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Cuando la mente inquisitiva del Ser pensante, intenta 

penetrar en la naturaleza física del Ser Viviente, se 

enfrenta al primer obstáculo. por no tener el alcance tísico 

necesario y es entonces imperativo construir instrumentos que 

le permitan esta compenetración y llegar así a la 

manifestación elemental de su naturaleza viviente. 

Distamos aún de entender profundamente la naturaleza del 

Ser viviente, sin embargo sabemos algo de la constitución de 

nuestro microcosmos y avanzamos de esta manera en cantidades 

infinitamente péquerías hacia el conocimiento del Universo. 

La certeza tenemos que nuestros pasos en el Sendero del 

Conocimiento son reales y progresivos, permaneciendo latente 

en el raciocinio, la Esperanza de que enriquecidos por 

mejores medios cognocitivos, hará►  posible que la Humanidad 

Pensante alcance el limite de la función progresiva del 

conocimiento por medio del avance a través de incrementos 

infinitesimales. 



RESUMEN. 

RUGEN CORNELIO MONTES PEREZ. Comparación de tres fuentes 

biológicas para producir anticuerpos contra progesterona para 

utilizarse en Radioinmunoanklisis o Enzimoinmunoanálisis. 

(Bajo la dirección de LUIS A. ZARCO QUINTERO). 

Se comparó el rendimiento de anticuerpos contra 

progesterona inducidos en cabritos. conejos y gallinas. Se 

demostró que la proporción es 2.5 veces mayor cuando se 

extrajeron los anticuerpos do la yema de huevo de las 

gallinas inmunizadas con respecto al obtonido a partir del 

suero sanguíneo de los conejos. 

Las características inmunoquimicas do los anticuerpos de 

la yema del huevo CIg Y) son iguales a las quo presentan los 

anticuerpos extraidos del suero de los conejos inmunizados. 

ambos son ütiles para cuantificar progesterona mediante RIA 

de rase líquida en plasma sanguíneo do ganado bovino. 

Los anticuerpos del conejo utilizados un el RIA también se 

utilizaron para el EIA de rase sólida con el mismo propósito. 

sin embargo el anticuerpo Ig Y no os adecuado para utilizarse 

en el EIA de rase sólida. se propone roalizzir adicionales 

pasos de purificación para éstos anticuerpos con el objeto do 

establecer el EIA correspondiente. 



1. tNTRODUCCION. 

1.1 PRESENTACUN DEL PROBLEMA. 

En la actualidad una de las técnicas más utilizadas para el 

seguimiento d• la actividad reproductiva de los animales 

domésticos es la cuantificación hormonal, a través de las 

técnicas de los Ensayos de Unión CCantley 	al. 1975; Mdstl 

rt al, 1984; Magness and Ford, 1983; Staiguiller ek al., 1079; 

Tribble et j. 1973; Parker p  áJ. 19980; MacDonnell, 11..1078; 

Franchimont 	al. 10815; Perora y Abeyratne, 1979; Booth$ 

1900). 

Entre éstas. las más frecuentes son el Radioinmunoanalisis 

CRIAD CYalow and Berson, 1980; Meisterling and Dailoy, 1987; 

Hale ak al. 1980,1081; Pichovi et ak, 1964; SChille et aL, 

1070; Bourque p aL, 1988; Diaz íes, al, 1008; Pennington fty 

.. 1985; Tjondronegoro 	al, 1987; King et al. 1085; 

Kratzsch 	L. 11287). recientemente el Enzimoinmunoanalisis 

CEIAD CWimpy et aL, 1988; Marcus and Nackett. 1988; Wiel et 

al. 1902; Sauer et al, 1088; Nakao Q  al., 1983; Allen y 

Footo, 1988; El more, 1908) y el Enzimoinmunoanalisis por 

emisión luminosa CWang 	al, 10e4; Khoen el al., 1081; 

Whitehead 11 ak. 1083). 

Los componentes principales de éstas técnicas son tres : el 

anticuerpo, el trazador o antígeno marcado y el antígeno no 

marcado o analito. Mediante la combinación de los componentes 

bajo condiciones fisicoquimicas controladas se pueden 

cuantificar hormonas en muestras de suero, plasma sanguíneo. 

saliva o leche CAbraham. 1974). 

1 
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Para poder establecer la técnica es necesario disponrx de 

anticuerpos dirigidos contra la hormona que se pretende 

cuantificar, los cuales deben poseer alta afinidad o ►vidéz y 

alta especificidad hacia la hormona en estudio CAbraham. 

1974). 

Hoy dia. en México la mayor parte de los anticuerpos 

utilizados 	para 	el 	Radioinmunoanálisis 	CRIAD 	y 

Enzimoinmunoanálisis CE1AD se compran a distribuidores de 

productos biológicos de manufactura norteamericana o europea. 

Son muy pocos los sitios •n la República donde se producen 

anticuerpos para estas técnicas. como por ejemplo el 

Instituto Nacional de Nutrición o el Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M.. y en estos sitios 

generalmente la producción es limitada. Ante la necesidad de 

cuantificar progesterona para el seguimiento de la actividad 

ovárica de los animales domésticos. surge el proyecto para 

inducir la producción de anticuerpos antiprogesterona en 

varias especies animales, tratando de encontrar una técnica 

sencilla y de bajo costo, para obtener una fuente con alto 

rendimdento de anticuerpos policlonales de buena calidad para 

utilizarse en el RIA o EIA de prog¿sterona. 

Los objetivos del presente trabajo son : 

1. Comparar las características de anticuerpos policlonales 

contra progesterona obtenidos a partir de suero de conejos 

inmunizados. suero de cabritos inmunizados o yema de huevo 

de gallinas inmunizadas. 

2. Di segar y validar los métodos de radioinmunoanálisis y 
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enzimoinmunoanálisis para la determinación de progesterona 

utilizando los anticuerpos descritos en el inciso anterior. 

3. Comparar la Exactitud. Precisión. Especificidad y 

Sensibilidad de los ensayos diseMados. 

4. Determinar cuál de las tres fuentes de inducción de 

anticuerpos probados es la más eficiente y factible para 

producir grandes cantidades de anticuerpos de adecuada 

calidad. 



2. MARCO TEORICO. 

2.1 LOS ESTEROIDES COMO INMUNWENOS. 

Si la topología y composición de la superficie de una 

molécula no son reconocidos como propias por el sistema 

inmunocompetente del organismo. éste produce anticuerpos que 

enlazan a la molécula 	extraña, propiedad llamada 

inmunogenicidad CWeek. 1073; Tizard, 1099) Para que una 

sustancia sea capaz de inducir la respuesta inmune al entrar 

•n contacto con algún organismo ►  asta debe poseer un elevado 

peso molacular, alrededor de /000 a 10000 dal tones o más 

CTizard, 10811). Sin embargo. los esteroides son moléculas 

cuyo peso molecular oscila entre 300 a 400 daltones CGrant. 

and Reastall. 1993). Por ser tan pequeNos no son capaces de 

inducir la formación de anticuerpos cuando son administrados 

por cualquier vía CNaegele and Drahovsky. 1090), Para que 

tengan la capacidad 	de ser inmunogénícos deben ser 

conjugados a una proteína. la  cual sirve como acarreadora 

CNaegele and Drahovsky. 1990). 

Cuando una sustancia peque/U se conjuga a una molécula 

grande para adquirir inmunogenicidad se denomina hapteno 

CNisonoft, 1984; Tizard. 1989.) tal caso corresponde a los 

esteroides. Para hacerlos inmunogénicos, los esteroides 

normalmente son conjugados a una proteina acarreadora. 

generalmente albúmina. a través de un puente. Los puentes más 

frecuentes 	son: 	hemisuccinato. 	car bold rne ti lo 51.1. 'IN , 

carboximetileter. ácido alcanoico, tioetor y 9lucuPónido 

CIAEA, 1994; Naegale and Drahovsky 1980). 

4 
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En el caso especifico de la progesterona. se  han usado 

frecuentemente 	los 	 enlaces 	carboximetoxilamina 

hemi-HC1CRunnebaum 	9. 	1000). 	e-carboximotilentioeter 

CRunnebaum B.. 1080), 11a-OH-hemisuccinato CCapparelli et al, 

1087) y 74211-carboxietiltiodoter CKing 	al. 1085; Wiel and 

Koops, 1096; Prakash eLL, 	lose; Wiel and Koops, 19132). 

Las técnicas más usadas para realizar la conjugación del 

esteroide con su proteína acarreadora son la del anhídrido 

mixto y la reacción de la carbodiimida CBacigalupo 21 al. 

1083; Erlanger et 	1067; Parket., 1978) ver figura 1. 

Es requisito indispensable que el enlace entre el esteroide 

y la albúmina sea suficientemente estable. que no produzca 

alteración molécular del hapteno durante el proceso de 

conjugación y que permita también la exposición de los 

determinantes antigénicos, ya que de esta característica 

depende grandemente la.  especificidad y afinidad de los 

anticuerpos generados CParker, 1078; Naegele and Drahovsky. 

1080). Si los grupos característicos de un esteroide►  

especifico son ocupados para la conjugación. los anticuerpos 

producidos pueden tener reacción cruzada con otros 

esteroides; esto es porque los grupos que hacían diferente a 

un esteroide del otro ya no estan disponibles para su 

reconocimiento antígénico CParker, ime). Por tal motivo es 

conveniente elegir un sitio de conjugación lo más retirado 

posible de los sustituyentes caractoristicos de la molécula. 

que la diferencian de otros metabolitos CParker, 1978; 

Naegele and Drahovsky. 1080). 
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Además es importante mencionar que el puente mediante el 

cual se hace la conjugación juega un papel importante, ya que 

puede desencadenar la producción de anticuerpos que podrían 

llamarse "antipuente" CNisonoff, 1984). Por estas razones es 

importante seleccionar el sitio de conjugación más apropiado 

para cada esteroide, así como el tipo de puente a utilizar. 

Algunos investigadores consideran que el puente debe tener de 

4 a 	8 carbonos CNaftgele and Dr ahovsk y. loop) para permitir 

una suficiente separación entre la proteína acarreadora y el 

hapteno. Esto permite que los epitopos sean enlazados por 

linfocitos, evitando así la interferencia por demasiada 

cercanía de las superficies moleculares CParker, 1976). 

Para el caso de la progesterona, los sitios característicos 

de la molécula son los grupos cotona de los carbonos 3 y 20, 

quedando entonces disponibles para conjugación cualquiera de 

los siguientes carbonos: 1, 8, 7 y 11. CNaegele and Drahovsky. 

1980; Abraham, 1974). 

Se han utilizado ampliamente los puentes hemisuccinato en 

posición 11 CCapparelli et AL, 1087), carboximetilonotioetor 

en posición 8 CLindner 	j I citado por Runnebaum, R., 

1980). y carboxletiltioeter en el carbono 7 CWiel and Koops. 

1988; Prakash 21 al. 1986) enlazados con la albúmina sérica 

bovina CESA) y también con tiroglobulina en posición 11 

CFranchimont, et al, 19-86). 

Dependiendo del número de moléculas de hapteno conjugadas 

a cada molécula de proteína acarreadora se puede favorecer o 

disminuir la inducción de anticuerpos. Se ha propuesto quo la 
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mejor relación es entre 5 y 15 moléculas de hapteno por 

molécula de proteína (Parket-. 11970.); sin embargo. existen 

trabajos que publican la utilización de inmunógenos con 

proporciones hasta de 30 moles de hapteno por mol de 

proteína acarreadora CHaegele and Drahovsky, 10801 

Thorneycroft and Stone, 19972). 

2.2 MeTODOS DE INMUNIZACIÓN CONTRA PROGESTERONA. 

En la inducción de la respuesta inmune contra esteroides 

conjugados se deben tomar en cuenta los siguientes factores: 

las propiedades estereoquimicas y el sitio de conjugación con 

el acarreador. la  proporción molar asteroide: proteína. la 

longitud y tipo del puente, el tipo de proteína acarreadora. 

la duración y método de inmunización CNaegele and Drahovsky, 

1030). 

Para la obtención de anticuerpos antiprogesterona 

generalmoante se inmunizan conejos, utilizando diferentes 

dosis del inmunógeno que van desde 15 pg por Kg de peso 

corporal CAbraham y Garza, 1977) hasta 1 mg por animal 

CThorneycroft and Stone. 1972). El inmunógeno se ha 

administrado por via 	intradérmica CVaitukaitis et Al. 

1071), subcutánea CThorneycroft and Stone, 1972), 

intraperitoneal CCapparelli iL  al. 1987). 	Intramuscular 

Cillosu 51 a.• 19974) o intraganglionar (Boyd and Peart. 1995.5. 

citado por Naegele and Drahovski, 1950). 

Existen informes que indican que la mejor respuesta a la 

inmunización se obtiene cuando se utiliza la vía 
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intraganglionar Clloyd and Peart. 1088). Sin embargo, el 

riesgo de fracasar es relativamente alto debido a que la 

penetración directa del inmunógeno en los ganglios linfáticos 

produce inflamación severa y atrofia ganglionar. Sin embargo, 

cuando el ganglio sobrevive a la inflamación so pueden 

obtener buenos resultados CNaegele and Drahovski. 108()). 

También se han producido anticuerpos contra progesterona en 

borregos mediante la administración de progesterona 11 a 

hemisuccinato:BSA por via intramuscular en dosis que varian 

de 2 a 3 mg de inmundgeno emulsificado con adyuvante completo 

de Freund Caosu el. al, 1076; Marcus and Nackett. 1085). 	El 

uso de adyuvantes tiene por objeto aumentar la respuesta 

inmune CVanselow. 1087). Los adyuvantes más utalixados son el 

completo e incompleto de Freund, mediante los cuales se 

obtiene una emulsión altamente viscosa. lo que permite que se 

absorba lentamente a partir del tejido en que se deposita. 

con lo que se alarga el periodo de exposición del inmunógeno 

a los linfocitos CCox 	al. 1084). 

En los calendarios de inmunización. la  cantidad de 

refuerzos que se aplican pueden variar desde solo uno hasta 

seis o siete durante un periodo de tres a seis meses CChard. 

1078). Los tres o cuatro primeros refuerzos se aplican a 

intervalos de una a dos semanas entre uno y otro. y los 

posteriores refuerzos se apli-can mensualmente. de tal manera 

que la mayor parte del inmunógeno se administra en los 

primeros refuerzos y el resto a lo largo del calendat•io de 

inmunización CChard, 1078; Dawson tk tl. 1078). 
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Se ha seMalado que el procedimiento de inmunización debe 

ser planeado cuidadosamente. ya que puede existir el riesgo 

de ocasionar tolerancia inmunológica CWeck, 1073D. Esto 

ocurre cuando se administran cantidades altas de inmundgeno 

durante mucho tiempo CRatf. 10173), por lo cual es importante 

limitar la dosis de inmunógeno que se administre en cada 

refuerzo. Por ello se 	recomienda utilizar pequeNas 

cantidades de inmunógeno, que van desde 100 pg hasta 1.0 mg 

por Kg de peso corporal CParker, 1976). 

2.3 TITULACIÓN DEL ANTICUERPO. 

Durante el proceso 	de 	inmunización es 	necesario 

estimar periódicamente los niveles de anticuerpos 

específicos en suero. Este proceso se llama titulación y 

se realiza por primera vez en la segunda o tercera semana de 

inmunización. y luego semanal, quincenal o mensualmente 

Chlorilla y Bautista, 1906; Dawson 	al.. 1970; Abraham y 

Garza, 1977,. La titulación indica un aumento progresivo de 

la cantidad de anticuerpos especificos contra 	el 

inmunógeno. 

Generalmente los titulos de anticuerpos se incrementan 

después de cada refuerzo, de tal manera que después de tres 

o cuatro 	refuerzos 	so 	alcanzan títulos elevados. En 

ocasiones se desarrolla tolerancia inmunológica, y en estos 

casos se observa un descenso paulatino de los títulos y el 

animal se vuelve refractario a los refuerzos CIturbe. 1988; 

Weck 1973). 
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Existe una gran variabilidad en las respuestas a la 

inmunización . ya que dichas respuesta pueden estar influidas 

por el estado nutricional del animal, la edad, el sexo y el 

tipo de inmunógeno CTizard. 1G00). Es bastante conocido que 

los animales viejos o mal nutridos no poseen un aparato 

inmunocompetente capaz de desencadenar una síntesis de 

anticuerpos adecuada CTizard. 19865. Por otro lado se ha 

informado que las hembras tienen mas capacidad para inducir 

anticuerpos que los machos CHieschlag, 1975). 

