizados para in
munizaocién, pere presentam problemas para caracterizar el amtiouerpo. Se
recomienda como lo m4s adecuado contar con complejos inseolubles para la
inmunizacién (ver secocién 1.1.5) y usar complejos solubles para caracte-—
rizar el anticuerpo.

1.2.3 Haptenos con Orupe Carboxilo.

Esta clase de haptenos poseen un grupo carboxileo de manera na-
tural, como por ejemplo los pequeiios péptidos angiotensina y bradicinina,
el dcide salicflico, la aspirina, ete. Otros hapienos tienen grupos acti
vos 2 los cuales se puede unir um carboxile, sin embarge para su compor+
tamiente en les diferentes reacciones de acoplamiento em que intervienen
los grupos carboxile, esta diferencia no importa. A continuacién se des-
criben brevemente estas reaceiones.

Método del Anhidrido Mixtos Se aprovecha para sintetizar uniones peptidi
ces (18), El procediriento de reaceidén se lleva a cabo directamente oon
el hapteno, y se ham logrado acoplar de 15 a 30 grupos hapténicos por -
wolécula de albdimina. Algunos esteroides y otras hormonas como le tiro -
xina (19) han sido unidas por este procediciento, el cual se ilustra em
la figura 1.1

Método de las Carbodiimidas: Las carbodiimidas son compuestos reciente-
mente sintetizados (20,21). Las carbodiimidas son capaces de acoplar mu-

chos tipes de grupos funcionales, inocluyendo &cidos carbox{fiicos, aminas,
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Figura 1.1 Procedimiento del Anhidrido Mixto.

OH~
B-G=0 + CH,(CH,)CHCHE_-0-C=0 -—-> CH,(CH,)CHCE,~0-G=0
&5 32 Ty 33 e g—q-o
R
B N-Pr pH=9.5

CH,(CH,)CHCE,0H + n-g-xn-rr + co,

fosfatos, alcoholes, tioles, etc. (22,23) ocon la formacién de amidas, -
ésteres, y demds. El acoplamiento probablemente se produce al menos en
dos pasos, ocomo se ilustra en la fig. 1.2 , en donde se muesira la unién
de un hapteno a un soporte proteico en las reacciones A y B por medio de
un enlace amida. (23)

Pigura 1.2 Mecanismo portulado de enlace hapteno-proteina por medic de
carbodiimidas como agentes acopladores. (24)

Proteima-C=0 + R-H=C=N-R' Proteina-C-NR-C-NE-R'

OH : \\\\s ////a ¢ o
Derivado Urefdo

Intermediario Protefna-§-0-G-NHR (indeseable)
Postulado

’/////ﬂ =y
Hapteno-lﬂz \\\\g Proteina-¢-NHE-Hapteno
0

producto final
+
R-NH-C-NH-R'

agente acoplador
(bidratade)

Las carbodiimidas pueden, ademés, unirse a grubos carboxilo y
por rearreglo, formar uns ures estable N-sustitufda. Esta adicidén al se~-
porte proteico puede dar lugar a la producoidén de anticuerpos dirigidos
contra estos grupos urefdos. Sin embargo, para minimizar las complicacie
nes de la formaoidn de anticuerpos dirigidos contra ureas sustituidas, -
se pueden usar dos tipos de carbodiimidas solubles sen agua, cuyas férmu-

las se encuentram en la figura 1.3
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Figura 1.3 Férmulas estructurales de dos carbodiimidas hidrosolubles.

x+

C235-1-0-1—032—032-032-25033 Cl
3
Clerhidrato de 1-etil—3(3—dimetil-uninoprop11)o-rbodiimida.
Comercialmente "Btil CDI* (8igme Laboratories Imc.)
P »
C)-n-c-n—cnz-cnz-:i_,o PCH,CE, SO0,
3
Mete-p-toluensulfonato de i-ciclohexil—-3-(2-morfolinil-(4)-etil) carbo-

diimida, Comercialmente "Morpho CDI" (Sigma Laboratories Inmc.)

Existen ademés otros tipos de carbodiimidas liposolubles, lo =
cual proporcione al método gran versatilidad. En la figura 1.2, el lugar
de la protefima lo puede tomar el hapteno y visceversa. Este hecho es im=—
portante, pues de esta manera el hapteno puede reaccionar por el grupo -
carboxile o el amino y ademés, el derivado ureido se forma entonces con
el hapteno, y por temer un peso molecular bajo, puede separarse fécil -
mente. El hapteno que haya reaccionado con la protefna de la manera de-
seada, quedard unido a ésta, y en esta forma se facilita la separacién
hapteno-urefdo y complejo antigénico final protefna-hapteno. La separa+
cién se efeotda fdcilmente por medio de diflisis.

Sin embargo, en muchos casos el derivado urefdo no interfiere
para los fines del anticuerpo que se persigue, y besta con minimizar su
formacién por rearreglo controlando el pH de la reaccién. De esta manera
se obtienen mayores rendimientos (24).

Bajo condiciones adecuadas, se puede obtener un anhidride fcido
de 1a protefna, lo oual es conveniente pues se puede oristalizar y guar
dar para uso posterier. Esto equivale al primer paso de la reaceidén de
la figura 1.3 El segundo paso se efectdia afiadiendo el haptenc que se de-
sea acoplar. Este procedimiento se ilustra em la figura 1.4

Un problema al usar este m§todo es gue las referencias en la
literatura son muy contradicotorias respecto a las condiciones fisicas -
del acoplamiento (7,17,19,24,25,28,30,33,35,38,39,40,46), tales como -
temperatura, tiempo de la reaccién, pH al cual se debe llevar a cabo, y

las concentraciones de los reactivos que intervienem.
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Pigura 1,4 Formacién del Anhidrido Acido (25).

H
orecaat + 8o » nsgda  Derseitets
OH —R'!
ne g °'§
Rll_¢-0
E H kf// o8 H Derivado
Urefdo
- Vo 3 = _N-R* N-C-N-R*
RV g.o g B'* + R x-g N-R a"R g g N-R (s aaannis)
Anhidrido agénts acoplador 0

fcido (hidratado)

R y R' representan grupos alquile. R''-COOH puede ser la protefna o el
hapteno. Solamente sl intermediario postulado y el anhidrido doido (orig

talizable) reaccionam con grupos amino para formar uniones peptfdicas.

1.2.4 Baptenos con Grupos Amino.
Esta clase de haptenos puede subdividirse em haptenos gon ami-
nas aromdticas y aquelles con aminas alifétiocas.

En el caso de las amines arométicas, el método més usado es la -
diazoacién introducida por Landsteiner (9). En esta olase se incluyen-
también haptenos con grupo nitro aromético, los cuales se pueden reducir
a grupos amino.

Las aminas alifdticas pueden aceplarse utilizando carbodiimidas
(ver seccién 1.2.3). Otro procedimiento consiste en convertirlas a p-ni-—
tre bemzoilcloruro. Los derivados amida pueden ser reducidos por catéli-
gis reductiva, o por otros procedimientos, al derivado p-aminobenzoioco,
que puede ser unido & una protefma por diazoacién (9). Uno de los méte-
doe mds utiligados es el del glutaraldehido, un reactivo bifuncional que
forma bases de Schiff con grupos amino libres (26, 27). La reacoién se
ilustra en la figura 1.5
Figura 1.5: Reaceidn de acoplamiento para aminas primarias (glutaralde=-
bido).Poraacidu_de_tces produgios pringipsles.
a—g-(caz)B-g-n

i H
. - 1) R'-N=(-(CH,) ,-C=N-R'
R'-NH, + R''-NH, DokoRy)

2)3_%_n_nou

3) R'-Nal-(cH,) ,-C-B-R""

2)R''-N=C-(CH
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De esta manera ss han acoplado nuchas substancias, entre -
ellas Triyodotironina (T3) por Nejad y ool. (28). Su principal problema
o8 la formacién de dfmeros y polfmeros de protsfna y hapteno, junto con
la formacién del producto deseado. Otra desvseantaja raspecto al método de
las carbodiimidas, es la formacién de una base ds Schiff en lugar de un
enlace peptfdiee el sual se sabe gque 98 més estable in vive. Esto es im-
portante cuando los haptencs acoplados son moléculas biolégicamente acti
vas, que pueden ocasionar problsmas metabdlicos en los animales que se -
pretenda inmunizar.

1.2.5 Bspecificidad.

Landsteiner sstablecié, en sus estudies preliminares, que la =
sspecificidad del anticuerpo se dirige principalmente a la porcién del -
hapteno més alejada del grupo funcional que lo une al soporte proteico.
Este hecho debe tenerss en cusnta cuando se trata de obtener un anticuer
po altamente espec{fico, para uso en determinaciones en flufdos del orga
nismo que contienen otras substancias estrusturalmente paracidas. El an-
tigeno ideal seré aquel en sl que ninguno de loc‘grupos estructuralmente
importantes del hapteno se encuentren unides a la protsefna, sino expues—
tos. Una cadena de varios carbones entre el soporte y el hapteno también
conduce a una mayor especificidad (35).

1.3 CRITERIO DE SELECCION DE LA METODOLOGIA.

Comno ya se menoioné anteriormente, el objeto de esta tesis es
la preparacién de un antfgeno hapténico adecuado »para obtener anticuerpo
contra las hormonas tirovideas triyodotironina y tetrayodotironina, las -
cuales se derivan del aminodcido tirosina, con el cual comparten estruc-—
turas similares y solamente difieren en el ndmero de yodos que contienen.
Aunque posteriorwente tratarsmos mds a fondo sus caracterfsticas es por
razones de su estructura por lo que se decidié utilizar carbodiimidas -
cono agentss acopladores. Su empleeo ofrece varias ventajass
a) Simplicidad. BEs un método direoto, no requiere mucho material y leos
r3activos se pueden obtener comercialmente.

b) Permits el acoplamiento por el grupo amino del hapteno y el carboxilo
de la protefna o visceversa. Este es un factor controlable para fines de
especificidad.

c) Las desventajas en cuante a la formacién de urefdos en nuestro caso -
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no son importantes por no tsner estruciuras ralacionadas que pudisran
cruzar con el anticuerpo formado.