La titulación se realiza utilizando el suero sanguíneo del 

animal inmunizado, al cual se le aMade el trazador, que os el 

antígeno o inmunógeno marcado por medio de un radioisótopo 

unido covalentemente. El suero y el trazador so mezclan Y 

se someten a incubación bajo condiciones controladas de 

temperatura, pH, molaridad y tiempo que permiten la unión del 

anticuerpo presente en el suero con el trazador. Al finalizar 

la reacción do formación de complejo antigeno-anticuerpo 

CAg-AcD, se separa el trazador que haya quedado libre para 

que solo se mida la radiación procedente del complejo Ag-Ac. 

La cantidad do radiación presente en el complejo es 

directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo 

especifico presente en el sistema. Al establecer una relación 

porcentual entre la cantidad de radiación presente on el 

complejo con respecto a la cantidad arladida al inicio de la 

incubación. se obtiene un número que representa el porcentaje 

de unión del trazador al anticuerpo CIAEA, 1084). 
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2.4 MitT0006 DE SEPARACICN DE INNUNOGLOBULINAS A PARTIR DEL 

SUERO. 

Una voz que los titulas de anticuerpo lleguen al máximo se 

debe extraer una cantidad grande de sangre a partir de la 

cual se va a obtener el antisuero. Para ello la sangre se 

deja coagular para separar el suero a 4°C. 

Es posible desarrollar métodos de radioinmunoanálisis en 

los cuales se utilizo el antisuero crudo. el cual por su alto 

contenido de anticuerpos específicos contra el antigeno 

seleccionado actúa como si se tratara de una solución de 

anticuerpos CChard. 1978). Sin embargo, en algunos casos es 

conveniente purificar los anticuerpos a partir del suero. de 

tal forma que se eliminen otras sustancias presentes en el 

suero y que pueden interferir con la reacción. Esta 

separación de las inmunoglobulinas se realiza mediante 

precipitación con sulfato de amianto o sulfato de sodio. que 

d!sminuyen la solubilidad de las inmunoglobulinas debido a la 

elevada fuerza Jónica del sulfato. produciendo su 

precipitación CLohninger, 1º1178). 

Para realizar la precipitación se mezcla una solución 

saturada de sulfato de amonio con el antisuero. agitándose 

continuamente durante varios minutos. El precipitado se 

separa por centrifugación. volviendose a resuspender el 

precipitado en la solucion de sulfato de amonio. y se repite 

el procedimiento dos o tres veces CLefkovits y Pernís. 1070). 

Para retirar los residuos de sulfato da la fracción de 

gamaglobulinas se procede a dializar contra agua destilada, o 
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con amortiguador de fosfatos o boratos a pH cercano a la 

neutralidad. ya que de otra forma se corre el riesgo d• 

producir desnaturalizacion de la proteina (Zarco . 1987). 

Cuando se utiliza el sulfato de sodio el procedimiento es 

similar. pero la saturación final que ae debe alcanzar es del 

18%. 

Otro procedimiento para extraer las gama globulinas es a 

través de la precipitación de las proteinas con 

Polietilenglicol 	CPEG). Este compuesto se obtiene de la 

polimerización del etilenglicol. Esta sustancia actúa como 

un agente polielectrolitico que modifica las 	cargas 

eléctricas de la proteina en solución, por lo cual 

disminuye su solubilidad, lo que hace que precipiten 

CCooper. 1977). El peso molecular del polietilenglicol 

determina grandemente la especificidad de la precipitación 

protéica. Para precipitar inmunoglobulinas 50 ha usado 

ampliamente al PEG 8000. Sin embargo también se informó que 

el 400 es eficáz para la precipitación CCooper, 1977). 

La proteina A. extraida de la pared 	celular de 

Staphytococcus aureus también precipita las gama globulinas 

debido a que la fracción Fe de la Ig G so enlaza 

especificamente a la proteína A C/AEA, 19847 	Esta 

propiedad permite utilizar a la proteina A en un sistema do 

cromatografia de afinidad o mezclándola con el antIsuera para 

causar precipitación. En el caso de la cromatografia. la 

proteina se conjuga por medio de bromuro de cianógono a 

microesferas de zafaras& CL-03. Posteriormente las 
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microesferas se empacan en una columna a través de la cual se 

deja correr el antisuero; las inmunoglobulinas G quedan 

atrapadas en la columna. mientras que otras proteínas séricas 

caen libremente a lo largo d• la columna y salen en cada 

fracción del eluido CCooper. 19777. 

Otra posibilidad para extraer gama globulinas es a través 

de la reducción de su solubilidad en medio acuoso. lo cual se 

logra mediante la mezcla 	de solventes orgánicos neutros 

solubles en agua, como el etanol y la acetona CLehninger, 

1978). Estos solventes disminuyen la constante dieléctrica 

del agua, por lo cual las proteínas se congregan debido a la 

atracción por cargas .opuestas y entonces precipitan 

CLehninger, 1978). La separación de mezclas de proteinas se 

realiza por medio de dos solventes mezclados en proporción 

definida con las proteínas, ya sea utilizando agua con etanol 

o agua con acetona, fríos preferentemente para evitar la 

desnaturalización de las proteínas que se pretenden separar 

CCooper, 10777. Este método se ha utilizado 'ltimamente para 

extraer gama globulinas a partir de la yema de huevo de 

gallinas inmunizadas CRade and Stegemann, 1984). 

2.5 OOTENCIdN DE ANTICUERPOS DE LA YEMA DEL HUEVO. 

Se ha informado de la presencia de altas concentraciones de 

anticuerpos en la yema del huevo CPatterson ot al, 1962J. El 

proceso de transferencia de gama globulinas hacia la yema es 

semejante al que ocurre en la placenta de los mamíferos 

CNalkinson. 190.5). puesto que solo son tranferidas las 
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inmunoglobulinas O desde las células epiteliales 

foliculares hacia la yema. La concentración de 

inmunoglobulinais en la yema del huevo es igual o superior a 

la que presenta el suero materno CNálkinson. lem). Se ha 

informado que las gallinas inmunizadas 	contra 	antígenos 

virales. bacterianos, proteínas y haptenos han producido 

huevos con elevada cantidad de anticuerpos. que son 

utilizables para análisis inmunológicos como RIA. 	prueba 

de 	antiglobulina. hemaglutinacion indirecta. ELISA e 

inmunoelectroforesis Ciensenius 	j, 1981; Nalkinson. 

1905). 

Patterson qt, al C1062) 	demostraron 	que 	las 

concentraciones de anticuorpos presentes en la yema 	del 

huevo de aves inmunizadas son bastante cercanas a las 

encontradas en el suero de las mismas. y que estos niveles 

aparecen en la yema cinco a siete dial después de que se 

alcanzan los niveles más altos en el suero. 

Una gallina produce alrededor de 300 huevos en su primer 

ciclo de postura CGilbert. 11984), por lo que se si considera 

que cada yema tiene un volumen promedio de 10 mi. so pueden 

obtener un total de 3000 ml de yema de huevo rica en 

anticuerpos a partir de cada gallina. 	Si una gallina 

inmunizada alcanza titulo% elevados do anticuerpos en la 

Yerna. que permitan trabajar por ejemplo a una dilucion de 

1:2000. entonces se tendría un rendimiento final de 6 000 

000 ml de antisuero diluido. Es decir 0000 	litros 	de 

anticuerpo listo para ser utilizado para la 
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cuantificación hormonal. 	En un radioinmunoensayo se 

consumen generalmente 100 pl de anticuerpo diluido por 

cada tubo, por lo quo con 8000 litros s• podrían trabajar 80 

millones de tubos, lo que significa que se podría disponerse 

de una fuente casi ilimitada de anticuerpos. 

La extracción de anticuerpos a partir de la yema ha 

involucrado varios obstáculos. 	principalmente el poder 

separar eficientemente las lipoproteinas de las proteínas 

simples CJensenius 	aL. 1981). Para esto se han descrito 

varios métodos. que incluyen la utilización de solventes 

orgánicos como el eter-dicloruro de etileno CPatterson ak 

pl. 1962; Halkinson 	1965); propanol y acetona [Bade and 

Stegemann, 1904). asi como también la 	utilización 	de 

pre.cipitantes como el polietilenglicol y sulfatos de amonio 

y sodio CPolson ek 	1980a; Polson ak 	1980b), , y por 

precipitación con sulfato dextran y baja fuerza lonica a pH 

neutro CJensenius lec, ILL, 1981). Sin embargo, las técnicas más 

utilizadas son las que emplean el Polletilenglicol 6000. o 

éter y cloruro de etileno. 

Jensenius et, 	C1901) monitoreando con Ig G de pollo 

marcadas con 1-125. registraron que mediante la técnica de 

extracción con sulfato dextran han logrado extraer del 70 al 

80 X. de las gamaglobulinas de la yema; Patterson et ftl, 

01962) también lograron extraer del 70 al SO% utilizando 

cloruro de etileno y éter. 
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2.6 CRITERIOS PARA EVALUAR AL ANTICUERPO. 

Los anticuerpos extraídos, ya sea de la yema o del 

suero, deben presentar ciertas características que permitan 

utilizarlos en el RIA o EIA. Estas características incluyen 

un elevado titulo. una alta afinidad por el antigeno que te 

va a medir, así como marcada especificidad por dicho 

antígeno. 

El Titulo indica la dilución del anticuerpo a la quo 

enlaza al 50 X del antigeno presente en el 	sistema 

CNaegele y Drahovsky, 1W0); se ha elegido tal porcentaje do 

unión como base del análisis porque es el porcentaje do unión 

requerido para que un RIA funcione adecuadamente. El titulo 

es independiente do la especificidad, pero es proporcional 

al producto de la concentración del anticuerpo y la afinidad 

del mismo CAbraham, 1974). Los antisueros con elevado titulo 

tienden a presentar 	también alta afinidad hacia el 

antígeno. Generalmente los antisueros do conejos y ovejas 

inmunizadas se pueden utilizar en diluciones de 1:1000 

hasta 1:20 000, y eventualmente en diluciones aún mayores 

CIhorneycroft y Stono, I972; Wiel and Koops. 1986; Abraham. 

1974). 

La Afinidad es una medida de la fuerza de enlace entre el 

anticuerpo y el antígeno CParker. 1970), so calcula a través 

do la gráfica de Scatchard CIAEA. 1904), de la gráfica de 

Michaells-Nenten CNaegele and Drahovsky. 19"80). o de la 

gráfica del reciproco de las concentraciones del antigeno 

contra el reciproco de 	la 	concentración do l complejo 
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formado, de acuerdo con la Isoterma de Langmuir CLeslie. 

1080). Derivado de ésta última. también se puede determinar 

la Afinidad mediante la ecuación de Sips transformada a 

logaritmos para linearizar CLeslie. 11980). Otro método para 

estimar la constante de 	afinidad CK) es a partir del 

principio de que el enlace del antígeno con el anticuerpo 

disminuye conforme aumenta el volumen total de la reacción. 

Bajo el modelo cuadrAtico que expresa la concentración de 

anticuerpo libre, se asumen valores de K. anticuerpo total y 

antígeno total para simular los cambios de la cantidad de 

complejo formado cuando se aumenta el volumen total en la 

reacción CGiriswold and Nelson. 1904); de esta manera se 

aproximan al comportamiento real del anticuerpo en el 

sistema. 

Los métodos que emplean la gr&fica de 	Nichaelis. 	la 

Isoterma de Langmuir y la ecuación transformada de Sips. 

coinciden en asignar a la Constante de Afinidad un valor 

equivalente a la concentración del antígeno a la cual se 

ocupan la mitad del total d• sitios del anticuerpo -ver 

figura 2 -CLeslie H.. 1980). En 	el procedimiento 	de 

Scatchard, la Afinidad corresponde a la pendiente de la recta 

C/AEA, 1984) figura 3a. Si la gritica,no es linear significa 

que existen varia: poblaciones de anticuerpos con diferente 

afinidad; se obtiene entonces un 	valor promedio de 

afinidades entre los anticuerpos de baja y alta afinidad 

Cfigura 3b). En el caso del último metodo se asume que el 

anticuerpo solo reconoce un sitio de unión con el antigeno y 
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la proporción de enlace del antígeno con anticuerpo es de 1:1 

por lo tanto no es efectivo cuando se intenta estimar 

afinidad de anticuerpos policlonales CMoss tl al. 1078). 

Por esta razón la avidéz os el valor que sustituye a la 

afinidad cuando se utilizan anticuerpos multivalentes. y la 

interpretación matemática de ésta es igual que el de la 

Afinidad Chioss 	KL, 1078). 

La especificidad indica la capacidad que tienen los 

anticuerpos para diferenciar los epitopos de antígenos 

estructuralmente semejantes. Los determinantes antigénicos 

pueden ser comunes a varios antígenos. principalmente 

cuando éstos son derivados del inmunógeno. por lo que en la 

realidad la especificidad mide la reacción cruzada 

que presente el anticuerpo frente a otros metabolitos del 

inmunógeno o sustancias relacionadas. 

La reacción cruzada esti definida como la cantidad de 

masa del antigeno que reacciona con el anticuerpo y es 

necesaria para desplazar el 50 % del antígeno marcado. en 

relación a la masa 	del antígeno original que también 

desplace el 50: del antígeno marcado. El valor de reacción 

cruzada se obtiene de la siguiente fórmula: 

YAC 	
Masa del esferoide S que desplaza el 50% de Sw  X 100 * Masa del asteroide X que desplaza el 50% de S* 

Donde: 

S* es el antígeno marcado. S es el inmunógeno original y X es 

otro antígeno con determinantes antigenicos similares a las 



23 

del inmunogeno original CNaogele and Drahovsky. 1020). 

Recientemente. Lauzon. 21, al C1080) propusieron otro 

procedimiento para medir la reacción cruzada, basándose en 

el desplazamiento que produce 1 ng del inmunógono frente a 1 

ng de otro antígeno relacionado con el inmunógeno: 

desplazamiento de S» producido por 1 ng de X 
›akC 

% desplazamiento de Sw producido por 1 ng de S 	X 100 

Cuando se realizan las pruebas de reac(:Ión cruzada se 

establece la especificidad del anticuerpo en relación a. una 

serie de sustancias que el Investigador considera que pueden 

causar reacción cruzada. Sin embargo el anticuerpo puede aun 

reaccionar con otras sustancias presentes en la muestra y 

para las cuales no se haya realizado la prueba de reacción 

cruzada. 

2.7 ESTABLECIMIENTO DEL RI A O EIA. 

Los inmunoensayos están constituidos por tres componentes 

principales: el Anticuerpo, el Trazador y el Antígeno no 

marcado, también llamado Analito frío CChard, 1978). 

La función del anticuerpo consiste en enlazar especifica y 

firmemente al 	Trazador o al Analito frio. formando el 

complejo Antigeno:Anticuerpo CChard. 1978). 

El trazador es una molécula químicamente simllar al anallto 

frío. pero contiene una marca que puede ser un radioisótopo 

en el caso del RIA, o una enzima si es EIA CKurstak, 1985). 

El analito frio corresponde al inmunógeno; es a la Vea la 
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molécula que nos interesa medir en la muestra problema, la 

cual puede ser una droga. un motabolito, una hormona o una 

vitamina CChard 	1Q78; Ceriotti. et 4,1 . 1Q80). 

El análisis consiste en colocar conjuntamente el anticuerpo 

CAcD, el antigeno o analito fria CAg) y el trazador CA100 en 

tubos de ensaye o placas con pozos, bajo condiciones de 

temperatura, volumen. acidez y molaridad controladas. 	Se 

forma de esta manera el complejo Ac:Ag o Ac: AgW, como se 

muestra a continuación: 

Ag + Ac 	 * Ag:Ac 

Ay« + Ac 4 	 ►  Ags:Ac 

En caso de que estuvieran presentes el trazador y el 

analito ario en igualdad de concentraciones efectivas, se 

obtendria: 

Ag + Ag* + 2 Ac ‹ 	 * Ag:Ac + AohAc 

Al variar las cantidades de analito frente a cantidades 

con:liante% y conocidas de trazador y de anticuerpo, al final 

de la reacción de unión habrá diferentes proporciones de 

complejos con trazador y con analito frío, como se muestra 

a continuación. 

1) 6 Ac + O Agm 	 6 Ac:Ags 

2) e Ac  + e Agd + 3 Ag 4---4 4 Ac:Ags 

3) e Ac + e Ag« + O Ag 4---4 3 Ac:Ags 

4) 0 Ac + e Aght + 12 Ag 4-4 2 Ac:Agoe 

+ 2 Ac:Ag + 2 Ag.,  + 1 Ag 

+ 3 Ac:Ag + 3 Agd + 3 Ag 

+ 4 Ac:Ag + 4 Agd + 8 Ag 

Para el primor caso la cantidad de analito frío es cero, por 

tal razón todo el complejo formado contendrá al trazador. En 

el segundo caso la presencia do tres moléculas do Ag frente 
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a seis de Age produce competencia entre Ag y Alá« para 

unirse al Ac y consecuentemente existe desplazamiento de dos 

moléculas de Ag$ por Ag al formarse los complejos. 

Para los últimos dos casos ocurre desplazamiento w.yor 

del 	trazador por 	aumentar 	la proporción de znallto 

frio con respecto al 	trazador. Al medir la cantidad de 

radiación unida al anticuerpo, se observará que ésta 

disminuye conforme aumenta la concentración del analito 

fria incluido en la reacción. 

Cuando se representa la gráfica del proceso descrito, se 

observará desplazamiento del trazador por el analito 

fria. Esta gráfica se denomina curva estándar, curva 

dosis-respuesta, o curva de inhibición. 

La curva estándar permite estimar la cantidad de analito 

presente en una muestra problema, ya que ésta es incluida 

en el 	análisis 	bajo el 	mismo procedimiento de 

competencia. Como la muestra también experimenta el mismo 

procedimiento de separación de fracciones, entonces se 

detectan de éstas las radiaciones, las que se comparan con 

la curva *standar; 	al 	interpolar 	se infiere la 

concentración de analito frío en la muestra 

Para poder medir muestras con cantidad deuconcs.:ida de 

analito, se necesita establecer el Inmunounsayo. Es ticesario 

probar la dilución a la que se trabajará el anticuerpo, la 

cantidad 	de trazador que so aMadira, los Liemp.:25 do 

incubación, el orden en que se agregarán 	lou tres 

componentes y el procedimiento di separación de 1. fracción 
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libre de la unida. 

Como un primer paso en este proceso. se  prueban 

simultáneamente varias diluciones del anticuerpo y varias 

concentraciones del trazador en ausencia del analito Ctobson. 

1911113). Al hacer esto se encontrarán varias combinaciones de 

dilución de anticuerpo y cantidad de trazador a las cuáles se 

obtengan porcentajes de unión adecuadas Centre el 30 y 5010. 

El siguiente paso consiste en tomar esas combinaciones y 

anadirles una cantidad de analito frío equivalente a la mayor 

concentración que se espera obtener en la muestra ; al medir 

el porcentaje de unión se encontrará el porcentaje del 

trazador que fué desplazado por el analito frío CDobson. 

1g83). 

Una vez hecho esto se decidirá realizar el ensayo 

utilizando la dilución del anticuerpo y la concentración de 

trazador que permitieron una unión inicial de entre un 30 y 

resultando además en un máximo desplazamiento del 

trazador por el analito frío. En igualdad de desempeffo se 

escogerá la combinación anticuerpo-trazador en la que se 

utilizo menos anticuerpo, ya que este componente es más 

dificil de obtener que el trazador CDobson, 1063). 

Cuando se han logrado establecer las condiciones a las 

que se obtiene ol 	máximo desplazamiento se elabora la 

curva estandar. Para ello se utiliza una serie de tubos 

conteniendo la cantidad de trazador y anticuerpo determinados 

anteriormente. A estos tubos se les anaden cantidades 

conocidas pero variables del analito frío, y después de 
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separar las fracciones y medir la radiación emitida, se 

relaciona con la cantidad de analito frio aftadido, de tal 

manera que se elabora una gráfica donde se puede estimar la 

concentración del analito en la muestra a partir de la marca 

presente en la fracción libre o unida. 

Uno de los principales inconvenientes del ajuste de las 

curvas para realizar la estimación de las concentraciones, os 

el producir error por ajuste, por tal razón se utilizan 

transformaciones para linearizar éstas. La mas común es la 

transformacion logit-leg CAbraham, 1974).sin ombar90  existe 

controversia sobre esta transformación, ya que so indica que 

la gráfica generada no es realmente lineal, por lo tanto al 

transformar las variables se affade al error experimental el 

error por ajuste; además se dice que no provee información 

sobre algún cambio en los reactives que participan en el 

análisis CChard, 1978; Rodgers, 1084; Arriguccí and Serio. 

1980). A pesar de esto las curvas logit-log son ampliamente 

utilizadas y valoradas de acuerdo a los siguientes 

indicadores: el coeficiente de correlación, pendiente de la 

recta, unión máxima y unión, no especifica CFeldntan y Rodbard. 

1071). 

Para valorar favorablemente algún RIA o El A, 4ste debe 

mostrar una pendiente aproximada de -1.00 en transformación 

logit-In, una unión máxima del 30 al 50%, unión no especifica 

del 5% o menos y coeficiente de correlación entre -0.83 a 

-0.99 CHess tk j, 1976; IAEA, 1094; Chard. 1078). 
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2.8 VALI DACI óN DEL ENSAYO. 

Una vez establecidas las condiciones del Inmunoensayo se 

procede a validarlo, de acuerdo con los criterios de 

Sensibilidad, Especificidad. Exactitud y Precisión (IAEA, 

1984; Abraham. 1974). 

La Sensibilidad so define como la cantidad minina de 

antígeno que se puede distinguir de una muestra que no lo 

tiene, es decir del •standar cero al 95% de limite de 

confianza CAbraham, 1974). La sensibilidad es dependiente de 

la Precisión, ya que si aumenta el error experimental dentro 

y entre inmunoensayos hace que se amplie el intervalo de 

confianza para cada concentración. Existen otros factores muy 

importantes que también producen cambio en la sensibilidad; 

éstos son la afinidad del anticuerpo, la masa del trazador y 

del anticuerpo y el volumen del medio de incubación CAbraham. 

1974). 

Los anticuerpos de baja afinidad no enlazan cantidades 

detectables del analito cuando la concentración de éste es 

baja, y por lo tanto disminuyen la sensibilidad del ensayo 

CGriswold and Nelson, 1984; Parker. 197e). Por otro lado. si  

la actividad específica del trazador es baja. entonces SO 

necesita mayor cantidad de masa do éste para poder detectar 

el complejo formado, por lo tanto disminuye también la 

sensibilidad CChard, 1978). 

La especificidad, ya descrita en el apartado sobre 

caracterización del antisuero forma parte de la validación de 

cualquier inmunoensayo. Se han informado diversos valores de 
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reacción cruzada en los antisueros contra esteroides 

distintos al inmunógeno original. en este caso contra 

progesterona CRunnebaum. 1080). 

La especificidad también debe ser probada a través de las 

Pruebas de Paralelismo CIAEA, 1Q:84). que consisten en incluir 

en el ensayo diluciones seriadas de una muestra que contenga 

cierta cantidad conocida de analito. Las estimaciones de las 

dosis se granean junto a la curva estándar con variables 

transformadas on por ciento de unjan contra logaritmo de la 

dosis. Las gráficas de las series de diluciones deben ser 

paralelas a la curva estándar, comprobando asi que el 

inmunoensayo es inmunológicamente especifico ya que el 

desplazamiento del trazador por el analito en cada dilución 

tiene el mismo comportamiento que el de la curva estándar. 

Otros autores senalan que la prueba de paralelismo también 

indica identidad entre dos sustancias cuando, éstas se 

caracterizan biológica. fisicoquimica o inmunológicamente 

(Barth, 10715). 

La Precisión es la característica que determina la 

variabilidad en la estimación de las concentraciones del 

analito. Existen varios procedimientos para medirla; Abraham 

C1074) define a la Precisión como los valores de los 

coeficientes de variación dentro de ensayos Cintraensayos) y 

entre éstos Cinterensayos). Como la variabilidad es 

dependiente de la concentración del analito se utilizan como 

muestras de control de calidad aquellas que contengan 

cantidades alta, media y baja dentro del rango fisiológico. 



30 

La Exactitud es el criterio que indica la veracidad de la 

cuantificación de analito estimado, para ello se utilizan los 

experimentos de recuperación CAbraham. 1974), consistentes en 

anadir cantidades conocidas del analito a muestras de suero o 

plasma libra del analito a cuantificar. procediendo a 

realizar la extracción si es un inmunoensayo indirecto o a 

someter al análisis directo si es una técnica sin extracción, 

y a correlacionar la cantidad determinada en el análisis con 

la esperada, que es la que se anadió al principio del 

exper i mento. Idealmente se espera un coeficiente de 

correlación de 1.00. Sin embargo suele haber desviaciones de 

este valor que pueden ser debidos a error experimental, de 

cálculo al emplear la curva estándar. o efectos 

inespecificos. Los ensayos por extracción normalmente 

presentan mayor desviaciones entre los valores esperados que 

los ensayos directos, esto se debe a los efectos del 

solvente, eficiencia de extracción y sensibilidad de la curva 

estAndar. por tal motivo se prefieren scd 	ensayos 

directos CPilo oil al, ~p. 
Otra forma de medir . la Exactitud es comparar las 

estimaciones do analito en las muestras bajo el inmunoensayo 

probado contra las estimadas por otros mlnodos previamente 

validados. como seria la Cromatografía liquida de alta 

resolución CHPLCD. biensayos. espectrometrla de 

inmunoensayo previamente validado (IAEA, 1084). 

mi'sa. u otro 



3. MATERIAL Y KET000. 

3.1. INDUCCIÓN DEL ANTICUERPO. 

Se indujo la producción de antisuero antiprogesterona en 

dos conejos machos raza Nueva Zelanda, en dos cabritos Sanen 

, y en cinco gallinas de postura estirpe Daling. 

Para la inmunización se utilizó como inmunógeno en todos 

los casos un conjugado de Progesterona con albúmina serica 

bovina a través de enlace hemisuccinato en el carbono 11 de 

la progesterona 	C4-pregnane 3.20 dione 11 a 

hemisuccinato:85A) CSteraloids, U. S. A.) cuya relación molar 

esteroide:proteina es de 28:1 Clames, 11380). 

3.1.1 ;nmunizacila de cabritos. 

En los cabritos, la primera inmunización se realizó al allo 

de edad, administrando 2.5 mg del inmunógeno en forma de 

emulsión subcutánea en el cuello con adyuvarite completo de 

Freund. Posteriormente se administraron refuerzos en dosis de 

1.5 mg y un último retuerzo con 2.0 mg. El calendario de 

inmunización se observa en el cuadro 1. La colección del 

suero se realizó semanalmente por punción yugular obteniendo 

3 ml de sangre en cada ocasión. La titulación se realizó de 

acuerdo a la técnica descrita por la Agencia Internacional de 

Energia Atómica C11134) ver cuadro 4, los antisueros fueron 

diluidos desde 1:100 hasta 1:4000, se realizó 13 incubación 

de la mezcla del antisuer,, con trazador a 4 :̀t durante 18 

horas, la fracción unida fué separada mediante suspensión de 

carbón activado y centritugáción a 3000 rpm durante 10 

3L 
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minutos a 4°C . Los cabritos no produjeron títulos apropiados 

del anticuerpo, por lo que tuvieron que ser eliminados y no 

se realizó en ellos el resto del trabajo. 

3.1.2 rpmunizacieln de conelos. 

En los conejos el calendario de inmunización se inició 

cuando tenian seis semanas de edad con la inyección 

subcutánea de 0.1 mg del conjugado de progesterona 

emulsificada con adyuvante completo do Freund CACFD. Este 

tratamiento se repitió en las semanas 2 y 4. Posteriormente 

los refuerzos se aplicaron mensualmente con adyuvante 

Incompleto de Freund CAIFD. El calendario completo se muestra 

en el cuadro 2. 

Para monitorear la aparición de anticuerpos, se sangraron 

los animales semanalmente y se tituló el suero para medir los 

niveles de anticuerpos contra progesterona. El sangrado se 

hizo por punción de la vana central de la oreja, colectándose 

1 ml de sangre. La titulación se realizó de acuerdo a la 

técnica descrita por la Agencia Internacional de Ensrgia 

Atómica CIAEA, 1964D ver cuadro 4. Cuando ya no aumentó el 

titulo de antiprogesterona se sangró al animal mediante 

punción cardiaca para obtener la mayor cantidad posible de 

sangre, de la cual se extrajo el antisuero. 

3.1.3 Inmunizacidn  de gallinas. 

Las gallinas tuvieron un esquema de inmunización semejante 

a los cabritos, pero la dosis administrada tué de 0.5 mg en 



33 

el músculo pectoral, se colectaron 2 ml de sangro do la vena 

radial de cada gallina semanalmente para llevar el 

seguimiento de la producción de anticuerpos antiprogesterona. 

El cuadro 3 muestra el calendario de inmunización. 

colectaron los huevos de todas las gallinas diariamente 

después de la primera semana de inmunización. estos se 

mantuvieron en refrigeración hasta que las gallinas 

alcanzaron los más altos títulos de anticuerpo. La titulación 

del suero se realizó de la misma manera que en los conejos y 

cabritos. 

Cuando los títulos de los anticuerpos se estabilizaron se 

dejó de inmunizar a las gallinas y se procedió a extraer los 

anticuerpos de la yema de los huevos de las gallinas que 

mostraron los más altos títulos de anticuerpos en suero. 

CUADRO 1 

CALENDARIO DE INNUNI2ACICN EN CABRITOS 

Numero de Dia Dosis vía de Adyuvante 
inoculación inoculación de Freund 

1 O 2.5 mg subcutánea completo 

2 15 1.5 mg subcutánea completo 

3 30 1.5 mg subcutánea completo 

4 43 1.5 mg subcutánea incompleto 

5 58 1.5 mg subcutánea incompleto 

8 118 2.0 mg subcutánea completo 



Numero de 
inoculación 

Di a 

1 5 

2 15 

3 30 

4 44 

5 59 

8 89 

7 110 

Dosis 	vi." de 	 Adyuvante 
Inoculación 	de Fr eund 

1. 0 mg I ntr amuscul ar 	completo 

0.13 mg i ntr amuscul ar 	compl eto 

O. 5 mg intramuscul ar 	compl oto 

0. 5 mg intramuscular 	i ncompl eto 

O. 5 mg i ntramuscul ar 	incompleto 

0. 5 mg 1 ntr amuscul ar 	1 ncompl eto 

O. 5 mg 1 ntr amuscul ar 	completo 
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CUADRO 2 

CALENDAR! O DE INMUNI ZACI CN EN CONEJOS 

Numero de 
nocul ación 

Di a Dosis vi a de 
i nocul ación 

adyuvante de 
Freund. 

1 0 0.1 mg subcutánea completo 

2 15 0.1 mg subcutánea completo 

3 30 0.1 mg subcutánea completo 

4 95 0.1 mg subcutánea incompleto 

5 115 O. 15 mg subcutánea incompleto 

6 145 0.15 mg subcutánea incompleto 

7 175 0.15 mg subcutánea incompleto 

O 200 0.15 mg subcutánea completo 

CUADRO 3 

CALENDARIO DE I NMUNI ZACI ON EN GALLI NAS 
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CUADRO 4 

PROTOCOLO PARA TITULACION DE ANTISUEROS. 