Como soporte proteico se decidié emplear la tiroglobulina hu-
mana por las siguientes razones:
a) La facilidad de obtenerla en el laboratorio por fraccionamisnto sali-
no con sulfato de amonio del extracto tiroideo de gléndulas obtenidas -
post-mortem y posterior purificaciém por filtraciém molecular en gel de
dextran.(32)
b) .Su paso molecular de 660,000 (29) que le confiere una antigenicidad
muy elevada.
c) #s la proteima "natural" de la que provisnen las hormonas tiroideas.
Por efecto de una proteasa, la T3 y la T4 son liberadas de la protefna.
De hecho, la protefna ya contiene T3 Yy T4 unidas de manera natural. Con
afiadir otros grupos hapténicos se espera dirigir la respuesta inmune en
la forma deseada.
d) Skowsky y Fisher indican en su reporte (30) que la tiroglobulina es
especialmente adecuada para inducir antigenicidad a moléculas pequefiaa.
Indican ademés, que Chopra, Helson y Solomon (48) obtuvieron buenos re-
sultados al usar tiroglobulina, a diferencia del caso al usar albimina
sérica bovina, en el cual mo obtuvisron respuesta.alguna.
e) Normalmente, la tiroglobulina no se eacummtra en la circulacién, © =
86 encuentra en muy poca cantidad, lo cual es una ventaja sobre la albi-
mina. Ademds, la tiroglobulina utilizada es humana, o sea de una especie
alejada respecto a los animales inmunizados.

Por otra parte, un factor que motivé el empleo de este método -
fue una experiencia previa con carbodiimidas en el acoplamiento de gas —
trina sintética con albimina sérica bovina (haptano-soporte respectiva -
ments) para praparar un complejo que s8 usé como inmunégeno en otre estu
dio y que se describe en forma breve a continuacién. '

1.4 EXPERIGNCIA PREVIA EN EL LABORATORIO DE LA CLINICA DE TIROIDES.

La gastrina es una molécula protefnica sintetizada en la cavidad
gdstrica. Consta de 17 aminodcidos y tiene un peso molecular de 2500 dal
tons (aprox.) (38). El fragmento active es un pentapéptido de peso mole-
cular 769.7 .La gastrina empleada se obtuvo del equipo "Gastrodiagnost"

que se usa en la Clinioca para estimular la secrecidén de jugo gdstricog
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su preseataciém es en ampolletas do 2 ml com 0.5 mg de pentagastrina,
Como el volumen para tener 5.5 mg de pentagastrima seria muy grande pa—
ra la reaceién, se liofilizé el eontsnido de la ampolleta por saparado
y el total se disolvié en N-N dimetilacetamida (0.6 ml). E1 pH de esta -
solucién fue de T.4 3 a esta solucidn se afiadierom T7.32 mg de albdmina
sérica bovina disuelta en 0.5 ml de amortiguador de fosfatos pH T.4 y
un exceso de agente acoplador, el clorhidrato de 1-etil-3(3-dimetilami-
nopropil)carbodiimida (100 mg) en 0.6 ml de amortiguador de fosfatos pH
7.4 0.01 mol/1t.

La mezcla de reaccién se agitd = temperatura ambiente por un =
lapso de 24 horas, tiempo durante el cual se vuslve ligeramente opales -
cente. El conjugado se dializé durante 72 horas contra una solucidn 0.15
mol/l. de NaCl, 0,01 mol/l. de fosfatos, pH 7.4; el amortiguador de did~
lisis se comparé a un original, preparado de la misma manora para reali=-
zar pruebas presuntivas que evidendiaron la eficisncia de la unién. Se
leyé la absorbancia a 280 nm del amortiguador de diflisis antes y des -
pués de realizada ésta. Conociendo el coeficiente de extincién molar de
la pentagastrina ( 12 700), se puede calcular la cantidad de pentagastri
na dializada y la diferencia representa la gastrina unida (mé&s un poco -
de gastrina no unida y no dializada, dato que se obtiéne de los contro=c
les realizados sin agents acoplador).

21 rendimiento de la reaccién por este método se calcoulé en un
33.8%, lo que representa la unién de 4.34 moles de pentagastrina por mol
de albimina. _

Esquema de inmunizacidén: Se utilizé un conejo mache Nuseva Zelam
dia, joven adulto de 3 Kg. Se inyeoté 1 ml de este antfgeno hapténico ca
da tres dfas por via subcutdnea en miltiples sitios en el lomo, emulsifi
cando el antfgeno 131 en:adyuvanto de Preund completo por 18 dfas. Des -
pués se continué el esquema con inoculaciones similares cada semana, y -
al mes se aplicaron refuerzos cada mes. Después de cinco meses de inmuni
za0idn, el conejo presentd hipersensibilidad. En este punto, se sangré -
totalmente al animal por puncidu cardiaca, se mepard el suero y se liofi
1lizé. Este suero presenté banda en prueba de difusién de Ouchterlony con
tra la solucidém del conjugado, la albimina sérica bovina y contra penta-

gastrina solamante.
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II. MATERIALES Y METODOS
2.1 FUNDAMENTO DEL METODO

- El objetivo consiste en obtener un antigeno artificial para -
preparar un complejo antigénice y son é1 inmunizar animales de laborato-
rie. Para ello, es necesario tomar en cuenta cuales son los factores ex-
perimentales criticos del procedimiento y disefiar ademés pardmetros que

pormitan determinar el rendimiento y efectividad del procsdimiento em .
pleade.

2.1.1 Separacién, Rendimiento y Purificacidén del Producto Final Deseado.

Nuestros haptenos, es decir, la T3 y la T4, tienem pesos molecu
lares respectivamente de 673.0 y 798.9 daltons como sales sédicas (29).
El soporte proteico que se decidié emplear es la tiroglobulina huwana -
(660.000 daltons, aprox.) (32) por razones ya oconooidas. El método de -
elecoidén para separar substancias de estos pesos moleculares tan dife -
rentes es desde luego, la didlisis. A su vez, este método proporciona la
ventaja de separar el producto final de los haptenos libres, que son dia
lizables, pues los haptenos unidos al soports proteico no lo- son. El1 -
agente acoplador que se utiliza es el clorhidrato de 1-etil-3(3-dimetil
aminopropil) carbodiimida, cuyas propiedades se han disoutido anterior =
mente. El peso molecular de este compuasto es 191.5 (24), 10 cual le ha-
oe fécilmente dializable. Esto nos permite eliminar ademés del exceso de
hapteno que no reacciona, el agente acoplador, lo oual es necesario para
terminar la reaceién, y proporciona de esta manera el producto final pu-
rificado.

Las condiciones del método hacen necesario conocer las ocaracte-
risticas téonicas de la membrana de didlisis. La empleada para esios -
experimentos tiene un lfmite de peso molecular dializable de 14 000 dal-
tons. Ademés de tener en cuenta este dato, daben correrse controles de -
varios tipos s Control del soporte proteico y de hapteno sin catalizador
(equivale al "dafio" o unién inespec{fica) y un control de hapteno sola «
ments. En ambos casos tedricamente deve dializar todo el hapteno.

Para determinar el rendimiento de la reaccidén, el método més -
sxacto y conveniente para el laboratorio de 1la Clinioca de Tiroides es el
usar una dilucidén isotdépica del hapteno, ya que asi, midiendo la radioag

tividad de la mezcla ds reaccién, se puede obtener una proporcién porcsn



-21=

tual con respecteo a la radioactividad total utilizada, lo cual nos da -
directamente el % de unién de una cantidad conocida del hapteno (véase
apéndice 1).

Las caracterfsticas gemerales de una dilucién isotépica son: =
Se compone de una porcién minima (en masa) de una substancia quimicamen-—
te pura, marcada radioactivamente (con algin ieétopo radioactive). Tiene
ademés, una concentracién conocida en masa de la misma substancia quimi-
camente pura no marcada. El comportamiento de la substancia marcada y la
no marcada es quimicamente idémntico. El comportamiento biolégico es tam-
bién igual.

Sobre estas bases, se pueden mantener constantes unas varie -
bles mientras se estudien otras. Como ya se ha mencionado, las variables
por estudiar son la temperatura, el pH, la concentracién de hapteno y el
tiempo de reaccidn.

2.1.2 Equipos

En el presente caso, el equipo es relativamente complicado de-
bido & le necesidad de usar radioactividad. Sin embargo no representé -
ningdn problema para el desarrollo experimental debido a que el sitio de
trabajo oontaba ya oon todo le indispensable.

Potencidmetro: Es necesario conocer el pH de la mezola de reaccidém, por
ello se requiere un potencidémetro de preferencia con un microelectrodo -
integrado, que incorpora el electrodo de referencia y el indicador en =
uno solo.

Inoubador con agitaoién: Se precisa contar com un incubador del tipo -
"Dubonof" que permite reguler y mantener estable en un intervalo determi
pnado la temperatura y la sgitacién de la mescla de reacoién.

Agitador "Vortex" : Necesaric para la agitacién homogéuea.

Contador de Centelleo para Radiaciones Gammas Este es sin duda el equi -
po més sofisticado que requiere le presente téonica. Tiene un cristal de
yodure de sodic activedo por lo general oon yodure de talic (36) y que -
presenta un orificieo central por el cual se introduce la muestra. En es-
ta forma se logra un méximo de eficiencia en el contec por razones de =
geometria.