Identificación 	amortiguador 
Carvi) 

antisuero 
C0.1 	ml) 

trazador 
Cali) 

carbón 
Cral) 

Cuentas totales 1.8 0.0 0.1 1.0 

Unión no especifica 0.8 0.0 0.1 1.0 

Antísuero 0.5 1:100.  0.1 1.0 

Antisuero 0.5 1:200.  0.1. 1.0 

Antisuero 0.5 1:500'  0.1 1.0 

Antisuero 0.5 1:1000'  0.1 1.0 

Antisuero 0.5 1:2000'  0.1 1.0 

Antisuero 0.5 1:4000'  0.1 1.0 
	,....1111.••••••••••• 

e DILUCION DEL ANTISUE110 QUE FIJE EMPLEABA 

3.2 EXTRACCION Y CARACTERIZACIóN DE ANTICUERPOS. 

3.2.1 Extraccidn de inmunoglobulinas del suero de coneJo.  

Se realizó por precipitación mediante salado con sulfato 

de amonio al tercio de saturación. proceso que se repitió 

tres veces CGarvey et al 1977). El último precipitado se 

resuspendió en Solución amortiguadora de fosa atos salino 

CP25) 0.01 M pH 7.1. Inmediatamente despues so efectuó la 

diálisis del precipitado contra amortiguador de boratos 

salino (USD 0.01. M pH 7.8 durante 38 horas a 4 oC, 

realizandose tres cambios de la solución amortiguadora CMunro 

y Stabenteldt, 1984). Finalmente se practico la prueba de 

cloruro de bario en solución saturada para asegurar la 

ausencia de sales de sulfato CGarvey et 	1G77). El 

dializado se alicuotó en tubos de ensaye y se almacenó a -25 

C. También se midió la cantidad de proteina a través de la 

absorbancia a 280 nm (Leslie, 1900; Kabat, 1984). 
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3.2.2 Extraccidn de Inmunoglobulin,s  da LL yema,  del huevo.  

Sé realizó la extracción de Ig Y con 2-propanol y acetona 

C8ade and Stegemann. 1º84) utilizando un proceso modificado a 

temperatura ambiente. Se colocaron 35 mi de yema en un vaso 

de precipitado, se afladieron 100 ml de alcohol isopropilico 

C2-propanol) y se agitó por cinco minutos a temperatura 

ambiente. Se colocó la suspensión en tubos de ensaye para 

centrifugarlos durante cinco minutos a 2000 rpm a 15 °C. Se 

decantó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió con 

2-propanol, repitiéndose el proceso d• centrifugación y 

resuspensión tres veces. Posteriormente se aftadieron 100 ml 

de acetona y se centrifugó por cinco minutos a 2000 rpm • 

repitiéndose este proceso dos veces. Despues de la última 

centrifugación con acetona se decantó y el precipitado se 

resuspendió con acetona. se filtró en papel filtro Whatman 

1, se dejó escurrir y los polvos se dejaron secar en campana 

de extracción durantat 48 h. a temperatura ambiente C20°C.). 

Posteriormente se pesaron 3.7 g del polvo y se 

resuspendieron en 20 ml de amortiguador de fosfatos salino 

0.01 14 C0.1 14 de NaC1, 0.01% thimerosal) pH 7.5. Se agitó 

durante 50 minutos a temperatura ambiente. Al cabo de este 

tiempo se centrifugó a 20000 x g durante 15 minutos. El 

precipitado se retiró y el sobrenadante se utilizó para 

realizar las pruebas de RIA asi como para correr 

electroforesis y medir la cantidad de proteína por 

absorbancia a 280 nm. La solución de anticuerpos Ig Y se 

alicuotó y almacenó a 5°C. 
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3,2.3 Monitore°  del proceso 	eltraccidn 511g. gama qlobuiinal 

dy, suero y de La yema, 	huevo. 

Se efectuó a través de Electroforesis en Gel de 

Pollacrilamida (PAGE) para detectar la presencia de gama 

globulinas y contaminantes CCooper, 1977; Gabriel. 1971). 

También se estimó la cantidad d.7 proteina presente en los 

antisueros y extracto obtenidos en cada fuente mediante la 

medición de la absorbancia a ZOO nm CLeslie. 1990; Kabat. 

1Q04; Warburg and Christian. 1941). 

3.2.4 Determinacidn  de La Constante dq Afinidad de 101.  

Igticuerpos obtenidos.  

Una vez elaborado el Inmunoensayo para cada anticuerpo y 

del extracto de Ig Y. se estimó la Constante de Afinidad de 

cada uno de éstos, utilizando la gráfica de Scatchard 

Críaegele and Drahovsky, 1990). 

3.2.5 Diseno déll RIA usando lop anticueLpos obtenjdos en cada 

fuente.  

Se utilizó el método descrito por Dobson C1993) para 

titular simultáneamente el anticuerpo y el trazador 

radiactivo. determinando así la dilución del primero y la 

masa del segundo que se deben usar para lograr del 30 al 50% 

de unión máxima C90). y a la vez obtener la mayor diferencia 

del desplazamiento entre la unión del trazador a 

concentración cero del antígeno frío C00) y la unión del 

trazador a una concentración del antígeno frío equivalente a 
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2.0 ng/ml para el caso de antisuero del conejo CCR5X87) y a 

0.5 ng/m1 para probar el extracto de la yema del huevo CIg 

Y). 

En el cuadro 5 se muestran las diluciones de anticuerpo y 

concentración de masa radiactiva que fueron probadas para el 

caso de anticuerpos del conejo, como trazador se utilizó a la 

progesterona 3 CHO iodotirosina CDiagnostics Products Co.) la 

cual no mostró otras especificaciones. En el cuadro 8 muestra 

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

CUADRO 5 

CONBI NACI ON DE DIFERENTES DILUCIONES DE ANTICUERPO DE CONEJO 

Y CANTIDADES DE MASA RADIÁCTIVA. 

Dilución del anticuerpo CRSX87 

masa radiactiva 	 1:1.000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 

3500 cuentas por minuto 	A 	Ei 	C 	D 	E 

15500 cuentas por minuto 	F 	G 	H 	I 	J 

LAS LETRAS EN EL CUERPO DEL CUADRO INDICAN EL CODICIO QUE SE 
LE ASIONO A CADA comakreactom DE DILUCION DE ANTICUERPO Y 
CANTIDAD DIE MAMA RADIACTIVA. 

CUADRO 6 

COMBINACIÓN DE DIFERENTES DILUCION1S DE ANTICUERPO DE YEMA 

DE HUEVO Y CANTIDADES DE MASA RADI ACTI VA. 

Dilución del anticuerpo Ig Y 

Masa radiactiva 	 1:400 1:700  1:1000 1:2000 1:4000 

2500 cuentas por minuto 
	

A 	B 	C 	D 	E 

4500 cuentas por minuto 

LAO LETRAS EN EL. CUERPO DEL CUADRO INDICAN EL CODX00 QUE SE 
LE ASIGNO A CADA CONSINACION Di DILUCION DEL ANTICUERPO Y 

CANTIDAD DE MASA RADIACTIVA. 
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Una vez determinada la combinación propicia de ambos 

componentes. se  procedió a montar una curva estandar 

basándose en el protocolo de la Agencia Internacional de 

Energía Atómica C11184) . utilizando estándares realizados por 

diluciones individuales, a partir de una solución madre que 

contenía 200 ng/ml de progesterona. 

En el cuadro 7 se describe el protocolo que se utilizó para 

el anticuerpo del conejo, y en el cuadro 8 se describo el 

prgotocolo utilizado en el caso de las inmunoglobulinas de la 

yema de huevo. 

Condiciones en que se realizó el. ensayo: 

Todos los estándares Clt). cuentas totales CCTD, uniones no 

especificas CUNE)y uniones máximas C80), se corrieron por 

duplicado siguiendo el protocolo del cuadro 7 para el suero 

de conejo y cuadro 8 para la yema de huevo. 

Cuentls totalel CCT) se affadieron 1.8 ml de amortiguador de 

fosfatos 0.01 M con 1 Y. de gelatina CPBSG). se dejó incubar 

durante 18 horas a 4o C. al cabo de este tiempo se aMadió 100 

pl de progesterona marcada con 1-125 como trazador diluida en 

PBS, se dejó incubar 18 horas y se realizó el conteo. 

Unión No espeeffic, (UNE). Se affadieron 0.6 ml de PBSG se 

dejó incubar durante 18 horas a 4°  C. posteriormente se 

aMadió 100 pl de trazador dejándose incubar nuevamente 18 

horas. Al cabo de este tiempo se le a?adió 1 ml de carbón en 

suspensión C0.625 9,100 mi), se agitó y se dejó reposar 5 

minutos. se  centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. 

se decantó y se contó el sobrenadante. 
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Unidn Htxi nra CB0). recibió 0.5 ml de PBSG. tambien recibió 

100 ¡al de anticuerpo diluido 1:15000 para el anticuerpo 

CRSX87 y 1 : 2500 para Ig Y en PBSG. y se dejó incubar a 4°C 

durante 18 horas. al cabo de este tiempo se agregaron 100 p1 

de trazador. se  dejó nuevamente incubar 18 horas a. la misma 

temperatura que la anterior. Posteriormente se alladió la 

suspensión de carbón. dejando reposar 5 minutos y se 

centrifugó como el UNE. el sobrenadante se recogió y se midió 

la radiación en el contador de centelleo gama. 

EstIndares . recibieron 0.4 ml de PBSG. 0.1 ml de solución de 

*standar diluido en PBSG y 0.1 ml de anticuerpo diluido. el 

procedimiento que se siguió fue el mismo que el del BO. Los 

estándares utilizados son los mencionados en los cuadros 7 y 

8. 

CUADRO 7 

PROTOCOLO DEL RADIOINNUNOANALISIS QUE UTILIZÓ EL ANTICUERPO 

DE CONEJO CR5X87. 

Identificación PBSG Estándar 	Anticuerpo Trazador carbón 
o muestra 	1:15000 

Cuentas totales 1.Bml 3500 cpm 

Unión 
no especifica 

0.0 ml 3500 cpm 1 mi 

Unión máxima 0. 5 m1 O. 1 ml 3500 r  pm 1 ml 

0.12 ng/mi 0. 4 mi 0.1 ml 0.1 ml 3500 cpm 1 ml 

0.25 ng/ml 0. 4 ml 0.1 ml 0.1 ml 3500 cpm 1 ml 

0.50 ng/m1 0. 4 ml O. 1 rrd. O. 1 ml 3500 cpm 1 ml 

1.0 	ng/ml 0. 4 ml 0.1 ml O.1 ml 3500 cpnt 1 ml 

2.0 	ng/ml 0.4 ml 0.1 mi. 0.1 ml 3500 cpm 1 ml 

4.0 	ng/ml 0. 4 ml 0. 1 mi. O. 1 ml 3900 cpm 1 ml 

8.0 	ng/mi 0. 4 ml 0.1 ml 0.1 ml 3500 c pm 1 ml 

muestras O. 4 ml 0. 1 m1 0. 1 ml 3500 e: pm 1 mi. 
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CUADRO 

PROTOCOLO DEL RADI OI NMUNOANALI ST S QUE UTILIZÓ EL ANTICUERPO 

DE LA YEMA DE HUEVO CIg Y). 

Identificación 	PBSG Estándar 
o muestra 

Anticuerpo Trazador 
1:2500 

carbón 

Cuentas totales 	1.15 mi 4500 cpm 

Unión 	 0.6 ml 
no especifica 

4500 cpm 1 ml 

Unión máxima 	0.5 ml 0.1 ml 4500 cpm 1 	ml 

0.06 ng/m1 	0.4 mi 0.1 ml 0.1 	mi 4500 cpm 1 	mi 

0.12 ng/mi 	0.4 ml 0.1 ml 0.1 	ml 4500 cpm 1 ml 

0.25 ng/mi 	0.4 ml 0.1 mi 0.1 	ml 4500 cpm 1 mi 

0.50 ng/m1 	0.4 ml 0.1 mi 0.1 	mi 4500 cpm 1 mi 

1.0 	ng/m1 	0.4 ml 0.1 ml 0.1 ml 4500 cpm 1 ml 

2.0 	ng/ml 	0.4 ml 0.1 ml 0.1 	ml 4500 cpm 1 mi 

4.0 	ng/ml 	0.4 ml 0.1 ml 0.1 	ml 4500 cpm 1 	ml 

8.0 ng/m1 	 0.4 ml 0.1 mi 0.1 mi 4500 cpm 1 	ml 

muestras 	 0.4 ml 0.1 ml 0.1 	ml 4500 cpm 1 	ml 

3. 2. 6. 	Preparación  de la Fase, sólida para 

Enzimoinpunq>nálisis. 

Si utilizó el procedimiento de Munro y Stabenfeldt C1984) 

utilizando placas de microtitulación. Para cubrir las placas 

con anticuerpos. éstos se descongelaron hasta que alcanzaran 

la temperatura ambiental. se diluyeron en amortiguador de 

carbonatos 0.05 M pH 9.6 y se doiar*Dn rep9sar por espacio de 

15 minutos a temperatura ambiente. se  colocaron 50 pl de 

anticuerpo diluido en cada pozo. se  golpeó .suavemente la 

placa para que se distribuyera la solución uniformemente en 

toda la superficie del fondo de los pozos. La placa se cubrió 
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con paratilm y se guardó a 40  C. durante 18 horas. Al cabo de 

este tiempo se decantó el excedente del anticuerpo y se 

enjuagó tres veces en solución de lavado que contenía Na Cl 

1.5 H y detergente Tween 20 al 5%. se dejó escurrir 

brevemente sobre papel absorbente • inmediatamente se aftadió 

P8SG 0.1 N pH 7.3 con 0.1 % de gelatina. 

3.2.7 Diseng  del gLA ut„tlizano  1.21 Inticuerpos dp, dada 

fuente  

Sé utilizó como trazador progesterona conjugada con 

peroxidasa de rabano CHRP) a través de un puente 

3-carboximmtiloxima C3-0400. 

Se probaron varias combinaciones de dilución del conjugado 

progesterona-3-010-HRP con diferentes dilución del 

anticuerpo para disonar el Enzimoinmunoensayo con anticuerpos 

de conejo y con anticuerpos de yema de huevo; al cuadro g 

muestra e1 procedimiento. 

CUADRO 

TrTULACICW DE ANTICUERPOS DE CONEJO Y DE YEMA DE HUEVO 

EN COMBINACION CON DIFERENTES DILUCIONES DE CONJUGADO 

CONJUGADO PROGESTERONA 

Dilución del Conjugado 

-3-CC,40):HRP. 

Dilución del anticuerpo 

1:5000 

1:10000 

1:20000 

1:40000 

1:500 

A 

D 

G 

1:1000 

13 

E 

H 

1:2000 

C 

1 

CONJUGADO 1 P11100ESTILIIONIA i-CARROXIWICTILOXIMIA:PEIROXIDAM 
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Para precisar el diseno del EIA se procedió a titular 

nuevamente la dilución de conjugado frente al anticuerpo. a 

través del desplazamiento del trazador por un estandar CE) 

que contenta 0.4 ng/ml. de progesterona. diluido en la 

solución de conjugado a probar. Los tratamientos empleados 

para medir el desplazamiento se observan en los cuadros 10 y 

11, la dilución 1:4000 del anticuerpo y 1:50W el conjugado 

en el cuadro 10 no se probó. porque se tenla la intención de 

aprovechar al máximo el conjugado. El protocolo para probar 

este desplazamiento se muestra en el cuadro 12. en el caso 

del cuadro 11 se probó una mayor dilución del anticuerpo con 

el propósito de maximizar la utilización del mismo. 

CUADRO 10 

TRATAMIENTOS EMPLEADOS PARA PROBAR EL DESPLAZAMIENTO DEL 

CONJUGADO POR UN ESTANDAP UTILIZANDO EL ANTICUERPO DE CONEJO  

1:1000 	 1:2000 

1:5000 	 A 

1:10000 

1:20000 
	

E 

. CUADRO 11 

TRATAMIENTOS EMPLEADOS PARA PROBAR. EL DESPLAZAMIENTO DEL 

CONJUGADO POR UN ESTÁNDAR UTILIZANDO EL EXTPACTO DE LA 

YEMA DE HUEVO CIg YD.  

Dilución del conjugado 
	

Dilución del anticuerpo Ig Y 

1:2000 
	

1:4000 

1: 10000 

1:20000 
	

H 

1-01111.•••••••••11•M.•••• 
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CUADRO 12 

PROTOCOLO EMPLEADO PARA MEDIR EL DESPLAZAMIENTO DEL CONJUGADO 

POR UN ESTÁNDAR. 

identif anticuerpo PBSG conjugado sustrato Sol detenedora  

UNE 	 50 pl 	50 p1 100 pl 	100 p1 

EO 	fase sólida 50 pl 	50 pl 	100 pi 	100 pl 

Est 	fase sólida 50 1 	50 pl"  100 pi 	100 el  
KIT I: ESTANDO" CON 0.4 NO/mL. DE pitooramioNA 

N CONTIENE AL KSTANDAM COMAKMPONWENTK. 
ipshorir ■ IDENTSFICACKOW 
SOL. DETINKOOMA a WOLUCION DETKNEDOKA DI LA ENZIMA 

DeSarrollo del protocolo: 

Sé agregaron 50 pl de PBSG inmediatamente despues de lavar 

el excedente de anticuerpo adsorbido al fondo del pozo, la 

dilución de anticuerpo empleada para preparar la fase sólida, 

es de 1:2000. 

Los pozos EO recibieron únicamente 50 pl de conjugado 

diluido 1:20000, los pozos para estandares ,recibieron el 

estandar de progesterona - anadido en el conjugado previamente 

diluido. 

Se dejaron incubar dos horas a temperatura ambiente. 

Al cabo del tiempo se lavaron tres veces con solución de 

lavado diluida 1:10 con agua destilada poco antes de 

agregarse a los pozos los siguientes reactivos. 

Inmediatamente se anadieron 100 pl de solución de sustrato, 

la cual contiene peróxido de Hidrógeno al 2% y 

2.2'-azinobisCácido 3-eti1benz-thiazolinesulfonico) C ABTSD al 

40 mM y ácido cítrico 0.05 M a pH 4.0. Sé dejó incubar una 

hora a temperatura ambiento. 
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Se aftadieron 100 pl de una solución que detiene la 

actividad enzimatica, ésta contiene ácido fluorhidrico al 

0.15 N. La absorbancia se leyó a 410 nm. 

Se graficó y calculó el porcentaje de unión del *standar en 

función de cada EO correspondiente. 

El anticuerpo Ig Y no fué capaz de unir suficiente trazador 

en el enzimoinmunoensayo, por lo que dicho anticuerpo no se 

continuó trabajando. 

El diserto final el EIA se realizó con el anticuerpo CRSXS7, 

bajo el protocolo descrito en el cuadro 13. 

CUADRO 13 

PROTOCOLO DEL ENZIMOINMUNOANALISIS PARA MEDIR PROGESTERONA 

PLASMAT1CA. 
....~1.1~~1~••••••1 1. 

ident. 	anticuerpo PBSG conjugado sustrato solucliSn 

C1:2000) 	 C1:20000) 	 detenedora 

UNE 	 50 pl 50 pl 

EO 	fase sólida 50 pl 50 pl 

0.06 ng/m1 fase sólida 50 pl 50 pi*  

0.1a ng/ml fase sólida 50 pl 50 ml 

0.25 ng/m1 fase sólida 90 pl 50 pl
* 

0.50 ng/ml tase sólida SO pl 50 pi"  

1.0 ng/ml fase sólida 50 pl SO pl 

2.0 ng/m1 fase sólida 50 pl 30 pll  

4.0 ng/m1 fase sólida 50 pl 50 pl 

muestra 
	fase sólida SO pl SO pll  

100 pl 

100 pl 

100 pl 

100 141 

100 pl 

100 pl 

100 pl 

100 pl 

100 pl 

100 m1  

100 ml 

100 pl 

100 pl 

100 pl 

100 pl 

100 pl. 

100 pl 

100 pl 

100 pl 

100 pl 
rwerdral~mIn•Maldwd. 

UNE ❑ UNION NO ESPECIFICA 
E0 = UNION ~CUMA 
• CONTIENE EL ESTANDAR O MUESTRA CORREsPONDIENYK. 
IDENT.a terwrirrcacroN 
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3.3 VALIDACIÓN DE LOS INNUNOENSAYOS. 

Se escogieron las condiciones del RIA o EIA que presentaron 

mayor Sensibilidad; requiriéndose como mínima alrededor de 

200 picogramos en un mililitro C0.2 ng/m1). Para evaluarlos 

se utilizaron por lo menos tres curvas estandar, se determinó 

la curva media y su envoltura de error Cuna desviación 

estándar). 

3.3.1 Sensibilidad,. 

Se consideró la sensibilidad como la mínima dosis de 

progesterona que causó un desplazamiento detectable del 

trazador con respecto a .1a unión alcanzada en ausencia del 

*standard con el Q5 51 de confiabilidad. 

3.3.2  CaoisiLksidad4. 

Para realizar el cálculo de la reacción cruzada del 

anti suero y de las inmunoglobulinas de la yema de huevo se 

hicieron diferentes curvas de desplazamiento; en cada caso se 

sustituyó a la progesterona no marcada por el esteroide a 

evaluar; se escogieron algunos de aquellos que contienen 

determinantes antigénicos semejantes a la progesterona. Estos 

son 17 oi-hidroxiprogesterona, 20 . a-hidroxiprogesterona, 

cortisol. 11-desoxlcortisol y 11-desoxicorticosterona. 

Los porcentajes de reacción cruzada de cada compuesto se 

calcularon de acuerdo a la siguiente fórmula CDobson, 1063)1 



4; 

masa de progesterona que desplaza al 5054 doi trazador(le0) 
RCz 	  

masa de esteroide a evaluar que desplaza al 50 de trazador 

Tambien se realizó la Prueba de Paralelismo CIAEA. 1994) 

para confirmar la especificidad del anticuerpo en condiciones 

del RIA o EIA. A partir de una muestra sérica con cantidad 

conocida de progesterona se hicieron diluciones seriadas a 

las que también se les estimaron las cantidades de 

progesterona, las concentraciones se 9raricáron en la curva 

estandar. 

3.3.3 Relacidn de estimaciones de progpsterona realizados con 

el RIA o EIA disonado y un estuche comercial.  

Para evaluar este criterio se procedió a medir la cantidad 

de progesterona plasmática en por lo menos 13 muestras, de 

vaca Holstein. utilizando un estuche comercial de fase sólida 

CCoat-A-Count) que ha sido previamente validado en esta 

especie CSWikandakumar p al. 1996; Pulido, 19993. Se 

relacionaron las dosificaciones de progesterona entre ambos 

lnmunoensayos por medio de Regresión Lineal Simple (IAEA. 

1984). 

3.3.4 Precisidn.  

Se calcularon los coeficientes de variabilidad intraer.sayo 

e interensayo CIAEA. 1994]. El primer coeficiente fue 

calculado de las estimaciones de progesterona, en una muestra 

sérica para validar RIA y dos para EIA, de vacas; gestante y 
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en diestro, colocadas al azar por cuadruplicado en un mismo 

ensayo. Para el segundo coeficiente se estimaron las 

concentraciones de progesterona de las mismas muestras 

analizadas por duplicado en cuatro ensayos consecutivos. 

Los ensayos diseMados en esta tesis requieren la 

extracción de esteroides con éter de petróleo con bajo punto 

de ebullición; se describe a continuación el proceso de 

extracción detalladamente. 

3.4 EXTRACCIÓN DE ESTEROIDES A PARTIR DE MUESTRAS DE PLASMA. 

Se colocaron 0.5 ml de plasma en un tubo de ensayo de 16 x 

150 mm.. se aMadieron 1000 cuentas por minuto de Progesterona 

1,2.8.7-H3 CAmersham, Inc.) a cada tubo, se mezcló en vórtex 

y so dejó reposar durante 45 minutos a temperatura ambiente. 

Se afladieron 5 ml de éter de petróleo a las muestras, se 

mezcló en vórtex por un minuto y se permitió 'que se formara 

la Interfase, para esto se dejó reposar por 15 minutos a 

temperatura ambiente. 

Se congeló la fase acuosa en hielo seco y se decantó la 

fase orghnica a otro tubo de 16 x 150 mm; este procedimiento 

se realizó dos veces, la fase organica se dejó evaporar en 

campana hasta sequedad a temperatura ambiente. 

Al extracto seco se le aMadieron 0.5 ml. de F'BSG 0.1 M al 1% 

de gelatina pH 7.4, Luego se colocó a Bar% Maria por 20 

minutos a 46°C, se agitó en vórtex por un minuto y se dejó 

reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos. nuevamente 

se agitó un minuto en vórtex para ser inmediatamente 
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analizados por RIA o EIA y tambien con el propósito de 

calcular el porcentaje de recuperación de la siguiente 

manera: se tomaron dos volumenes de 50 pl, uno en cada vial. 

se atIadieron 4 ml de liquido de centelleo. se mezclo, se dejó 

reposar por lo menos dos horas en cuarto oscuro y se midió la 

radiación. El porcentaje de recuperación C%Rec). se obtuvo 

aplicando la siguiente fórmula : 

cpm en alícuota contada x factor de dilución x 100 

cpm CT 

Factor de dilución es la cantidad que ajusta las cuentas 

por minuto a partir de la alícuota de 50 pl a todo el volumen 

en que está resuspendido el extracto. 



4. RESULTADOS. 

4.1. RESULTADO DE LA INMUNIZACIÓN DE CABRAS. 

Al cabo de cuatro meses de inmunización contra progesterona 

en los cabritos no se observó algún aumento del titulo de 

anticuerpos en ningún animal, a pesar de que utilizaron 

diluciones bajas - alrededor de 1:500-, por lo tanto se 

desecharon los dos cabritos. Ver figura 4. 

4.2. RESULTADO DE LA INMUNIZACIÓN DE CONEJOS. 

Los porcentajes de unión obtenidos al titular el suero de 

los conejos Nueva Zelanda en dilución de 1:500 en diferentes 

momentos del calendario de inmunización se muestran en la 

figura 5. 

Solamente el conejo CR produjo titulos utilizables de 

anticuerpos, por lo que tué el único con el que se realizó el 

resto del proceso. Del antisuero del conejo CR, ahora 

denominado CR5X87, se colectaron 40 ml de suero, éste se 

almacenó a -25oC hasta el momento de utilízarse. 

4.3 CARACTERIZACIÓN DEL ANTICUERPO DEL CONEJO CR. 

4.3.1 Análisis electrotordtico 	EAGE. 

El análisis electroforético en gel de poliacrilamida del 

anticuerpo purificado CR3X87 extraído con sulfato de amonio y 

dializado contra amortiguador de boratos, muestra una sola 

banda de proteínas correspondiente a la región de las gama 

globulinas, ver figura 6. 
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— cabrito no.161 —4—  cabrito no, 104 

FIGURA 4. Resultado de la inmunización contra progesterona 

conjugada con albúmina sérica bovina realizado en cabritos. 
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— conejo CR —4--  oonsio Ce 

FIGURA J. Resultado de la inmunización contra progesterona 

conjugada con albúmina sérica bovina realizado en conejos. 



53 

gama 

globulina 

gama 

globulina 

FIGURA 6. Fotografía de la electroforesis en gel de 

poliacrilamida del anticuerpo dializado CR5X97. la imagen A 

corresponde a la corrida electroforética de un suero normal 

de conejo y B a la del anticuerpo CR5XB7. 
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4.3.2 Medición de proteinas del dializado.  

La medición de proteínas en solución a través de la 

absorción a 280 nm de las gama globulinas de los anticuerpos 

del conejo previamente dializado fue de 2.05 mg/mi. 

4.3.3 Fesultalo de la titulacidn  del anticuerpo frente a 

diferentes cantidades de progesterona radiactiva.  

En el cuadro 14 se muestra el desplazamiento del trazador 

por el estándar de progesterona con diferentes combinaciones 

de dilución del anticuerpo CR5X87 y masa radiactiva. 

CUADRO 14 

RESULTADO DEL DESPLAZAMIENTO DE LA UNION DEL TRAZADOR POR UN 

ESTANDARD EMPLEANDO DOS NIVELES DE MASA RADIACTIVA CUANDO SE 

UTILIZAN DIFERENTES DILUCIONES DEL ANTICUERPO CR5X87 

Dilución del masa 
anticuerpo radiactiva 

cpm E0 	cpm E 	%E/E0 Dif 

 

1:1000 
6500 	 4472 	 4270 	95 	5 

1:2000 	
3500 	 2380 	 2161 	GO 	10 
6500 	 4082 	 3151 	77 	23 

1:4000 	350 	atoo 	1575 	75 	25 
6500 	 3770 	 2525 	67 	33 

1:8000 	
3500 	 1018 	 1208 	63 	37 
6500 	 3185 	 1560 	68 	32 

1:15000 	3500 	 1218 	 548 	45 	55 

3500 	 2658 	 2700 

crm 50 SON LAS CUENTAS POR MINUTO DE LA UNION MÁXIMA 
CONTENIDAS EN LA FRACCION UNIDA. 
CPM E SON LAS CUENTAS POR MINUTO CONTENIDAS EN LA 
FRACCION UNIDA CUANDO EL Tiwz*Do. ESTA EN PRESENCIA DE UN 
EISTANDAR OUE CONTIENE 2.0 NO/ML DE PROGESTERONA. 
MEIED ES EL PORCIENTO DE UNION DEL TRAZADOR EN PRESENCIA 
DEL ESTANDAR. 
DI, ES LA DIFERENCIA DE UNION ENTRE EL E0 Y XL &STANDAR. 
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4.3.4 Di ceño del RIA gue utiliza el anticuerpo CR5X87.  

Se decidió utilizar la dilucion de anticuerpo CR5X87 

1:15000 y trazador de 3500 cuentas por minuto Ccpm., para 

probar la curva estándar. Los resultados indican un adecuado 

desplazamiento y el modelo de regresión es significativo. La 

curva se muestra en la figura 7. Los parámetros de la curva 

en transformación logit-log son: Y ni 1.18 -2.10 X. 

El coeficiente de correlación es de -0.96 

El coeficiente de determinación es de 0.92 

Y es el logit. X es el logaritmo de la dosis. 

4.3.5 Cálculo de la Constante de Afinidad del anticuerpo 

CR5X87.  

A partir de la gráfica de Scatchard se calculó la Constante 

de Afinidad del anticuerpo CR5X87 en Radloinmunoanálisis 

frente a Progesterona yodadas siguiendo el mismo 

procedimiento descrito en la sección de la curva estándar .  

Considerando que son anticuerpos policlonales. la gráfica 

no es lineal. ver figura S, por lo tanto existen varias 

poblaciones de anticuerpos. Se . procedió a calcular la 

Constante promedio. calculado a troves del cociente de la 

constante mostrada por los anticuerpos de menor afinidad con 

los de mayor afinidad, se muestra abajo el valor de la 

Constante de Afinidad. 

Y 	1.17 
K 	 = 

1.1 
109  1/mol = 1.08 x 1091 /mol 
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FIGURA 7. Curva *standar del RIA que utiliza el anticuerpo 

CR5167. 

56 



57 

2,2 

r 
e 

a LO 

o 

u 

1,3 
O 

1.17 

f 	1 
b 
r 
e 

0,7 
0 1.1 	6 	10 	16 	20 

nMol/I progesterona 

• 

FIGURA 8. Gráfi ca de Scatchar d que emplea el anticuerpo 

CR X87. 

26 
	

30 



58 

4.4 VALIDACION DEL RI A QUE UTILIZA EL ANTICUERPO CRSX87. 

4.4.1 Cálculo de La Sensibilidad del RIA., 

Se determinó la Sensibilidad del RIA elaborado con el 

anticuerpo CRSX87 diluido 1:15000 en PBSG 0.01 M. pH 7.1 al 1 

% de Gelatina. a partir de tres curvas estandar realizados 

por duplicado. a partir de las cuales se calculó el porciento 

de unión promedio y su desviación estándar para cada 

concentración de la hormona fria . La envoltura de error 

resulta de affsdir y sustraer una desviación estándar al 

promedio de unión, los resultados se muestran en la figura 9. 

A partir del valor promedio de la unión máxima [BO) se 

sustrajeron dos desviaciones estandar y se calculó la dosis 

sobre la curva, dió concentración de 0.32 ng/ml, la cual 

representa la sensibilidad de la curva estándar. 

4.4.2 Medicidn  le la Especificidad.  

Los resultados de la reacción cruzada del anticuerpo CRSX87 

se observan •n la figura 10 y cuadro 15. 