Agitadores Magnéticos : Para efectuar le didlisis.

2.1.3 Material.
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Materisl de vidrierfa: Se requiere de pequeiio velumen. Tubos de ensayo
de 13 x 100 son adecuados. No se necesita de ningdn requisito em espe -
cial, @ no ser el contar con personal adiestrado em el lavado de mate -
risl radicactive. Se usan ademds micropipetss, y vasos de precipitado -
de tamaiio grande (1000 ml). En realidad el laboratorio convencional cuen
ta con tedo lo indispensable.

Tubo de didlisiss Se prefiere de 2.5 om de didmetroj en cada muestra se
usan tramos de 5 om.

2.1.4 Reactivos 3

Clorhidrato de 1-ot11-3(3—dimot11nminopropil)carbodiinidn; obtenida de
leboratorios Sigma (USA).

3,5,3' Triyodotironina en sal sédica Sigma (Usa).

3,5,3',5' Tetrayodotironina en sel sédica, Sigma (uUsa).

N-N dimetilformamida como solvente orgénico para la T3 y la T4 obtenida
de Laboratorios Merck.

Fosfato Monobdsico de Potasio (Merck).

Fosfato Dibdsico de Potasio (Merck).

Cloruro de Sodie Q.P. (Baker).

Hidréxido de Sodio (Merck).

Acido Acético (Baker).

Reactivos Radioactivos @

Triomet ('2I-1,) Abbott.

Tetramet (1251-'1'4) Abbott.

Reactivos Biolégicos.

Tiroglobulina Humanai Obtenida en el laboratorie de la Clinica de Tiroi-

des por Mora,R.(32), por técnicas de precipitacién selima y filtrascién -
molecular por Sephadex G-200. El material se extrajo a partir de gléndu-
lss tiroides humanas obtenidas por necropsias, las cuales fueron propor-
cionadas por el Departamento de Patologia del I.N.N.

2.2 DESCRIPCION GENERAL Dk LA TECNICA.

1) Se pesan las cantidades deseadas de soporte proteico y agente acopla-
dor y se disuelven en un volumen conocido de soluoidn salira isoténica -
amortiguada al pH que se desea estudiar, Para ajustar el pH se puede ha-
cer con &cido acétice al 3%, debido a que el pH sin ajustar es alcalino.

2) Para preparar le dilucién isotépica se calcula un volumen de hormona
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marcada para ajustar a unos 2500 pg. (:_10 microlitres). Se afiade & 1.0
ml de N-N dimetilformamida. Se pesa la cantidad dessada de hapteno = -
"frio"(sim marca) y se solubiliza también. Esta solucién se protege de
la luz,
3) Se fija la temperatura del bafio incubador a la que se desea llevar a
cabo la reacoidn, y se procede a afiadir la solucidén del hapteno a la de
soporte-catalizador, gota & gota, agitando en el Vortex después de cada
gota. Cuande se termina dicha operacién #e ajusta rédpidamente el pH que
se descea estudiar y la mezcla de rescciém s@ coloca en el bafio incuba -
dor con agitacién. Nuevamente se puede ajustar el pH con #£cido acético
al 3%. Se protege la mezcla de reasccidén de la lus, debido a la fotesen-
sibilidad del intermediario (24).
4) El tiempo de incubaciém depende del estudio que se esté llevando a -
ocabo.
5) Al terminar el tiempo de incubacidén se tramnsfiere la mezcla de reac -
cién & un tubo de diflisis, y se dializa exhaustivamente contra soluocién
salina amortiguada al mismo pH de la mezcla de reaccién. Disligzar "ex =
haustivamente" implica realizar el proceso al menos durante 24 horas, -
contra un velumen al menos 100 veces mayor que la mezcla de resccién.
6) Se separa la bolsa de diflisis que contiene la mezcla de reaccidén del
amortiguador de didlisis, y se cuenta el contenido de radioactividad en
ambos compartimientos., Para esto, como ya se ha mencionado, se ha utili-
zado una dilucién isotépica del hapteno. La comparacién del contenido de
radicactividad de la mezcla de reaccidén con el liguido exterior de didli
8is nos da un valor en % de hormona incorporada al soporte proteice, y -
de hormona libre, lo cual sme grafica contra la condicién fisica estudie~
da. (véase apéndice 1).
7) Se repite el experimento un nUmerc de veces adeouado dependiendo de -
los valores gue se obtengan; si éstos son bastante constantes, pocas ve-
ces bastan, pero si varfan mucho, se repiten més veces para tener um va-
lor estadfistico significativo., Los resultados y susvinterpretaciones se
discuten en el capitulo de resultados.
2.2.1 Métodos Opcionales.

El problema fundamental de la presente téonica reside en deter

minar de manera confiable la cantidad de hapteno unido al soporte protei
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pequefias cantidades de hapltemc en el amortiguador de didlisis, ya que -
gemeralmente me requiere detectar miligramos de éste en 250 ml (o més)
de amortiguador de didlisis.

Es claro que el método presentado anteriormente usando radiocacti
vidad es con mucho el més confiable; perc en el caso de no disponer del
hapteno marcado o biem He contar con las facilidades de trabajo de isé-
topos radioactivos, se deben considerar métodos opcionales como soni
Espectrofotomdtricos Por este método se puede determinar la concentra -
¢ién de las hormonas tiroideas T3 y T4 a longitudes de onda de 319 y 333
nm respectivamente (34). Este es el método de eleccién cuando no se dis-
pone del equipo indispensable pera efectuar el estudio por medio de ra -
dioactividad. El tratamiento estadistico a partir de este momento es si-
milar.

Cuantificacién del contenido de yodo. Este m§todo es poco sensible, por
lo que se harfa necesario concentrar las hormonas en el lfquido de didli
sis, lo que puede realizarse por cromatografia por exclusién molecular o
bien por cromatograffa de afinidad. Despuds se proeederia a determinar -
el oontenido de yodo. Zste método tieme muchos problemas, por lo tardado
de la tédcnica y sobretodo por lo poco confiable de los datos obtenidos.
2.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.

1) En todos los experimentos se utilizaron cantidades constantes de so —
porte proteico y de agente acoplador. Las cantidades que se pesan de ti-
roglobulina son de 10 mg y se hacen reaccionar con 30>ng de etil carbo -
diimida, disolviéndose en 1.5 ml de solucién salina pH 5.6 . No se re =~
quiere un sistema amortiguador especial por las propiedades amortiguado-
ras de la tiroglobulina. Posteriormente ajustaremos el pH a la mezcla de
raaccidén. De esta manera se empieza a llsvar a cabo ¢l primer paso de la
reacoidén de acoplamiento al activar a2l catalizador los f}upoa carboxile
expuastos de la tiroglobulina formdndose el intermediario postulado.

2) Se pesan las cantidadss por estudiar del hapteno, el cual ss solubi -
liza en 1.0 ml de N-N dimetilformamida (ver preparacidn de la dilucién
isotépica seccidén 2.2) Las cantidades estudiadas de Tj fueron 3.62 mg ,
8.15 mg, 16.315 mg y 32.62 mg.

3) En este caso y en los restantes ss £ijé por conveniencia la tempera -
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tura del dbafio incubador a 25°C, el pH sa ajusté a 5.6 segin un reporte
previo (39), y el tiempo ds incubacibém fue de 24 horas con azitacién -
continua.
4) Despuds de este tiempo de incubacién las muestras, cada una por du -
plicado, se dializan contra 250 ml de amortiguador de fosfatos 0.01 -
mol/l, pH 5.6 en solucién salina isoténiem, guardando los amortiguado -
res de diflisis de cada bafio. El tiampo de diflisis se fijé ocon experi =~
mentos previos ocon dilucién isotdpica del hapteno exclusivamente y se en
contré suficisnte un tiempo de 24 horas.
5) Se cuenta la radioactividad y se miden y grafican los resultados.
2.3.1 Observaciones Zspaciales Sobre Cada Curva.
Triyodotironinat
1) Curva de concentracién: Temperatura de 25°C, pH de 5.6, Tiempo de in-
cubacién de 24 horas (se ensayaron 3.26 mg, 8.15 mg, 16.315 mg, y 24.47
mg de T3).
2) Curva de Tiempo: Temperatura de 25°C, pH de 5.6, concentracidén del -
hapteno de 16,315 mg.
3) Curva de pH: Temperatura de 25°C, Tiempo de incubacidén de 30', concen
tracidén del hapteno de 16.315 mg.
4) Curva de Temperatura s Concentracidén dsl hapteno de 16.315 mg, Tiempo
de incubacidén de 30' y pH de 5.6

En todo el estudio de 1la cindtica del acoplamisnto TgH—T3, se
utilizaron oantidades constantes de tiroglobulina humana (10 mg) y de -
agenta acoplador etil curbodiimida (30 mg).
5) Efecto del agente acopladors Concentracién de hapteno de 16.315 mg, -
Tiempo de incubacién de 30°', Temperatura de 25°C, pH de 5.6 . Concentra-
ciones de agente acoplader ensayadas de 3 mg a 30 mg.
Tetrayodotironina s
1') Curva de Concentracidén s Temperatura de 45°C,'pH de 5.6, Tismpo de

incubacién de 30', concentraciones de T, emsayadas de 3 a 25 mg.

2') Curva de Tiempo : Temperatura de 45§C, pH de 5.6, Concentracién del
hapteno de 10 mg.

3') Curva de pH: Temperaturs de 45°C, Concentracién del hapteno 10 mg, -
Tiempo de incubacién de 30°'.