En 	la figura 10 	se muestra el desplazamiento de la 

progesterona marcada producido por diferentes concentraciones 

de otros esteroides. 	Como se puede observar. se requieren 

concentraciones mucho mayores de otros esteroides para lograr 

desplazamientos sinulares a los producidos con la 

progesterona. El porcentaje de reacción cruzada calculado 

para cada esteroide con respecto a la progesterona !ce 

presenta en el cuadro 15 ; como tambien se puedo observar. la  

reacción cruzada en ningún caso fuó mayor al 2%. 
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CUADRO 15 

REACCI ON CRUZADA DEL ANTICUERPO CRSX 87. 

Compuesto 	 % Reacción Cruzada 

17 ci-hidroxiprogesterona 	 1.75 

20 ol-hidroxiprogesterona 	 0.14 

Cortisol 	 0.02 

11 Desoxicorti sol 	 0.03 

11 desoxlcorticosterona 	 1.67 

Progesterona 	 100.00 

4.4.3 PrecisIdn del RIA.  

Los resultados del cálculo de Precisión del anticuerpo 

CR5X87 utilizado en el RIA se muestran en los cuadros 16 y 

17. 

El coeficiente de variación intraensayo fué de 14.7 	y el 

coeficiente de variación interensayo fué de 22.7 % 

CUADRO 18. 

VARI ACI ON INTRAENSAY0 OBTENIDA EN EL RADIOINMUNOANALISIS CON 

EL ANTICUERPO cRsxe7. 
Valor determinado en diferentes ensayos 

suero control 	ng/m1 de progesterona  media d.e. CV 

CCA 	 3.33 

4.20 

4.27 

	

4.8 	 4.14 0.61 14.7% 
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CUADRO 17 

VARIACION INTERENSAY0 OBTENIDO EN EL RADI OI NMUNOANALI SI S 

CON EL ANTICUERPO CR5)187. 

Valor obtenido en diferentes ensayos 

Suero control Ensayo n9./m1 de progesterona media d.e. CV 

CCA 	 1 	 3.43 

2 	 8.03 

3 	 4.81 

4 	 4.45 	 4.03 1.05 22.7 

4.4.4 Relacidn entre los valore,,,  a de proqesterorga estimados  

con un estuche comercial y q_k_ RIA diseMado 	el presente  

traba lo. 

Se estimaron los valores de progesterona en 20 muestras de 

plasma sanguíneo de vacas. utilizando el RIA con el 

anticuerpo CR5X87 y un RIA comercial. 

Se procedió a realizar la Regresión Lineal simple entre los 

valores de progesterona medidos con los dos métodos. Los 

resultados se muestran en la Figura 11. El modelo de 

regresión obtenido es significativo CP < 0.05). los 

estimadores son: 

Y = 0.25 + 1.72 X 

El coeficiente de correlación es 0.96 

El coeficiente de determinación es 0.93 

Y es la cantidad de progesterona estimada con RIA 

X es la cantidad estimada con el estuche comercial. 

4.4.5 Rendimiento del linticuerpo CR5)(07 para TI RIA  diseríltdo.  

El volumen total del anticuerpo colectado del conejo CR fuá 
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de 40 :nl, por l o que si la dilución de trabajo del anticuerpo 

en el RIA es de 1:15000. el volkiMen total del anticuerpo 

diluido 1:15000 será de 599 960 ml.. que es aproximadamente 

600 litros. En el RIA so utilizan 0.1 ml por tubo, de la 

dilución de anticuerpos, entonces los 600 litros obtenidos 

alcanzarán para 6 000 000 de tubos. 

4.5 RESULTADO DEL El A QUE UTILIZA EL ANTICUERPO CR5X87. 

4.5.1 Resultado de la ti tul aci dn 401.  anti cuerpo frente a 

di rer entes diluciones del conluqado progesterona par oxi das a .  

L05 anticuerpos del conejo CR5X87 . fueron adsorbidos al 

fondo de los pozos de las placas de mi croti tul ación Y 

probados como E0. los resultados se muestran en el cuadro 18. 

CUADRO 18. 

TI TULACION DEL ANTI 

DILUCIONES DE CONJUGADO. 

 

PO CR5X87 FRENTE A DIFERENTES Or 

 

dilución del 
	

dilución del 
	

densidad óptica 

anticuerpo 	 conjugado 

1 /500 
	

1/5000 
	

1..03 

1/10000 
	

0.86 

1/20000 
	

0. 51 

1/40000 
	

0. 39 

1 /1000 
	

1/5000 
	

1.07 

1/10000 
	

0.87 

1/20000 
	

0.50 

1/40000 
	

0.3$ 

1/2000 
	

1/5000 
	

1 .1 3 

1/10000 
	

0.05 

1/20000 
	

0. 54 

1/40000 
	

0. 46 
111~~~111.1~ 	 

CONJUOADO ES PROGIUSTIMONA :11-0 CAIAIDOXIMETILPFOLOXIDAX A. 



65 

Se procedió posteriormente a ensayar simultáneamente las 

diluciones del anticuerpo y el conjugado para detectar la 

combinación que produzca el mayor desplazamiento de la unión 

máxima por un estandar de 0.4 ng/mi de progesterona, los 

resultados se muestran en la cuadro 10. 

CUADRO 19 

DESPLAZAMIENTO DEL EO POR UN ESTANDAR UTILIZANDO EL 

ANTICUERPO CR5X87. 

dilución del 

anticuerpo 

dilución del 

conjugado 

D.O. 

del EO 

D.O. 

del estandar 

Dif 

1/1000 1/5000 1.09 1.06 96 4 

1/10000 0.03 0.8 86 14 

1/20000 0.75 0.55 73 27 

1/2000 1,10000 0.8 0.64 80 20 

1/20000 0.52 0.39 67 33 

D.O. DEL CO ES LA DENSIDAD OPTICA DE LA UNION MAXIMA 
D.O. DEL ESTANDAR ES LA DENSIDAD OPTICA DEL TRAZADOR FRENTE 
A UN [STANDAR. 
1111 E/&0 ES EL PORCIENTO DE UNION DEL TRAZADOR CON RESPECTO 
FRENTE A UN ESTANDAR. 
DIE ES LA DIVERENCIA DEL PORCIENTO DE UNION CON RESPECTO A 
A LA UNION MAXIMA CEO). 

4.5.2 DiseMo del pIA gue utiliza el anticuerpo CR5X87.  

Se eligió la combinación de dilucion del anticuerpo con la 

del conjugado donde existía el mayor desplazamiento del EO 

por el E Cestandar); por esta razón se utilizó la combinación 

de anticuerpo CR3X87 do 1:2000 y conjugado 1:20000 que son 

las adecuadas para realizar la curva estandar del EIA para 

progesterona. Los resultados se muestran en la figura 12. 
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Los parámetros de la curva estándar usando transformación 

logit-log son: 	 Y = 0.18 - 2.10 X 

El coeficiente de correlación es -0.05 

El coeficiente de determinación CR2) es 0.0 

Y es el logit del porciento de unión 

X es el logaritmo de la dosis. 

4.5.3 Validación 031  EIA. 

4.5.3.1 Prueba de Paralelismo. 

La prueba de Paralelismo fue realizada en el 

Enzimoinmuncanálisis de Case sólida. Bajo el procedimiento 

descrito en la sección de curva de EIA, a partir de la 

cuantificación de diluciones dobles de un suero sanguíneo de 

vaca gestante. los resultados se muestran en la figura 13. 

4.5.3.2 Determinación de la Sensibilidad. 

Se determinó la Sensibilidad del CIA diseñado con el 

anticuerpo CR5X87 diluido 1:2000 y conjugado 1:20000, a 

partir de tres curvas estandar realizados por duplicado. Las 

uniones máximas y mínimas resultan de aumentar y sustraer una 

desviación estandar a los valores medios de unión, los 

resultados se observan en la figura 14. 

A partir del promedio de la unión máxima C80) se 

sustrajeron dos desviaciones estándar y se calculó la dosis 

sobre la curva, dando una concentración de 0.28 ng/m1. ésta 

representa la sensibilidad del ensayo. 
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4.5.3.3 Cálculo de la Precisión. 

La Precisión del EIA se calculó a partir de dos muestras 

sanguineas. Se estimaron las concentraciones cuatro veces en 

un solo ensayo para determinar la variación intraensayo y se 

analizaron las estimaciones de cuatro ensayos para determinar 

la variación interensayos. Los valores se muestran a 

continuación en los cuadros 20 y 21. El coeficiente de 

variación intraensayo varió entre el 22.95 y el 27.73 %. y el 

coeficiente de variación interensayo varió entre el 18.7 y el 

35.12 % a diferentes concentraciones de progesterona. 

CUADRO 20 

VARIACION I NTRAENSAYO DEL EIA QUE UTILIZA EL 
ANTICUERPO CR5X87. 

muestra concentración 

Cng/m1) 

media d, e. C.V. 

2/14g 2.87 

2.8 

2.7 

1.6 2.44 0.58 22.95'4 

5/148 0.80 

0.9 

0.81 

0.48 0.88 0.18 27.73% 
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CUADRO 21 

VARIACION INTERENSAYO DEL EIA QUE UTILIZA EL 
ANTICUERPO CR5X87. 

Nuestra ensayo concentración media 	d. e. 	C.V 

Cng/m1) 

2/1 9 	1 	 2. 35 

2.25 

3 
	

2.7 

4 
	

3.35 
	

2.645 
	

0.5 	18.57% 

5/1 48 
	

1 . 0 

2 
	

O.46 

3 
	

O. 54 

4 
	

O.89 
	

0.72 
	

0.26 
	

35. 9% 

4.5.3.4 Relación de valores de progesterona estimados con 

el CA diseMado y un estuche comercial. 

Se relacionó mediante el modelo de regresion lineal la 

concentración de progesterona en veinte muestras de suero 

sanguíneo. medida por un estuche comercial validado con La 

del presente informe. El coeficiente de correlación fuá de 

0.95 CP < 0.05). La curva se muestra en la figura 15. Los 

estimadores del modelo de regresión son : 

Y = 0.14 + 0.97 	X. 

El coeficiente de correlación es 0.91 

El coeficiente de determinación CR
a) es 0.95 

Y es la concentración do progesterona estimada con EIA 

X es la concentración estimada con un estuche comercial. 
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4.5.4 Rendimiento del anticuerpo  pRsx1137  utilkzado para el 

EIA. 

Volumen total del anticuerpo 40 ml. 

Dilución de trabajo del anticuerpo en el EIA es de 1:2000 

Volumen total del anticuerpo diluido 1:15000 es de 79 900 ml. 

que es aproximadamente 80 litros. 

4. C RESULTADO DE LA INMUNI2ACIóN DE GALLINAS. 

4.6.1 Titulacidn del suero de gallinas.  

La aparición de anticuerpos en suero sanguíneo de las 

gallinas fue relativamente rApido, la respuesta inmune se 

observa en la figura 16. 

Se utilizaron los huevos de las gallinas 3. 4 y 5 para 

extraer los anticuerpos y caracterizarlos. Se mezcló el 

extracto de los huevos de estas tres gallinas. Este extracto 

se llama ahora Ig Y. 

4.7 CARACTERIZACIóN DEL ANTICUERPO DE LA YEMA DE HUEVO. 

4.7.1 Analisis electroforet4co  en PAGE. 

El análisis electroforético en PAGE de la corrida con 

extracto Ig Y indicó la presencia de los mismas contaminantes 

encontrados en la yema completa, pero en menor proporción. 

observar figura 17. 

4.7.2 Medicion de proteinas 52.  extracto. 

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

medición de proteínas del mismo extracto en solución a través 
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de la absorción a 280 nm rué de 7.06 mg/ml. 

4.8 ESTABLECIMIENTO DEL RIA. 

4.8.1 Resultado de la titulacidn del anticuerpo frente a 

diferentes cant4dades de progesterona radiactiva. 

Los resultados de la inmunorreactividad del anticuerpo Ig Y 

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

22. 

CUADRO 22 

RESULTADO DEL DESPLAZAMIENTO DEL EO POR UN ESTÁNDAR EMPLEANDO 

DOS NIVELES DE MASA RADIACTIVA Y DIFERENTES DILUCICNES DE I gY  

Dilución del 	masa 	cpm EO 	epm E 	%E/E0 	Di f 
anticuerpo 	radiactiva 

1;400 

1:700 

1;1000 

1:2000 

1:4000 

2500 	132S 	1166 	88 	.12 
4500 	1980 	1881 	9r: 	5 

2500 	1150 	1190 	104 
4500 	2025 	1701 	84 	16  
2500 	1000 	BOO 	80 	20 
4500 	2070 	11556 	80 	20 

2500 	900 	774 	Be 	14 
4500 	1575 	1244 	79 	21 

2500 	750 	755 
4500 	1305 	1265 	97 

CPNI EO SON LAS CUENTAS POR MINUTO DE LA UNION MAXIMA 

CPM E SON LAS CUENTAS POR MINUTO EN PRESENCIA DEL ESTANDAR 

11E,E0 ES EL PORCIENTO DE UNIOH DE ESTANDAR CON ItLSPECTO A LA 

UNION MÁXIMA .  
DIF ES LA DIFERENCIA DEL PORCZENTO DE 	UNION 	DEL 	ESTANDAR 

CON RESPECTO A LA UNION MAXIMA. 

De acuerdo con los resultados. se  observa que conforme 

aumenta la dilución disminuye el porcentaje de unión máxima 

poro también existe mayor desplazamiento entrli la unión 
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máxima y el estándar en la combinación correspondiente a la 

dilución del anticuerpo 1/2000 y masa de trazador de 4500 

cpm. 

4.8.2 Desplazamiento de la curva estándar.  

Después de afinar la dilución del anticuerpo alrededor de 

1:2000, se decidió utilizar la combinación de dilución del 

anticuerpo 1:2500 y masa de trazador de aproximadamente 4500 

cuentas por minuto Copm). 

El desplazamiento de la curva estandar muestra 

comportamiento lineal por transformación logit-log, tal como 

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

Y ri 0.52 - 0.94 X 

El coeficiente de correlación es -0.95 

El coeficiente de determinación CR
a
) es 0.9 

Y es el logit del porciento de unión. X es el logaritmo de la 

dosis. 

4.8.3 Ulculo 	la Constante de Aflnidad del leticuer22 

Para la determinación de la constante de afinidad se 

elaboró la gráfica de Scatchard en la cual so calculó la 

afinidad promedio entre las diferentes poblaciones do 

anticuerpos contra progesterona, los resultados se muestran 

en la fig 19. 

= 0.55 x log 	* 5.5 x 10
e 

i/m01 
Y 
	

1.24 

2.25 
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FIGURA 19. Curva estándar del RIA que utiliza el anticuerpo 

I g Y. 
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4.8 VALIDACIóN DEL RI A QUE UTILIZA EL ANTICUERPO 1g Y. 

Medicidry de la Especificidad. 

La especificidad fue determinada calculando los porcentajes 

de reacción cruzada de los siguientes compuestos: 

20o-hidroxiprogestorona. cortisol. 11-desoxicorticosterona ►  

17a-hidroxiprogesterona y 11 desoxicortisol. empleando un PIA 

con progesterona 1.2.15.7- H. Los resultados se muestran en 

la figura 20 y cuadro 23. 

Estos valores de reacción cruzada indican que ninguno de 

los metabolitos probados es capaz de unirse con el anticuerpo 

cuando se emplean dosis fisiológicas. es decir en las 

muestras normales de suero o plasma el anticuerpo 

antiprogesterona CIg Y ) enlazara principalmente a la 

progesterona. 

CUADRO 23 

PORCENTAJES DE REACC1 ON CRUZADA UTI LI ZANDO EL ANTI CUERPO I 

Compuesto 

 

de Reacción Cruzada. 

 

   

Progesterona 

17 a hidroxiprogesterona 

20 a hidroxiprogesterona 

Cortisol 

11 desoxicort.isol 

11 desoxicorticosterona 

100 

0.83 

0.85 

menor que 0.01 

7.0 

6.0 

 

    

Los resultados de la prueba de paralelismo utilizando al 

anticuerpo Ig Y con un suero control muestran que existe 

desplazamiento paralelo entre la curva estandar y las 

diluciones del suero control. los resultados se muestran en 
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la figura 21. 