4') Curva de TeomperaturasConcentraciém del hapteno de 10 mg, Tiempo do =
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incubaciém de 30', pH de 5.6

En todo el estudio de la cinédtica de acoplamiento TgK—T4, se
utilizarom cantidades constantes de tiroglobulina humana (10 mg) y de
agente acoplador etil ocarbodiimida (30 mg).

5') ifecto del agemte acoplador: Concentracidén del hapteno 10 mg, pH de
5.6, Temperatura de 45°C, Tiempo de incubacidn ds 30'. Concentraciones
del agente acoplador estudiadas de 2.4 2 25 mg.

Excepcién hecha de las curvas del agente acoplador gque se rsa-
lizaron al final, se siguié este orden en la metodolog{a, empleando con-
centraciones constantes de tiroglobulina y agente acoplador porque no -
son unos reactivos tan diffciles de conseguir en comparacién con los hap
tenos. Por ello, se considerd aprovecher al mdximo las hormonas princi =
palmente. La concentracidn del soporte proteico, 10 mg, se eligié por -
ser similar a la concentracién molar de albdmina sérica bovina que se =
emplea cominmente en estos casos. El hecho de usar 30 mg de agente aco =
plador fue siguiendo un criterio de usar un exceso.

2.4 CRITERIOS DE CONTROL.

Una vez realizada la optimizacién de la reaceién, tenemos un -
producto del cual debemos eaber su composicidén y estabilidad. Un pro -
blema que se debe conocer @8 la posible formacién de complejos poli-hap
ténicos (33,35). Para ello, se incuba el hapteno con el agente acopla =
dor (cantidades Sptimas encontradas) para dateruinar ai es posible for -
mar un "poli-aminodcido" que no sea dializable. Se empleé el tubo de dif
lisis utilizado en los otros experimentos, de lfmite de poro de 14 000
daltons.

Otro experimento itil es correr cromatograf{a en capa fina, P2
ra lo que se necesita para el sistema de aminodoidos en el presente tra-
bajos '

Butanol

Acetato de etile
Acido acético
Revelador Ninhidrina

El dnico material necesario es una cémara de cromatograffa, y
un atomigador para el revelador. Las placas de oromatografia se pueden

obtener comercialmente (Kodak), de preferencia sin indicador fluorescen~-
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te para poder detsctar manchas Baje lus ultravioleta.
2.4.1 Estabilidad del Producto Obteanido.

Se estudia la estabilidad debido a que los haptenos aguf utili-
zados son hormonas tiroideas, y como talses, biolégicamente activas. Su -
concentracidén en el suero de mam{feros determina tres estados: hiperti =
roidisme, eutiroidismo e hipotiroidismo (29,43). Es comprensible enton -
ces que la importancia que tiene la estabilidad del compleje "in vivo".
Aun pequefias cantidades liberadas del complejo son capaces de causar pro
blemas metabSlicos al animal que se utiliza para inmunizacién. (44) De -
aquf que se haya considerado pertinente efectuar los siguientes experi -
mentoss
1) Estabilidad del gomplejo con el tiempo. Se estudia la estabilidad del
comple jo por medio de diflisis a intervalos de 3 dfas estimando la canti
dad de radioactividad liberada por éste, haciendo la correcoidm adecua=-
da respecto a la vida media del isétopo utilizado(1251) cuya actividad -
8e encuentra en la figura 2,4.1:

Figurs 2.4.1 tEstado de Actividad del isétopo 1251 ocon el tiempo.

Dias_transcurridos Aoctividad Dfas_transcurridos Actividad
) 100% 33 68.3%
3 96.6% 36 66.0%
6 93.3% 39 63.7%
9 90.1% 42 61.6%

12 87.1% 45 59.5%
15 84.1% 48 5T.4%
18 81.2% 51 55.5%
21 78.5% 54 53.6%
24 75.8% 57 51.8%
21 T2.4% 59 _ 50.6%
30 70.7% 60. 50.0%

2) Estabilidad del Somplejo en Condiciones Mimuladas "im vive". Comple -

Jjos antigénicos obtenidos bajo condicionss Séptimas de rendimiente se im-
cubsn una semana en suero de conejo normal ( no inmunizado), pH 7.2, ve-
lumen 1:1 (suero de oonejo:compylejo antigénico) en presencia de un exce-

#0 de ANS (fcido amino naftol sulfénico) como bloqueador de las protef ~
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nas transportadoras de T, y T, presentes en el suero dsl coneje. Concen

tracién de ANS de 10 mg/ml, (28) Se afiade come conservador timerosal al

0.1% y se incuba a 37°C. Al cabo de una semana se dialisza exhaustivaman~
te contra amortiguador de foasfatos 0.01 mol/l pH 7.2 Se inocuba una sema-
na por considerar un tiempo suficiente para que actden los maoréfagos -

sobre el antigenoc.

3) Bstabilidad del Complejo Liofiligado: E1 complejo obtenide de experi-
mentos realizados bajo condiciones de éptimo rendimiente se liofiliza, y
8e inouba posteriormente de ser reconstitufdo 8n solucidén salina en con-

dieiones idénticas al experimento anterior "in vivo".
Reactivos para los experimentos de estabilidads
Complejos antigénicos obtenidos bajo condiciones Sptimas.
Suero de conejo normal.

doido amino naftalen sulfénico.

timerosal (merthiolate).

fosfato monobdsico de potasio.

fosfato dibédsico de potasio.

Material requerido:

El de vidrio desorito anteriorments.

agitadores magnétiocos.

termémetro y parrilla eldctrioca.

liofilizadora.,

contador de centelleo para radiaciones gamma.
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III. RESULTADOS

3.1 CONRSIDERACIONES GENSRALES.

Antes de pasar a exponer los resuliados obtenidos se considera
conveniente aclarar alguanos puntos esenciales para su correcta interpre-
tacién y que se encuentran dssarrollados en forma més amplia en los apén
dices 1 y 2.

a) Tratamiento Bstadfstico de los Datos. “sto es muy importante, ya que

se debe tener en cuenta qua el uso ds tdonicas de conteo radioactivo -

(ver seccidn 2.1.1,) asf lo exige. Las curvas obtenidas representan el -
promedio + dos desviacionas esténdares. (x + 2 d.e.). Sin embargo, en al
gunos experimentos se obtuvieron datos que se encontraban alejados de la
media, lo cual hacfa suponer que se trataba de una falla experimental ¥y
no tanto de un fendmeno real. Para considerar esos casos, se reourrié a
criterios estadfsticos que permitan eliminar, basados en probabilidad de
error experimental, esos datos "inoongruentes". Para ello, se utilizé el
criterio de Chauvenset (31), ocuyo fundamento y desarrollo, junto con un
ejemplo, se desglosan en el apéndice 2.

b) Sistemas estadfsticos integrados al contador de centelleo gamma, En -
general el aparato estd equipado con un sistema de "disoriminacién" de -
impulsos contables, regisirando solamente aquellos que caen dentro de un
margen de energfa preprogramable para cada radioisStopo en particular. -
Les discriminadores reciben la sefial, que en el caso que sea energétios-
mente similar en los dos y sea recibida sn un intervalo de tiempo dado -
(comfnmente este lapso es de 60 x 1074 segundos)(36), serd transmitida
a la "l8gica" del aparato. Esta subunidad consiste en un sistema de com-
putacién de sefiales que las trata de acuerdo a sistemas estadfsticos de-
finidos (existen dispositivoe preprcgramables, basados en criteries es -
tadfstices conocidos como distribuciones de Poisson) y lae transmite al
sircuito contador del canal correspondiente del aparato. D¢ la eficien -
cia del sistemsa anteriormente descrito depende 1la eficiencia de conteo
de un aparato dado. En el caso particular del aparato utilizado, el aute
-gamma scintilletion spectrophotometer (Packard), la efciciencia estima-—
da en experimentos control fue del 62% aproximadamente, comparado con =
una eficiencia total tedérica del 100% al ccntar un isétopo de actividad

especi{fica y masa conocida.(27) Lo més importante en este caso, es que -
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la eficiencia del aparatc sea constante.

¢) Limite de Detecoidn del Aparatc. Este se cslcula estimativemente como

el doble de le radioactividad de"fondo" del aparato, o sea, la radiocacti
vidad del asmbiente cuando el aparato cuenta vacfo. Por ello, cuando en =
un experimento la radiocactividad es muy baja (caso que se podr{a presen-—
tar al contar alfouotas del amortiguador de diflisis), un sélo conteo no
se puede tomar comro dato fidedigno, y exige que se repita minimo 4 veces
Todos les datos que componen las curvas cumplen con estos requisitos.
3,2 ACOPLAMIENTO DE LA TRIYCDOTIRONINA.

Todos los experimentos de la cinética de acoplemientoc de tri -
yodotironina a tiroglobulina humana tienen las siguientes caracteristi -
cas comuness
u) Todos ellos fueron oontados en el mismo aparato y bajo condiciones -
idénticas.

b) Los reactives quimicos y biolégicos fueron de un mismo lote.

¢) Como la hormona marcada (1251-T3) tiene una vida media de 45 dfas, se
utilizaron lotes diferentes de la hormona para la dilucién isotépica. En
la curva de oconcentracidém y en la de tiempo, se empleé hormona de un mis
mo lote ( ac. especifica 253 uCi/ug). En le ourva de pH y en la de temps
retura se utilizé otro lote ( ac. especffica 225 uCi/ug).

3.2.1 Concentracidn de 'I‘3 ¥y Rendimiento de la Reaccién.

Las cantidades de T, ensayadas fueron 3.26 mg, 2.15 mg, 16.31

mg y 24.47 mg que en radio mo%ar representan 320,800, 1600 y 2400 moles
por mol de tiroglobulina, respectivamente, basadas en el pesoc molecular
de la ‘1‘3 come sal sddica de 673.0 y de 660 000 para la tiroglobulina -
humana.