4.9.2 Sensibilidad.  

Se determinó la sensibilidad de la curva estandar a partir 

de cinco curvas estandar realizado por duplicado. las uniones 

máximas y mínimas resultan de aumentar y sustraer una 

desviación estándar a los valores medios de unión. la 

sensibilidad asignada al RIA di soñada con el anticuerpo Ig Y 

con intervalo de confianza del OVII es de 0.27 ng/m1 de 

progesterona equivalente a 27 pg/pozo. ver figura 22. 

4.9.3. Precisidn.  

Los coeficientes de variabilidad correspondientes al RIA 

elaborado con el anticuerpo Ig Y se muestran en los cuadros 

24 y 25. 

CUADRO 24 

DETERNINACION DEL COEFICIENTE DE VARI ACI CH INTRAEUSAY0 

DEI. RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO I g Y.  

Variabilidad Intraensayo 

suero control 	concentraciones 	media 	d. e. 	C.V 

CCA 
	

4.06 ng.nd 
	

4.49 	o.ee 
	

1 9 . % 

4.89 ng/m1 

3.5 ng/m1 

5.5 ng/ml 



O 

100 

00 
(5) 

e 80 

o 70 

d 
e 60 
u 

60 
o 
n 40 e 1 

0,1 

 

_I l ti e 

 

(1) 

1 	li I I I I  

lo 

  

 

1 
log (ng/m1) 

83 

' curva calendar 	+ suero control 

FIGURA al. Prueba de Paralelismo que s• realizó con un suero 

control diluido 1:1 C1), 1:2 C2). 1:4 (3), 1:8 (4) y 1:18 (5) 

en •l RIA que utiliza ül anticuerpo Ig Y. 
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FIGURA 22. Curva estándar del RIA con su envoltura de error 

media ± 1 d. e. que utiliza el anticuerpo Ig Y para determinar 

la sensibilidad del ensayo. 
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CUADRO 25 

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE VARIACION INTERENSAYO 

DEL RIA QUE UTILIZA EL ANTICUERPO Ig Y 

suero control 	ensayo 	concentracion 	media 	d. e. 	C.V 

CCA 	 1 	 3.91 ngrml 

2 	 3.e0 ng/m1 

3 	 5.85 ng/ml 

4 	 4.55 ng/ml 	4.48 0.99 	22.2: 

4.9.4 Relación de niveles de progesterona estimados con el 

RIA di se? 	y un estuche comercial.  

La cuantificación de trece muestras de plasma sanguíneo 

mostraron relacionan lineal. mediante mínimos cuadrados. Los 

resultados y el modelo obtenido se muestran en la figura 23. 

Los estimadores del modelo son: Y = -0.59 + 1.18 X 

El coeficiente de correlación es 0.94 

El coeficiente de determinación CR2) es 0.88 

Y es la cantidad de progesterona estimada con el RIA diselado 

X es la cantidad estimada con un estuche comercial. 

4.9.5 Rendimlenlo del anticuerpo  L9. 	para utilizarse  t'a PTA., 

Volumen total del anticuerpo resuspendido en PBS 0.1 M es 

de 800 ml. 

Dilución de trabajo del anticuerpo en el RIA os de 1:2500. 

El volumen total del anticuerpo diluido 1:2500 es de 1500 

000 ml. que corresponde a 1 500 litros. 

La relación de rendimiento para RIA de anticuerpo de yema 

de huevo/anticuerpo de conejo es de 2.5 
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FIGURA 23. Relación de valores estimados de progesterona en 

plasma sanguino° obtenidos con el RIA di sellado con el 

anticuerpo Ig Y con respecto a un estuche comercial. 
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Como el volumen utilizado para cada tubo en el ensayo es de 

0.1 ml. entonces la cantidad de tubos quo producirla es de le 

000 000. 

4.10 RESULTADO DE LA INNUNORREACTIIIIDAD DEL ANTICUERPO Ig Y 

ADSORSIDO AL FONDO DE LOS POZOS DE LAS PLACAS DE El A. 

La densidad óptica obtenida al utilizar diversas 

concentraciones de anticuerpo Ig Y para cubrir las placas de 

microtitulación y diferentes diluciones del conjugado se 

muestra en el cuadro 26. 

CUADRO 26 

INKUNORREACTrVIDAD DE ANTICUERPO Ig Y ADHERIDO AL FONDO 

DE LOS POZOS DE LA PLACA DE NICROTITULACION.  

dilución del 	dilución del 	densidad 
anticueryo 	conjuiado 	 óptica  

	

1/1500 	 1/5000 	 0.12 

1/10000 	 0.1 

1/20000 	 0.11 

1/40000 	 0.07 

	

1/1000 	 1/5000 	 0.13 

1/10000 	 0.1 

1/20000 	 0.15 

1/40000 	 0.09 

	

1/2000 
	

115000 	 0.18 

1/10000 	 0.16 

1/20000 	 0.09 

1140000 	 0.13 

	

1/4000 
	

115000 	 0.15 

1/10000 	 0.15 

1/20000 	 0.13 

1/40000 	 0.13 
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Se puede observar que en ningun caso se logró una densidad 

óptica adecuada. indicando que la. adhesión del Ig Y a las 

placas de mácrotitulación no ocurrió en forma adecuada, Al 

probar el efecto de aMadir un *standard conLeniendo 1.0 ng de 

progesterona por mililitro no se encontró que éste provocara 

un desplazamiento. los resultados se muestran en el cuadro 

27. 

CUADRO 27 

DESPLAZAMIENTO DEL EO POR UN ESTANDARD UTILIZANDO 

EL ANTICUERPO ig 

dilución del dilución del 	D.O. 	D. O. 	 %E/E0 

Anticuerpo 	Conjugado 	de EU dol estandzr  

1/2000 1/10000 0.008 0.009 0.0 

1/20000 0.003 0.003 0.0 

1/4000 1/10000 0.0 0.0 0.0 

D.O. DENSIDAD OPTICA 

Por esta razón se decidió que el anticuerpo Ig Y no es 

adecuado para ser utilizado en Enzimoinmunoensayo. 



5. DISCUSION 

5.1 RESPUESTA INMUNE DE LOS ANI MALES. 

5.1.1 Qt los cabr4ay y canelos.  

Tanto uno de los conejos CCB) como los dos cabritos 

presentaron tolerancia a la inmunización con el conjugado 

progesterona:BSA. Entre las causas de tolerancia es posible 

descartar en este caso la exposición prenatal o neonatas. ya 

que el conjugado Progesterona: BSA no ocurre naturalmente en 

los animales. Es poco probable que la alimentación 

inadecuada. haya influido en la baja respuesta ya que los 

animales estaban recibiendo alimentos balanceados 

especificamente para cada especie. Asimismo, la posibilidad 

de que la administración de sustancias ínmunosupresoras haya 

afectado es nula porque no recibieron tratamiento alguno 

durante el proceso de inmunización. La dosis administrada a 

los cabritos fui la normalmente indicada CBosu 	1.º78), 

por lo que también se descarta el efecto de excesiva dosis. 

Por otro lado. la tolerancia inmunológica podría deberse ya 

sea a que la vía de administración o que el calendario de 

inmunización no fueron los óptimos para provocar la respuesta 

inmune en estos animales, a pesar de que si fueron capaces de 

inducirla en el conejo CR y en todas las gallinas. donde 

varió tanto la %da como la dosis del inmunógeno. 

El hecho de que la tolerancia se haya presentado en unos 

animales pero no en otros. asi como la intensidad de la 

respuesta. puede Indicar que en algunos individuos se produjo 

interacción de Linfocitos T supresores sobre los linfocitos B 

89 
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productores de anticuerpos. situación que se presenta en 

varios casos de inmunización natural o artificial CTizard, 

1989). Este es de hecho un proceso natural do autorregulación 

de la respuesta inmune , principalmente cuando se tratan de 

conservar niveles fisiológicos de anticuerpos al final de la 

estimulación inmunogenica, o cuando se deben identificar como 

propios los antígenos de las células componentes riel 

organismo CAlberts *t. al. 1963). 

Es pertinente mencionar que en el caso de los cabritos la 

presencia de granuloma en el cuello durante el proceso de 

inmunización permite suponer que hubo formación de 

inmunoglobulinas contra el conjugado Chlorilla y Bautista. 

191188; Ryan y Majno, 1977). De ser asi. dichas 

inmunoglobulinas no fueron producidas por cimas celulares de 

elevada afinidad, ya que se ha informado que el titulo de los 

antisueros esti directamente relacionado con la Afinidad de 

los anticuerpos producidos CNaegele and Drahovsky. 1980). 

Se ha Informado que la utilización de borregos para la 

producción de anticuerpos contra progesterona ha sido 

satisfactorio CFrench y Spennetta. 19131; Rosenberg et 

1987). Bolu 	aL, 197 indicó en su informe que la respuesta 

inmune registrada ocurrió alrededor de los seis meses de 

inmunización y los títulos alcanzados no fueron notoriamente 

elevados. ya que s* informa en el mismo trabajo que se 

utilizó la dilución de 1:1500 para establecer el RIA de 

progesterona, lo que indica quo realmente la fuente obtenida 

en ase trabajo no fue de elevado rendimiento. principalmente 
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porque los unimaldm fueron sacrificados por presentar 

abscesos generalizados y severos signos de enfermedad. En el 

presente trabajo no se realizó un seguimiento a largo plazo 

de los cabritos. por lo que no se puede descartar quia podrian 

eventualmente haber producido títulos utilizables de 

anticuerpos. 

Las dosis administradas a los conejos fueron las usuales 

C100 microgramos por animal). lo cual no puede provocar 

tolerancia por dosis excedente de inmundhgeno. ya que se han 

recomendado dosis desde 15 microgramos por kilogramo de peso 

hasta 1 mg por animal CAbraham y Garza. 1977; Parker. 1970; 

Munro and Stabenfeldt. 1984). las cuales son adecuadas para 

inducir respuesta inmune. ya sea administradas por via 

intradérmica, subcutánea. intramuscular o intraganglionar 

Chfaegele and Crahovsky. 1900; Lauzon 91„ al. 1980; 

Thorneycroft and Stone. 1972). Además. en el presente informe 

se utilizaron adyuvantes con los conjugados para aumentar la 

respuesta inmune. por lo cual se prolonga la exposición del 

inmundgeno a los linfocitos productores de anticuerpos 

CVanselow, 1987). 

En el presente trabajo se eligió a los adyuvantes de Freund 

porque se ha informado que son los que provocan títulos más 

elevados durante la inmunización CCox 	al, 1984; Bomford, 

1980; Thomson 21,.. al, 19693 

Es también importante mencionar que cuando so pretende 

producir suero hiperinmune para medición hormonal se requiere 

que este presente elevada afinidad hacia el antígeno; para 
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conseguir esto se deben utilizar dosis bajas del inmunógeno 

para que solo las clonas de linfocitos con receptores de 

enlace estable con los epitopos desencadenen la proliferación 

de linfocitos de memoria y los productores de anticuerpo, de 

tal manera que se alcancen elevados títulos con bajas 

cantidades del inmunógeno CParker. 15176). Est• tipo de 

inmunfutación lleva consigo el riesgo de producir tolerancia 

inmunológica. Sin embargo . aquellos animales cuyo sistema 

inmune logre estimular la interacción de linfocitos T 

colaboradores con linfocitos B que posean receptores de alta 

afinidad hacia el determinante antigénico desarrollarán suero 

hiperinmune útil CAbraham y Garza, 1977; Parker, 1978). Es 

por esta razón que en el presente trabajo se eligieron dosis 

bajas dentro del rango usual durante el proceso de 

inmunización en los conejos. cabritos y gallinas. 

La respuesta inmune que mostró el conejo CR a la 

inmunización contra progesterona conjugada fué igual a la 

registrada por otros autores CNaegele and Drahovsky, 1990; 

Dawson 21 al, 19713). el antisuero obtenido presentó las 

características apropiadas para ser utilizado para el RIA y 

EIA de progesterona. 

5.1.2 pt Lak callbnas.  

El comportamiento inmunológico de las gallinas fué más 

uniformo que el de las otras especies probadas, ya que 

mostraron niveles de anticuerpos relativamente elevados desde 

la respuesta primaria comparada con los conejos y cabritos. 



93 

En especial las gallinas 1. 3 y 4 conservaron títulos 

elevados semanas después del último refuerzo. lo cual indica 

que los linfocitos sensibilizados hacia el antígeno 

continuaron tardíamente produciendo anticuerpos hacia los 

haptenos. Esto ha sido mencionado por otros autores para el 

caso de los inmunógenos peptidicos y proteicos CPolson et 

1060a: Polson f al. 1080b; Spearow and Trost. 1087; 

Jensenius et j, 10111), 

Es probable que la relativa lejanit filogenetica que 

presentan las aves de los mamíferos facilite la rápida y 

efectiva producción de anticuerpos contra moléculas proteicas 

pertenecientes a los componentes bioquímicos de éstos últimos 

CDenedict and Yamaga, 1076) y por lo tanto a los haptenos 

conjugados a éstos. 

Se ha registrado que existen divergencias estructurales y 

funcionales' entre los sistemas inmunocompetontes do los 

mamíferos y los de las aves (Leslie and Clem, 1960). en 

especial con respecto a la producción de isotipos de 

anticuerpos. Los anticuerpos que corresponderían a las Ig G 

de los mamíferos son distintas en las aves en lo que se 

refiere al peso molecular y los fragmentos resultantes por al 

tratamiento con pepsina CKubo ot au 1073). En las aves estas 

inmunoglobulinas tienen la capacidad do formar complejos 

anticuerpo:antigeno insolubles con soluciones altamente 

salinas. situación que no sucede con los complejos 

nonstituldos por gama globulinas de mamáferos. las cuales 

normalmente precipitan con soluciones salinas fisiológicas 
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CKubo 	al, 1973). Esto indica que el comportamiento 

inmunoquimico de estas gama globulinas es distinto. 

Por tal razón a la fracción do anticuerpos de gallina 

semejantes a las Ig G de mamíferos se las ha denominado Ig Y 

CLaslie and Mem. 1969). Este tipo de isoanticuerpos está 

presente en las gallinas, codornices y el faisán CKubo et 

1973), y es la principal población de anticuerpos que se 

producen durante la respuesta inmune secundaria, no siendo 

así en la primaria, en la que se producen principalmente 

macroglobulinas del tipo Ig M. tal como sucede en los 

mamíferos CMárquez, 1900). Además se ha informado que la 

producción de anticuerpos en las gallinas puede ser provocada 

por la inoculación de dosis relativamente elevadas del 

inmunógeno C0enedict and Yamaga. 1976) ya que la inducción de 

tolerancia inmunológica es tardía y se necesitan dosis que 

sobrepasan 5g por kilogramo do peso corporal CMueller and 

woire. 1961). 

Es bastante conocido que el transporto de gama globulinas 

a través de la placenta en los mamíferos se realiza por medio 

de transporte activo y pinocitosis CBoyd and Hamilton, 1970) 

proceso mediante el cual el neonato recibe la dotación de 

anticuerpos que le permiten resistir durante los primeros 

dial de vida el efecto nocivo de gérmenes presentes en el 

ambiente extrauterino CJensenius et al, 1981). Se ha 

postulado que existe el mismo mecanismo de transferencia de 

gama globulinas de las células epiteliales ováricas hacia la 

yema del huevo un las gallinas CPatterson el. al. 19012; Sooter 
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91 al. 1054) proceso que tiene la misma función que en los 

mamiferos cHálkinson, los). De esta manera se concentran 

gran cantidad de ig Y en la yema del huevo. puesto que este 

tipo de gama globulinas son las que atraviesan las membranas 

epiteliales ováricas CNIalkinson. 1955). 

Se ha informado que la cantidad de Ig Y en la yema es igual 

o superior a la encontrada en el suero materno CNIalkinson, 

19165: Johnstone and Thorpe, 1987). Los títulos elevados de 

gama globulinas normalmente aparecen en la yema del huevo una 

semana después de haber inmunizado a la gallina CPatterson nt 

lialeaw indicando que la transferencia de estas proteínas 

es bastante rápida, lo que solo puede ser explicado por la 

presencia de transporto activo y endocitotis a través del 

epitelio ovárico como anteriormente se mencionó. 