En la tabla 3.2.1 se han agrupado los resultados observedos -
para cada concentracién de hapteno ensayada. Cada observgcién fue reali-
zada por du;licado y se realizaron un totel de & experimentos para ceda
concentracién.

Utilizando los promedice +/2 d.e. se puede oconstruir una gréfi-
ca en ls gque se representa el efecto que ejerce sobre el rendimiento de
la reaccién el incrementar la concentracidn de bapteno (figura 3.2.1) La

curva exhibe una meseta lo ocual sugiere saturacién de la proteina, es de
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Tabla 3.2.1 Langegtgagign_dg 23_J_Rgngigign£o_dg la_Reaccibm.__ _ _ _

Cono, 23Lm5)_ _ _ % Rendimiento _ _ _ X__ _ _8 _ _ _ 28 _ _ _ _ __
3.26 32.97% 32.31% + 2.90  + 5.80
29.3%
33.1%
31.4%

37.3%

- e e e En E e e e e e e e T e Em e e o e e e e e e o e e e e e -

48.45%
49.6%
53.3%

- e e e e E o Em e e e e oEm T e o e o ™ e o e e M e e T o = e -

16,315 63.99% 63.99% + 1.49 + 2.98
64.90%
65.23%
61.93%
62.99%

i et T e L

24.472 63.36% 63.66%  + 1i46 . + 2,92



Figura 3.2.1. Concentracién de T3 ¥ Rendimiento de la Reaceidn. (media + 2s).
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cir, el rendimiente de la reaccién parece no asumentar bajo las condicio=
nes analizadas més allé de cierto lfmite. Sinm embargo, ellc no quiere de
cir que la reaceidén termine. Un andlisis a fondo de este femémeno, que -
sin duda es el més interesante de todo el estudio se encuentra en el oa~-
pitulo de discuseién.

3.2.2 Tiempo de incubacién y Rendimiente de la Re»~cién.

El interdés por determinar el efecto de esta variable deriva -
esencialmente de que la mayorfa de los trabsjos publicados (33,7,38) em-
plean tiempos de r¢acoién hasta de 24 horas, mientras que la publicacidn
original sobre el método sugiere que un tiempo de incubacién de 30 minu-
tos es suficiente (24).

Se estudié el tiempo de incubacidn utilizando la concentracién
de '1‘3 de 16.31 mg, pues es el punto que sugiere una meseta del rendimien
to. La temperaturs se mantuvo fija a 25°C y el pH a 5.65 los tiempos de
inoubacién analizados fueroem t 15, 30, 60 y 120 mirutos. Los datos de la
reacoién a las 24 horas se tomaron de la curva de concentracién (Tabla
3.2.%.) por tener les mismas condiciones experimentales para una concen-
tracién de 16.31 mg de T3.

En ls tabla 3.2.2. se han agrupado lom resultados obienidos de
la irfluencis del tiempo de incubacién en el rendimiento de la reaccidnm.
Cada observacidén fue realisada por duplicado y el total de experimentos
realizados fue 6 para cada tiempo de inoubacién ensayado (pag.34)

Se observa claramente en la figura 3.2.2. que ilustra la in =«
fluencia del tiempo de inoubacién sobre el rendimiento de la reaecién, -
que después de 30 minutos de inoubacién el rendimiento virtualmente no -
aumente, disminuyendo Unicamente la desviacidén estdéndar por pequefie mar-
gen. Este resultado implica que basta con 30 mirutos de inoubacién como
recomienda la primera referencia publicada de este método de acoplamien—
to (24).

3.2.3. Bfecto del pH en el Rendimiento de la Reaccién.

Pare anelizar el efecte del pH sobre el rendimiento de la reac
cién, se utilizaron en todos los experimentos las variables Sptimas em -
contradas hasta ahora. Es decir, la concentracién de hapteno fue de 16.3
mg, el tiempo de reaccién fue de 30 minutos y la temperatura se mantuve

a 25°C, Los valores de pH de la reaccién se estudiaron de 5.0 a 8.4; es
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Tabls 3.2.2. Tiempo de_Inoubacién y Rendimiento de_la Reacgifn Tgh-Ty _

15 minutos 37.33% 39.88% + 1.91  + 3,82
42.50%
41.30%
40.50%
38.30%

- e e em w em w ™ W s ™ W ™ e w = w w e e e o e e = wm e e = o e = =

30 minutos 62.18% 62.28% + 2.07 =+ 4.14

60 minutos 55.87% 58.425% + 1.93 + 3.86
57.63%
58.49%
59.63%
57.49%

- e s em s e e o e e s ™ w e W o wm wm w w e e e e W w as m wm w w = =

120 minutos 64.98% 63.99% + 3.68 & 7.36

67.33%
58.30%
66.45%



?.

80% +

70% +

Pigura 3.2.2. Tiempo de Incubacién y Rendimiento de la Reaccién TgH—T3 (media + 2s).
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Tabla 3.2.3 _Efecto del pH en el Rendimisnto_de la Reacoeidén ng-g3._ oy

- ee = o s am W ws am ™ me w = wm e wm = e W e e e e e o T e T e e = e =

- m e s e w s e w ws e W o am e w wm e e = w W e e ™ e o w T e e = -

- v w e Es W e e e wn W s e M s e w o W w o w e W ™ W W e e = W = =

- e e e e e wm E e W o @ o w w W m e w ™ ™ o wm w W a W w = = -

- . e w w W W im W@ e e m @ Em e ™ o W W wm w  mm w w e ow e = o = = e



: H-T,. (media + 2s).
Efecto del pH en el Rendimiento de 'la Reaccidén Tg 3 ( ;
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muy importante ajustar el pH de la reacceidén con cuidado ys que el punte =

isoeléctrico 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 table 3.2.3; en este caso el nimero de experimentos rea
lizados para cada valor de pH (cada uno por duplicado) fue de cuatro. La
curva nos recuerde una actividad enzimftica en funcidén del pH. Ees clero
que el éptimo de la reaceién es a pH 5.6
3.2.4. Temperatura y Rendimiente de la Reascoidn.

Pars estudiar esta variable, se decidid utilizar intervalos en-
tre los 4° y los 45°C, pues a temperaturas mayores se corre el riesgo de
desnaturalizar la proteina{ Se usaron las mismas condiciones, con pH de
5.63 la tabla 3.2.4 muestra los resultados obtenidos.

En la gréfioca obtenida al graficar los resultados (figura 3.2.
4.) se observa que el inoremente de la temperatura aumenta el rendimien-
te de la reaccién, fenémemo que de nueva cuenta nos recuerda una activi-
dad enzimdtica como se ilustran en funcién de la temperatura.

3.2.5 Concentracién de Etil Carbodiimida y Rendimiento de la Reacoién.

De acuerdo & los informes publicados (33,7,38,39) todas las -
reacciones de acoplamiento hapteno-Tgh anteriores se realizaron utilizan
do 30 mg de etil carbodiimida; sin embargo, es muy importante pars con’ e
gervar reactivos y economizar em el procesc conocer la concentracién mi-
nima necesaria de carbodiimida eon la cual se lleva a cabo la reaccidn.
El sgente acoplador es el clorhidrato de 1—ot11—3(3~dimetilan1noyropil)
carbodiimida, que tisne un peso molecular de 191.5 (24); eso quiere de -
cir que podemos caloular y expresar la concentracién ensayada en moles
de agente acoplador por mol de hapteno, por esta razén se decidié deter-
minar que influencis tiene um exceso en la reaccién.

Las cantidades de carbodiimida estudiadas fueron 2.4 mg, 12 mg,
24 mg y 36 mg, donde las relzciones molares carbodiimida: hapteno son -
1:1,5:1, 1011, y 1511 respectivamente. Todas las curvas s&e realizaron
bajo las siguientes condicioness
a) Para Triyodotironina, 16.31 mg.
b) pH 5.6
c) Temperatura 45°C.
d)Tiempo de incubacién de 30 minutos.
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Tabla 3.2.4. Temperatura y Rendimiemto da la Reaceién TgH—T3.

4°c 62.43% 61.26% + 2.68 + 5.36
60.13%
58, 20%

- - T o e e e e e e m e = T m @ S w o T o e m w w w mm wm w e = e

37°¢C 13.97% 70.6% + 2,27 + 4.54
69.86%
68, 16%

- e e e v W s e W s e e W s W e e T v ™ am w e wm e o e e e = e e



Figura 3.2.4. Temperatura y Rendimiento de la Reacoién TgH-'I‘a. (media + 28)
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Tabla 3.2.5. Comcenmtracién de Etil Carbodiimida y el Rendimiento de la
Reaceién 'I‘gB—TS.

- s e e D o am we ws w s m e e e S e e e () ) e, 8w ) e e G e e S

s o) e e s e W ame N ) e ien e e s ] (R o, WSO S

- o e e R e T ) ) e ) e ) ) - . e b e e e am = TR



Figurs 3.2.5. Concentracién de Etil Carbodiimide y el Rendimiento de la Reaccién TgB~T; (media + 2s).
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Los resultados de estos experimentos se muestran en ls tabla
3.2.5; se observa que la reaccién alcanza una meseta répidamente y que
probablemente ls centidad de agente acoplador suficiente para el éptimo
de la resccidén se encuentra entre los 2.4 y 12 mg. De la curva (figura
3.2.5) se puede extrapolar una valor aproximado de una relacién molar
3311 (carbodiimidashaptenc), esto es, 7.2 mg. Sin embargo es importante -
sefialar que independientemente de de#rminar que punto es el exacto, es -
més importante conocer @l. efecto sohrs. la reaccién (o més exactamente
sobre el soporte proteico) el exceso de carbodiimida (ver seccidn 1.2.30)
Este posible efecto se discute en el préximo capftulo.
3,3 ACOPLAMIENTO DE LA TETRAYODOTIRONINA.

Todas las curvas de estudio de la cimética del acoplamiento de

la T4 a la TgH tiemem las siguiemtes caracteristicas:

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

b) Se utilizé la hormona marcada (1251-T4) (Tetramet, Abbott) que tieme
una vida dtil de 45 dfas (act. especifica 239 uCi/ug) y que alcanzé para
realizar todos los estudios,

c)Tedos les reactivos quimicos y biolégicos fueron de un mismo lote.

Debido a los experimentos realizados con T3 y por tratarse de
moléoulas muy parecidas, se creyé conveniente que al fijar ciertas varia
bles para estudiar otra, aguellas se fijaran conforme al éptimo encontra
do en el caso de la T3.

3.3.1 Concentracién de Th y el Rendimiento de la Reaccién.

Para esiudiar las concentraciones de T4, se decididé 1légicamen-—
te comparar el punto de la meseta de la curva de T3 (en equivalentes mo—
lares) que es de 2.42 x 10_5 moles, y que para el peso molecular de la -
T4 es do 798.9 (40) y results de 3

798.9 g ==~—======= 1 mol
x g- 2.42 x 1072 moles
x = 19.66 mg (para comodidad de trabajo se uti-
lizaron 20 mg) y sus divisiones: 35557,9,10,15,20 y 25 mg. Las demés con
diciones rijas fuercn s Tiempo de incubacién de 30 minutoe, pH de 5.6,

y temperatura de 45°C; la tabla 3.3.1 muesira los resultados obtenidos.
Cada observacidn se realizé por duplicado y se realizaron en total 6 ex-

perimentos para cada coucentracién., Como se aprecia en la figura 3.3.1 =
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Tabla 3.3.1. Comcemtracidn de ‘1‘4 y el Rendimianto de la Reaceién.

- e s Em Em  am e W e s W w W W ™ W W am e G ™ s W W Wm owm = o = W ™ =

- e e T an s e m Wm an W Em T e em e e w = am e G W W ey e e o M e e W = = e

3.00 48.0% 48.58% + 2.19 + 4.38

5.00 64.53% 65.08% + 1.9 + 3.8
67.50%
66.90%
63.42%
62,65%

- e e W W s = W w e W e M ™ W w e S W @ ™ T e w ™ o T W e = e = =

7.00 16.97% 76.07% + 2,47 + 4.94
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el rendimiento presenta una meseta a la concentracidén de 10 mg, ya que
después de este valor el rendimisnto no aumenta.
3.3.2, Tismpo de Incubacién y Rendimisnto de la Reaccidn.

Para determinar el tiempo éptimo de incubaocién me procedidé a -
ensayar 15,30,45 y 60 minutos mantenisndo fijas las siguientes variables
t concentracién 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 1a reaccidén alcanza un méximo de rendimiento. En 45 y en 60 minu -
tos las desviaciones estdndar se reducen, pero de hecho a los 30 miautos
la reaccién ya es completa.

3.3.3. :Bfecto del pH en el Rendimiento de la Reaccién.

El efecto del pH se analizé para los valores 5.0,5.6,6.2,7.2 ¥
8.4; las condiciones fijas fueron: concentracién de ’I'4 de 10 mg, tiempo
de inoubacién 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 pueds -
apreciar que & los intervalos estudiados el pH Sptimo es de 5.63 (1a fi-
gura 3.3.3. ilusira estos datos).

3.3.4. Temperatura y Rendimiento de la Reaceidn.

Se ensayaron los siguientes valores de temperatura ? 4°C,25°C ,
37°C y 45°C; las variables fijas fuerons concentracidn de Th 10 mg, tiem
po de la reaccién de 30 minutos y pH de 5.6; los datos de la tabla 3.3.4.
y la figura 3.3.4. muesiran que la tempsratura éptima es de 45°C. No se
ensayaron temperaturas mayores por ri=sgo de desnaturalizar la proteina.
3.3.5. Concentracién de Carbodiimida y Rendimisento de la Reacoidn.

Esta curva se realizé en analogfa a la realizada con T3; las -
concentraciones ensayadas corresponden a las mismas cantidades debido a
gue en ambos 0as808 Se usd 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 GENERALES NO ESTUDIADAS.

Entre las condiciones que no se estudiaron esté el volumen de
la mezcla de reaccién. uste se f£ijé a 1.5 ml para disolver la tiroglobu-
lina + carbodiimida y a 1.0 ml para la solucién del hapteno. Como ya se
menciond anteriormente, la tiroglobulina y carbodiimida se disolvieron -

en solucién salina, miemtras que el solvente para el hapteuno fus la N-N



-48-

Tabla 3.3.2. Tiempo de Incubacién y Bendimiento de la Reacciédn 'I'gB-'P4.

- e G s e e e s e e e me e e (e S D) e ] ) (e e i o " S -

15 43.60% 46.35% + 2.48 & 4.96
49.50%
46,8%

i ( aae n: am ag) [  (  e w  an es S e s WS e W a e SO e
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Figura 3.3.2. Tiempo de Incubacién y Rendimiento de la Rwaccién TgH—’I‘4 (media + 2s).
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Tabla 3.3.3. Efecto del pH en el Rendimiento de la Reaccidn ’l‘gH-T4.

- e e e wm w E e o T e e e e e e e e e e e e o e o wm w e e e

57.80%

D T e T



4l“igura. 3.3.3. Efecto del pH sobre el Rendimiento de la Reacoidén TgH-T “
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Tabla 3.3.4. Pemperatura y Remdimiemte de la Reaceién Tgﬂ-'l'4.

- e e e T W W W e e @ W T mm e T e m e e T am w em e e = e -

4°C 62.30% 63.48% + 1.47  + 2.94

- e o o Em m e T e e e e o s e e e e e o e % e e e e = e e

- e T oam e e wm e e e T e e e o e e e e e e e e m e e e e -

- e e e o ™ e e O e e e o e e w e e T e o e e o W e e -

e s e W e @ T e T e @ w T e o S T E e = e T w w w mm w = wm w w-



4 Figura 3.3.4. Temperatura y Rendimiento de la Rsaccién TgH-Td. (media + 2 8).
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Tabla 3.3.5. Comeentracién de Carbodiimida y el Rendimiento de la -
Reaccién 'l‘gH-'l‘4.

- e e @ e an T e e Mn W M T s W w e wm e G W e e w e w e e e w e = s =



Figure 3.3.5. Conocentracién de Carbodiimida y el Rendimiento de la Reaccién Tgﬂ—T4 (media + 28).
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dimetilformamida., Otras condiciones no estudiadas se consideraron estan-~
darizadas y se discuten en el siguienta capitulo,.
3.5. ESTABILIDAD DEL PRODUCTO OBTENIDO.

Los experimentos de estabilidad se realizaron de la manera des—
crita en materiales y métodos. Los resultados indicaron que bajo las si-
guientes condiciones: Temperatura de 4°C y pH de 5.6, me liberan 0,32 %
de hapteno en un mes, lo que equivale en el caso de la T3 a 33 microgra-
mos. Este resultado corresponde a la diflisis de seis haptenos guardados
por un mes y oontando el amortiguador de didlisis.

El otro experimento realizado con haptenos incubados en condi-
ciones que reflejan condiciones " in vivo™ dié un resultado de 0.27% de
liberacién que corresponde a unos 28 microgramos de hapteno liberado en
un lapso de una semana. Se repitié para un mes y se encontré una libera—
0ién adicional de 0.05%, o sea unos 5 microgramos.

Los resultados del ocomplejo dializado despuds de una liofiliza-
cién en condiciones similares dié un resultado de 0.3% + 0.06% de libers
cién lo cual es ligeramente mds alto que los resultados del experimento
anterior. Se podria decir que la liofilizacién no afecta la estabilidad
y es ademés un buén método de conservar el complejo antigénico para uso
posterior, muy prdctico para esquemas de inmunizacién muy prolongados.
Todos los experimentos anteriores se realizaron por duplicados, al menos.

Problemas de countaminacién no se presentaron y se guardaron com
plejos de cuatro manerass liofilizados, congelados a -20°C, en refrigera
0ién a 4°C y a temperatura ambiente afiadiendo un conservador (timerosal
al 0.1%). Se prefiere sin embargo usar les dos primeros métodos cuando
el periodo de reposo del complejo sea muy prolongado. Después de un lap-
80 muy prolongado, ( seis meses o més) se recomienda dializar el comple-

jo por unos dos dfas antes de inocularlo.
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IV. DISCUSION

Podos los aspeetos de las eondiciones estudiadas sugiersn que
ol método utilizado es confiable y las desviaciones estdndar en ningin
caso son muy crandes. »
4.1, CONDICIONSS DEL ACOPLAMIxNTO.

4.1.1, Triyodotironina.

El tiempo de ineubacién Sptimo quedé establecido em 30 minutos
para ambos haptenos. Se pueds antonces suponer que es més oritico el -
tiempo de la primera fase de la reaccién (formecidén del intermediario, -
ver secoidn 1.2.3), que el acoplamiento final del hapteno. De ser asf, -
posiblemente sea semejante con este método, el tiempo requerido para el
acoplamiento de haptenos de ¢sta misma naturaleza (con grupos amino) & -
un soporte proteice que ssa tiroglobulina. Otra ventaja del tiempo de in
cubacién menor al utilizado en la mayorfia de los autores, es que el so =
porta proteico estf expuesto por menes tiempo a la presencia del agente
acoplador, pues se debe recordar que la carbodiimida al activar a la pro
tefna sufre un resrreglo que puede resultar en un derivado urefdo inde -~
ceable para fines de irmunizacidén. X1 punto central demostrado por este
experimento es que bastam 30 minutos para terminar la reacoién. Se apre—
cie ademés un aspecto de turbidez exterior de la mezcla de reaccién que
va de scuerdc a su porociento de acoplamiento. Al terminer la reaccién,
existe un aspecto opalescente y turbio.

Indcislmente Odell y Abraham (39) reportaron el pE éptimo de -
ests reaccidén como de 5.6. Otros autores dicen que usan pH de 7.2 (38, -
24) o simplemente no lo mencionan (33). Son tanbién Odell y Abraham quie
nes informan que l& tiroglobulina ee el soporte proteico de eleccién y -
mds terde, Skowsky y Fisher (30), reportaron que la tiroglobulina es ee-
pecizlmente adecuada para induoir antigenicidad a moléculas pequefias. -
Mencionan que para el caso de la reaccién con csrbodiimidas, el pH es un
punto sumamente im;ortante, puesto que influye sirectamente en le ascti =
vidad del soporte proteico. Esto es, que el pH influye directamente en -
la formacién del intermediario y del anhidrido doddo, con lc cual dnica-
mente se neccsita lz reaccién del soporte proteico y la carbodiimica. Es
to quiere decir que el pH de 5.6 seria general pare cualguier acoplamien

to de hapteros siempre que se utilizara tiroglobutina y carbodiimida. &8
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ta hipétesis se cumple al parecer en nuestro caso, pues los des haptenos
(T ¥ T ) se acoplan con mayor rerdimiento al mismo pH, 5. 6; sin embar=—
go, debldo a que se probaron solamente dos hapteros diferentes, es muy
arrieagado dar una conclusgién al respecto.

Para el caso de ls temperatura de reaccién por el hecho de -
cumplirse para dos haptenos diferentes que estructuralmente son amino -
fcidos; podemos generalizar que 1a eficiencia de la reaccién de acopla-
miente aumenta con la temperatura, puee la probabilidad del nimero de -
choques entre las moléculas sumenta. El 1fmite estd dado por la labili -
dad del soporte proteico a la temperatura y este limite se estima en -
50°C. Temperaturas superiores pueden al terar la estructura cuaternaria-
de la protefna (41).

4.1.2. Tetrayodotironina.

En general tenemos un panorama similar al de la T3. Esto apoya
la hipétesis que B8e expone en la seccidn anterior.

Para el caso del experimento de la temperaiura, la mayor dife =~
rencia esté entre 25-37°C. Esto es de tenerse en cuanta pues es obvio -
Qque Se OOrre un pooo més de riesgo cor la temperatura de incubacién de -
45°C. El riesgo consiste en que cuando se dispone de un aparato confia =
btle de inoubacién si la temperatura aumenta puede desnaturalizarse la -
protefna; tal vez por esta razén se pudiera optar por la temperatura de
37°C, aunque el Sptimo encontrado es Bin duda 45°C.

El tiempo de incubecién y el pH son gimilares al caso de la -
TB. Para les ourvas del catalizador es significativo encontrar una canti
dad minima necesaria similar para ambos casos. De nuevo, esto se puede -
usar como apoyo a la hipétesis de que el peso importante es la formaciém
del intermediarie. Otra utilidad de estos experimentos es le economia de
los reactivos cuando se conocen estos datos.
4.2 FACTORES QUE MODULAN LA REACCION DE ACOPLAMIENTO.

De las veriables analizadas sin duda la més importanie es la -~
concentracién del hapteno. Pera ambos el principio de la reacoién se ob-
serva un ascenso en el rendiniento de la misma, el cual alcanza una ests
bilidad en cuanto al rendimiento, lo que representa, en el caso de 1a ’1‘3
(seccidn 3.2.1) y en la T4 (seccidn 3.3.1); no una estebilizacién en la

meea efectiva de hapteno unido, la ocual eigue aumentando constantemente.
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En el caso de la T3 ls meseta se presenta primero en una concentracidn
de 16,31 mg, con un rendimiento del 63.99%. El dato concreto es que se
acoplaron 10.44 mg, a 10 mg de tiroglobulima, lo que en moles represen=
ta 1023.8 moles de '1‘3 unidas a una mol de tiroglobulina. En el siguien-—
te punto se usé una masa de 24.47 mg de T3 ¥ el rendimiento fue en este
caso de 63.66%, por le que se unieron 15.5 mg de T3, lo que representa
1527.9 moles de T3 unidas por mol de tiroglobulina. Este hecho indica -
que no se alcanza una saturacién de la proteina y permite postular la -
formacién de grupos funcionales al mismo tiempo que la reaceidén se va -
llevando a cabo. Esto es posible teéricamentej la reaccién se va llevan—
do acabo entre el carboxilo active (expuesto) de la protefma y el grupo
amino del hapteno. Sir embargo, en el caso particular que nos ooupa, los
haptenos usados son aminofcidos, por lo que ain al quedar unidos por el
grupo amino a la protefna, su grupo oarboxilo queda expuesto y de esta -
manera puede acoplarse otro hapteno en esa posicién. Para verificar el
fenémeno descrito, se procedid a incubar hapteno com agente acoplador -
de acuerdo con controles descritos en la seccidén 2.2,1, para observar -
8i es posible la formacién de um "poli-aminodcido" que no fuera dializa-
ble. Se recordard que el tubo de didlisis utilizado tiene un limite de
exclusién de 14 000 daltoms, lo que significa que los hapienos utiliza-
dos ( con un peso molecular la T3 de 673.0 y la 'I'4 de 798.8) tienen que
formar al menos un complejo de 18 aminodcidos uridos pars alcanzar un =
peso molecular no dializable. Los resultados de controles de este tipo
indican que en efecto, una pequefia proporcién de radioactividad no es -
dielizable (en promedio un 9%), lo que indica una posibilidad de este -
tipo de producto formado. Es para corroborar esta hipStesis que se co -
rrié un cromatograma en plada fina (desorita en la seccién 2.2.1), encon
tréndose una mancha de Rf= 0.85 para la ‘1‘4 nativa., La mancha que apare -
cié del hapteno "poli-T4“ presenta un Rf=0.346, lo que claramente indi -
ca que se trata de otro compuesto. &1 sistema utilizado fue butanoltace—
tato de etilo: acido acéticosagua (1:1:1:1), y se reveld con ninhidrina.
Respecto a cual es el nimero de grupos haptésicos 6ptinos :=
Gue se debe unir al soporte proteico para producir una respuesta inmune
adecuada (esto es, humoral), Weigle, High y Nakamura (45) han reportado

que un exceso de grupos hapténicos en el soporte proteico puede producir
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fenémenos variados en el animal inmunizado, usualmente de hirpersensibi-
lidad tardfa. Existen asi linfocitos T sensibilizados contra el antfge-—
no pero loe anticuerpos especificos circulantes son minimos. Pars el ob-
jetivo que nos ocupa, este efecto es indeseable, pero no se sabe mucho
sobre sus causas,

Desgraciadamente,no conocemos reportes que discutan el nimero
Sptimo de grupos haptémicos unidos a tiroglobulina humana pars lograr -
una respuesta inmune adecuada. Estudios similares realizados son albdmi-
na sérica bovina por Reichlin,Schnure y Vanoce (46) dan como 6ptimo 10 —
20 grupos hapténicos por molécula de ASB, Actualmente se lleva a cabo en
la Clfnica de Tiroides del I.N.N., un programa de inmunizacién encamina-
do a responder a esta pregunta. Sin embarge, en programas de inmuniza -
0idn preliminares, se observé que la inmunizacidén de dos oonejos blancos
Nueva Zelandia, de 3 kilos de peso, machos, jévenes adultos, en dosis de
1 mg de complejo (concentracién de hapteno 16.31 mg) cada semana por dos
meses, en volumen 131 con adyuvante de Freund completo, inooculados por -
via subcutédnea en miltiples sitios del lomo, dié en ambos animales al oa
bo de 5 meses de inmunizacidén, titulos de 131500 de anticuerpo contra T3,
que virtualmente no cruza con T4 (0-3%). Este hecho no quiere decir que
la concentracién de 16.315 mg de T3 sea la éptima,pues como ya se indioé
, ese aspecto es objeto de otirc estudio para llegar a conclusiones funda
mentadas,

4.3 UTILIDAD PRACTICA.

Se han integrado todos los datos hasta aquf discutidos en dos
grdfioas,'que ilustran de manera clara cada una emn Su 0as0, (’I'3 ¥ Tk),
los grupos hapténicos que se unen al soporte proteico. Esto es, se pue-
den obtener a voluntad complejos antigénicos con el nimero deseado de
grupos hapténicos cuando se mantienen constantes las condiciones de uti-
lizar tiroglobulina humana (10 mg), tiempo de iucqbacidn'de 30 minutes,
pH de 5.6, temperatura de 45°C y 2l menos 7.2 mg de etilcarbodiimida, =~
Tales gréficas se ilustran en las figuras 4.3.1 y 4.3.2.

4.4 FACTORES D:xL PROCESO Di INMUNIZACION.
La respuesta inmune es un fenémeno complejo en el que intervie~
nen muchos pasos desde le introduccién de un antfgeno hasta la produc =

¢ién de anticuerpos especificos. El caso de los haptenos es especialmen—



Figura 4.3.1. Nimero de grupos hapténicos unidos por wolécula de TgH
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!Figurl 4.3,2. Nimero de grupos hapténicos unidos por molécula de TgH en funcidén de la conc. de ’1‘4,
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te complejo, pues la respuceta depende de factores tales como la incorpo
racién molar del hapteno al soporte protsico, el niumero de determinantes
antigénicas expuestas despuds de la conjugacién, ademds de factores comu
nes a todos los antigenoe como son el esquema de inmunizacién, la dosis
y la via de administracién, y finalmente las especies de animales inmu-
nizados. £n le mayorfa de los reportes de la literatura, solamente un pe
quefio porcentaje de los animales immunizados con complejos antigénicos -
con complejos antigémicos que usan soportes proteicos como la ASB o po-
liaminodcidos sintéticos, presentan respuesta en forma de anticuerpos de
especificidad adecuasda para uso en RIA, Skowsky y Fisher (30), obtuvie -
ron datos que sugieren gue la tiroglobuline es un soporte proteico espe-
cialmente adecuado para conferir antigeniocidad a moléculas pequefias. En-—
contraron respuesta en el 100% de los conejos inmunizados con un comple-
ijo vasopresina-TgB, encontrando ademis en los animales un cuadro de dia-
betes clinica que sugerfa inectivacidén de la vasopresina circulante por
los anticuerrpos.

Los factores que hacen gue la tiroglobulins sea un soporte pro-
teico tan apropiado no se conocen. Se sabe que la composiocidén de la tiro
globulina de varias especies es muy similar (47). Weigle, High ¥ Nakamu-
ra (4%5), han demostrado que la tiroglobulina de conejo se altera "in vi
vo" por las condiciones locales del granuloma cuando se administra en -
adyuvante de Freund completo, y es por ello capaz de terminar un estado
de tolerancia inmunolégica en conejos., Tal vez sea la degradeacidén proteo
1ftica de la tiroglobulina en fragmentos mds pequefios la causa de su an
tigenicidad. Finalmente, existe evidencia que sugiere que la inmunogeni-
cidad de un soporte proteico estd directamente rclacionada a su estabili
dad "in vivo" (48). La tiroglobulina es una moléculas grande ( 660 000) -
con muchas uniones peptfdicas intramoleculares gque ayudcn'a su estabili-
dad, por lo que es posible que sea degradada lentamente en otros anima.-
les.

Otro recurso utilizado para estimular la respuesta en los anima-
les contra el napteno y minimizar la rsepuesta contra el soporte protei-
co, o8 el uso de diferentes soportss proteicos (47). Asf, serfa recomsn-
dable usar como soporte proteico una mezcia de tiroglobulinas, por ejem=

plo, bovina, humana y porcina. Se conoce gque esta mezcla produce lesio -
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nes en la glindula tiroides de los conejos inmunizados por presenaia -

de autoanticuerpos. De aquf la conclueidn de que la tiroglobulina de -

conejo comparte detsrminantes sntigénicas de tiroglobulinas de otras -
espscias.

Algo adn no discutido es 8l efacto que tendrd administrar un an-
t{geno sn sl ocual se formarén "cadenas" de hapienos por sl fendmsno de
formacién de grupos activos. Odell (39) y Chopra(48), sugisren que debe
tener un efecto bendfico para la especificidad de los anticuerpos forma-
dos, 8i bien es cierte gus puede resultar en un complejo antigénico més
14bil a la accidén de proteasas, eto. presentas " in vivo". Esto dltimo
parace no suceder con complejos preparados con la téonica que describe
la presente tesis, pues los experimentos de control de la estabilidad -
indican que se libera muy poco hapteno. Desde luego que no se puede com—
parar bien con las condiciones reales "in vivo", pero el problema de lla
var a‘cabo un experimento en un animal para probar la estabilidad del -
hapteno estaba fuera de las posibilidades de la Clfnioca de Tiroides.

Los problemas que se presentan al investigador intereaado en pro
ducir sus reactivos para radioinmunoanslisis (RIA) son miltiples y de -
naturaleza variada. Sin embargo, es indudable que no obstants lo "sofis-
ticada" o"altamente especializada" que resulta la técnica, es, sin duda,
actualmente la més sensible para medir espec{ficamen .e muchas substan. '«
oias de interés biomddico. En México, se emplsa en pocos laboratorios, =
debido al costo de los reactivos, a que se requisre equipo especial.y per
sonal capacitado, En la medida en que seamos capaces de producir reacti-
vos propios de bueha calidad, estas técnicas encontrardn més aceptacién
en el medio cientifico y clfnico y serdé posibls hacer llagar sus benefi-
cios a un mayor nudumsro ds personas.

En el caso particular del RIA en hormonas tiroideas, éste cons-
tituye una de las pruebas més importantes de diagndstico de disfuncién
tiroidea. Tan #8lo en la Clinica de Tiroides del I.N.N. se realizan de
cada hormona un promedio de 2500 pruebas al afio y su costo resultaria
muy elavado 8i no se estuvieran empleando reactivos producidos por el
misno laboratorio. Bn el in.erior de la Repdblicza, el Colsgio Superior
de Agriocultura Tropical de Villahermosa, Tabascc llava aciualments a ca-

bo un programa de capacitacién en técnicas de RIA enfocada hacia el cam=
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po de la medicina veterinaria, y en Durango, Guadalajara y otras ciuda-
des de la Repiblics se desarrolian técnicas de RIA en hormonas tiroideas
con material muchas veces suministrado por la Clfnica de Tiroides del -
I.N.N. Se comprende pues que el esfuerzo por establecer y aplicar estas
técnicas es profundo, y de allf la importancia ds conocer el aspecto de
la produccién de reactivos.

En el campo de los antfgenos sintéticos, esta Tesis pretende -

ampliar el conocimiento y los métodos para su mejor utilizacidn.
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CONCLUSIONES

1) Para el caso de las hormonas tiroideas usadas como haptenos, no se -

alcanza una saturacién de la protefna soporte, lo que permite obtener -

complejos antigénicos con el grupo hapténico deseado y el nimero de el-.
tos grupos hapténicos se pusde fijar a volunted, trabajando bajo condi-

ciones establecidas.

2) El tiempo de reaccidén para las dos hormonas tiroideas al acoplarse a

la tiroglobulina humana, usando etil carbodiimida como agente aceplader

quadé establecido en 30 minutos.

3) El1 pH 6ptimo para llevar a cabo la reaccién de acoplamiento de ambas

hormonas fus de 5.6 .

4) £n gensral la reacoién aumenta en rendimiento con la temperatura, =

siendo 45°C la Sptima para ambas hormonas.

5) Se comprobé la formacién de complejos de poli-aminodcidos durante la

reaccién. Esto abre la posibilidad de investigar este fendmeno para po-

sibles usos en inmunizacidn.

6) Uns relacién molar de 311 (agente acoplador thapteno) es suficiente -
para llevar a cabo la reaceién, para el caso de la 'I‘3 ¥y la T4 como hapte

nos y tiroglobulina humana como soporta proteico.
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APENDICE 1

Pérmulas estadisticas necesarias para efectuar los cdlculoss
Promedio o media : X = = X/n
donde X es el valor obtenido experimentalmente y m el nd-

msro de ensayos.

Desviacién esténdar (s) 3
5 = .‘."_1/ = (x*)%/n-1

donde x' = X-X

APENRDICE 2

Criterio De Chauvenet

Desde un punto de visia estrigtamente estadfstico no se pueden
descartar valores a menos gue se pruebe error por probabilidad experimen
tal, para lo cual se pusds utilizar el criterio de Chauvenet.

El ejemplo a continuacién estd basado en la curva de concentra
cién de T3, (seceién 3.2.1., tabla 3.2.1.). (pag.31). Supongamos gue se
obtuve un valor ds 53.5% para la concentiracién de 16.31 mg ; claramente
se ve que es muy diferents de los demds valores obtenidos. Se tiene la
jdea de no tomar en cuenta ese valor, pero debemos tener un limite en -

base al cual desechar o no valores. Se siguen los pasos siguientes:

Calculars
X X—x Datos Conocidoa:

63.99% ) X = 63.99%
64.90% 0.9 s = + 1.49
65.23% 1,23 n=17

61.23% -2.07

62.99% -1.01

63.69% 0.04

53.60% 10.40

a) Caloular @
ert(bx') = 2a-1/2n
como n=T ert(hx') = (2x7)-1/2x7 = 13/14 = 0.928
b) Cbtener el velor de hx' de las tablazs de erf (bx') (31); erf (hx')

es lea fuucidn error de hx' dada por:
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hx' = '\"‘ i
2/3.14159 ‘}’ " (hx')“d(hx')
(o}

Y representa simplemente la probabilicdad de que un error pueda
exceder el valor x'.
¢) h es el médulo de precisidn y estd dado ademds por

h=+1/s 2

d) Como conocemos ex', y tenemos hx' del paso b, pcdemos calcular el va=-
loa observado de h. Si h, calculuda del paso c, es més grande que h de b
, la observacién puede ser exclufda del céloulo de la medie.
En este casc :
x' = 10.399
erf(hx') = 0.928 de lss tatlas sabemos que hx' = 1.28
entonces : h = 0,123
Calculando h como en el caso @& 3

h o= 1/1.489 x 1.414 = + 0.475
Como 0.475 es mayor que 0,123, la observacién se elimina.

Pagamos & analizar el siguiente dato méds desviado, que es de
61.93%, ocon un x' = -2,069 n =6 (ya se eliminé un dato).

erf(hx') = 0.916 hx' = 1,23 Yy h = 0.6186
Calculando h del paso ¢ :

h = + 0.4749 ; como 0.6186 es mayor que 0.4749, la observacidm
=e retiene, y ror ende, todas las demds. Se deben analizar en secuencia
desde el valor %fn desviado hasta los menos, peroc es raro que se elimi-
re mé&s de un dato. Cuando esto sucede, debemos sospechar que el método
experimental se®encuentra fuera de control y gue las técnicas experimen=—

tales deben ser revisadas buscando posiblee errores.
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