5.2 PURIFICACIóN DE LOS ANTI CUERPO. 

5.2.1 purlficacidn  da clama clobulinas del suero de g_gmoio., 

La extracción de las gama globulinas del antisuero del 

conejo CR fué eficiente porque solo se observó una banda de 

proteínas en el gel, ubicada •n la región de menor movilidad 

eloctroforética. correspondiente a las gama globulina% 

CTizard, 1089). 

De esta manera se obtuvo del conejo anticuerpos Útiles 

contra progesterona con sólo el tratamiento de extracción. 

sin ninguna pUrificación adicional. El procedimlento 

empleado. utilizando precipitación con sulfato de amonio, es 

económico comparado con el PoliotIlénglicoJ 0000. a Nvanol 
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o las cromatografias de afinidad utilizando la Proteína A 

CGarvey 	al. 1977; Leslie. 108:0; Dobson. 1093). Este 

tratamiento se requirió para implementar el EIA de 

progesterona. ya que antes de inmovilizar el anticuerpo al 

fondo de los pozos es necesario eliminar otras proteínas 

presentes en el suero sanguíneo que ocupan espacio en la 

superficie del pozo y disminuyen la cantidad de anticuerpos 

antiprogesterona fijados a la misma superficie CMunro and 

Stabenfeldt. 10180. Esta purificación en cambio no es 

necesaria al utilizar fase liquida como sucedió al diseftar el 

RIA. ya que la cinética de la formación de la fracción unida 

es diferente (James. 1011180; Nalvano y Rolleri. ~D. 

5.2.2 Purificactdn de clama, olobulinas de La vela de huevo.  

En el caso de las Ig Y. los geles de electroforésis de 

acrilamida donde se procesaron las protoinas extraídas de la 

yema del huevo mostraron varias bandas de proteínas con menor 

intensidad de coloración. que coinciden con la composición de 

la yema completa. Esto indica que la extracción de 

inmunoglobulinas de la yema fué defectuosa. ya que estuvo 

contaminada con otros componentes que pueden ocupar espacio 

en la superficie de una fase sólida, situación que se reflejó 

al implementar el EIA en fase sólida para medir progesterona 

con el anticuerpo Ig Y. ya que no fue posible utilizar el 

anticuerpo Ig Y para medir progesterona en EIA a pesar de que 

el anticuerpo tuvo suficiente afinidad para ser utilizado en 

RIA de fase liquida. Esto también explica parcialmente el 
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elevado rendimiento en proteína del extracto de la yema, 

comparado al anticuerpo CRSX87 del conejo. 

El gel de la electroforesis de la Ig Y muestra varias 

bandas proteicas no identificadas. con diferentes motilidades 

que probablemente corresponden a fosfovitinas, lipovitelinas 

y livetinas CPowrie, 1077). Hartin eL al, 1057 demostraron la 

presencia de a, n y y livetinas en la yoma del huevo, 

ubicadas en tres bandas al revelar el electroforetograma en 

papel. Sin embargo, cuando se realizó la electroforesis en 

gel se encontraron 15 bandas correspondientes a las a►, p 

livetinat. y solo una banda -la de menor motilidad- que 

correspondía a la y livetina. Ademls de las dos bandas que 

corresponden a la fosvitina; el mismo autor cita la presencia 

de nueve picos eluidos cuando se realiza la cromatografia por 

intercambio inónico con DEAE-celulosa en columna de la misma 

porción de livetinas. 

Williams, en 1062 demostró que las a livetinas son 

similares a la albtmina sérica, la p livetina es similar a la 

a2 glicoproteina y la r livetina a la y globulina. 	Es 

posible que el extracto crudo de Ig Y obtenido en el presente 

informe necesite ser purificado a través de cromatografía de 

intercambio Jónico con DEAE-celulosa o DEAE-Sephadox G-50 que 

es un procedimiento indicado para la purificación de gama 

globulinas de ave o mamíferos CGdel 	aL. 1080; Chhabra and 

Goal, 1080). De esta manera probablemente pueda ser utilizado 

el anticuerpo de la yema del huevo para medir progesterona 

mediante EIA en fase sólida. No se recomienda. en cambio la 
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purificación con proteína A porque se ha informado que las Ig 

Y no son precipitados por esta proteína CJensenius 	al, 

1961; Kurstak, 1985). 	 M 

5.3 DETERNINACUN DE LA AFINIDAD DEL ANTICUERPO CR5X87. 

La estimación de la Constante de Afinidad o Avidez demostró 

que los anticuerpos del extracto de inmunglobulinas CR5X87 

tienen la suficiente energía de enlace para conservar los 

complejos formados durante la reacción inmunológica CFeldman 

and Rodbard. 1971; Parker, 10175); estos resultados son 

coincidentes con la hipótesis de que la afinidad esti 

relacionada con el titulo del anticuerpo CNaegele and 

Drahovsky, 1980), es decir que a mayor titulo del antisuero 

mayor es el valor de afinidad de los anticuerpos, porque solo 

aquellas inmunoglobulinas de mayor onergia de enlace. seran 

capaces de formar complejos cuando es alta la -dilución de la 

población de anticuerpos presentes en el sistema. 

El calculo de la afinidad se realizó únicamente para el RIA 

disertado con el anticuerpo CR5X87 para uniformar los efectos 

que pueden producir el tipo de trazador, el proceso de 

separación de fases, el efecto del solvente de extracción o 

la presencia de algunas moléculas lipofilicas. las cuales 

pueden hacer variar notoriamente la constante de afinidad 

CNálvano and Polleri, 1950). 

El valor de afinidad del anticuerpo CR5X87 es el adecuado 

para sor utilizado en los inmunoensayos para progesterona. 

Por ejemplo si se midiera la proporción de anticuerpo unido 
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que podría haber cuando s• ahadieran alicuotas iguales del 

anticuerpo con afinidad de 1.06 x100 hl y una concentración 

muy baja de antígeno. alrededor de 1 x 10-Q 
	

Cl ng/m1). 

entonces se tendría aproximadamente el 94 4 de anticuerpo 

unido, situación que seria contraria si el anticuerpo tuviera 

una constante de afinidad de 1 x 10
7
14. donde solo el 1 54 del 

anticuerpo estaría unido (Nisonoff, 11904). 

DISERO DEL RI A CON ANTICUERPO DEL CONEJO. 

Los resultados de los ensayos para determinar la dilución 

del antisuero en combinación con la masa radiactiva 

necesarios para obtener el mayor desplazamiento del trazador 

por el antígeno frío indicaron que es conveniente utilizar la 

dilución del anticuerpo 1:15000 y masa radiactiva de 3500 

cpm, con ésta combinación se obtiene el 35 de unión máxima. 

y notorio desplazamiento del porciento de unión del trazador 

por la hormona fria. estas son las condicione% per: las que los 

anticuerpos de mayor afinidad son capaces de enlazar hormona 

fría en bajas cantidades (Zarco. 1907) por lo tanto el 

anticuerpo CRSXB7 purificado contiene poblaciones de 

anticuerpos de elevada afinidad y especificidad hacia la 

progesterona que lo vuelven útil para realizar un adecuado 

RIA. 

La curva estandard de progesterona con el anticuerpo del 

conejo mostró que se ajusta estadísticamente a un modelo de 

regresión lineal, lo que permite la cuantificación do hormona 

en extractos lipldicos de muestras plasmáticas. Los valores 
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de pendiente y de intercepto son los sugeridos por la 

literatura para poder utilizar la curva con fines de medición 

hormonal CFeldman and Rodbard, 1971). 

5.5 VALIDACICIN DEL RI A QUE UTILIZA EL ANTICUERPO CR5X87. 

5.5.1 gulecificldad. 

El anticuerpo obtenido del conejo fuá muy especifico para 

la progesterona comparado con otros esteroides 

fisiológicamente importantes como los glucocorticoides y 

metabolltos de éstos. Los porcentajes de reacción cri.leada que 

exhibió este anticuerpo están dentro de los valores 

registrados en la literatura como necesarios para emplearse 

en el análisis CWiel and Koops. 1988; Abraham and Garza, 

1977. Arnstadt and Clemre. 11081; Sauer et al, 1982; Nakao, 

1900; Wang 91 al. 1984; Arnstadt, 1983; Breuel 	j, 112188; 

Munro and Stabenfeldt, 1904; Sauer 	al. 1905; Mac Donnell 

91 Al. 1988; Marcus and Mackett. 1985; Franchimont et al, 

10185; Chang and Estergreen. 1903). En Lodo caso si hubiera 

una hiperfunción adrenal, la cantidad de cortisol adrenal que 

debería alcanzarse para provocar una sobreestimación de los 

niveles de progesterona tendría que ser 100 veces mayor al 

valor de los niveles fisiológicos normales CGrant and 

Reastall, 1983). 	Este antisuero también registró un 

desplazamiento paralelo de muestras de suero diluidas con 

cantidades conocidas de progesterona. lo que confirma la alta 

especificidad hacia la progesterona. 

La especificidad no es dependiente del tipo de 



inmunoanálisis. puesto que los anticuerpos están dirigidos 

contra un grupo restringido de epitopos, entonces cuando se 

registran los valores de reacción cruzada determinados por 

RIA EIA o algún otro inmunoanálisis realizado con el mismo 

anticuerpo. éstos muestran pequeMa diferencia CSauer 511 al. 

1902; Arnstadt and Cleere. 1081; Nakao. 1900; Sauer 

1906; Wang 1k al. 1984). 

5.5.2 Sensibilidad.  

La sensibilidad obtenida un el RIA para progesterona con el 

anticuerpo CR5X07 en el presente trabajo es útil para medir 

progesterona plasmática en niveles fisiólogicos normales y se 

encuentra bastante cercano a la mayoría de los inmunoensayys 

registrados en la literatura CRunnebaum. 1980; King et 

1085; Hillbrand and Elsaesser. 	19903). 	aunque existen algunos 

cuya sensibilidad es mucho mayor. desde 1.2 picogramos por 

mililitro CNeisterling 	and Dailey. 1907). 30 picogramos por 

mililitro 	CArnstadt 	and 	Cleere. igel). 50 picogramos por 

mililitro ()laica°. 1080). hasta valores relativamente elevados 

como 400 picogramos por mililitro Ureuel 	al. 1900). 

Como anteriormente se indicó, la afinidad determina la 

sensibilidad dol ensayo, pero lo mismo influye la precisión 

del ensayo, sin embargo es posible que la dilución del 

anticuerpo CR5X87 utilizada todavia sea baja como para poder 

medir cantidades pequeMas del analito. puesto que a mayor 

dilución los anticuerpos con más afinidad son los que enlazan 

antígeno CGriswold and Nelson. 1984). esto se relaciona 
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directamente con el valor de unión máxima (80) quo está 

cercana al 50%. 

5.5.3 Precisión.  

En cuanto a la Precisión de los RIA con los anticuerpos del 

conejo, en la literatura se han registrado coeficientes de 

variación intraensayo de alrededor de 3.8 al 19.1%, siendo 

menor para los sueros control con valores arriba de 5.0 ng/ml 

de progesterona y los más altos para valores iguales o 

cercanos a 1.0 ng/m1 CStaigmáller 'Al  al, 1979; Capparelli et 

311_, 1987; Tho 4111. al. 1965; Franchimont al KL, 1986; 

Thorneycroft and Stone, 1972;. 	Meisterling and Dalley, 1967). 

En cuanto a la variabilidad entre análisis la literatura 

también registra un amplio rango que va desde 4.2 hasta 23.0. 

dependiendo de la cantidad de progesterona presente en las 

muestras control CGrage 	al. 1986; Reimeri et 	1983; 

Abraham, 1974; Hale TI &I, 1900/1981; Mac Donnell et al, 

1900; 8reuel et al. 1968). Los coeficientes de variación 

intraensayo 014.7) • interensayo (22.7) obtenidos en el 

radioinmunoanálisis desarrollado con el anticuerpo CRSXB7 son 

relativamente altos. Sin embargo existen informes donde los 

inmunoensayos utilizados para medir progesterona presentan 

variabilidades intraensayos del 335: y coeficientes de 

variabilidad interanálisis de alrededor de 32% aun cuando se 

utilizan sueros control con 5.99 y 6.53 ng/ml de progesterona 

(Pilo et al, 1986). 
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5.5.4 Relacidn 	jis, concentraciones  de proaestergna 

Muestras ELLKWALLSAIL liwdid45 sm 	U& ~Amada Y sm YA 

esluctie comercial.  

Se encontró una elevada correlación entre las 

concentraciones estimadas con el RIA di segado en el presente 

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

indicar que no existe variación notable en los valores 

obtenidos por ambos métodos. No se utilizó la Regresión 

Lineal ni el Análisis de Varianza para probar la hipótesis de 

recta de identidad. para intercepto con O y pendiente de 

1.00, porque existe en la literatura la indicación de que 

ensayos bastante exactos y precisos no muestran regresión de 

identidad con otros métodos analíticos sumamente sensibles, 

exactos y precisos como es la Cromatografia Liquida de Alta 

Resolución ~LCD o con otros Inmunoensayos igualmente 

precisos y exactos CSauer akª., lQ186.; Wiel and Koops. 11980). 

.es VALIDACIdN DEL El A CON EL ANTICUERPO CR5X87. 

5.8.1 Disen2 del gIA. 

El anticuerpo del conejo no se puede diluir mucho para 

utilizarse para establecer el EIA en fase sólida. Esto indica 

el efecto competitivo do otras inmunoglobulinas y proteinas 

para unirse no covalentemente a la superficie interna de los 

pozos. produciendo una interferencia estérica CParker, 1978; 

Llavborg, 1084) y por lo tanto la necesidad de aumentar la 

cantidad de moléculas de anticuerpo en el volumen para 

realizar la adsorción en el fondo del pozo. Er.to trae por 
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consecuencia que se utilice mayor cantidad de 

inmunoglobulinas para saturar los sitios de unión en la 

superficie del plástico del rondo de los pozos. Sin embargo 

esto también ocasiona que disminuya la sensibilidad del El A, 

por lo tanto seria necesario retirar los anticuerpos 

anti-albúmlna sérica bovina Canti-85a.) que compiten con los 

anti-progesterona por los sitios de adhesión CMunro and 

Stabenfeldt. 1'1084). 

d.8.2 	 

La sensibilidad determinada en el presente informe es 

equivalente a 27 pg/pozo, bastante cercana a los valores 

medios registrados por la literatura, que se distribuyen 

desde 0.25 hasta 30 pg/pozo CNakao, 1980; Arnstadt and 

Cimero. 19961; sauer lk al. 1982; Wiel and Koops. 1º-62; Munro 

and Stabenfeldt, 11964; Cleere ak al, 11965; Sauer et aL, 1988; 

Wiel and Koops. 1~5; Wiel 15„ al. 1082; Arnstadt, 1983; Ellis 

21,íes, 19e5; Nakao et aL, 1083; Marcus and Nackett. lgeep. 

5.8.3 Precisión.  

La variabilidad mostrada por el EIA establecida con los 

anticuerpos del conejo, indican que los coeficientes de 

variación intra e interensayo, estuvieron por arriba de lo 

óptimo recomendado. Tal situación no se debe al porcentaje de 

unión no especifica. ya que ésta se ha conservado en valores 

bajos, sino que tal vez se dcha a la deficiente capacidad que 

tienen los anticuerpos dializados para adherirse al plástico. 
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Esto puede ser en parte debido a que las uniones que se 

realizan entre las inmunoglobulinas y el material do 

polipropilen o polivinil son de tipo hidrofilico, fuerzas de 

Van der Walls o puentes de Hidrógeno CLOvborg, 1984; Parker, 

1076). las cuales pueden involucrar sitios Lnmunoactivos como 

las fracciones Fab de la Ig G. por lo tanto disminuyen su 

capacidad de enlazar al antígeno especifico CChard, 1978). 

Además. se ha encontrado que existe variabilidad •n la 

capacidad de unión de anticuerpos entre diferentes pozos de 

la misma placa. y con mayor razón entre diferentes placas 

CLOvborg. 1084). Otra posibilidad pudiera ser la deficiente 

adsorción de los anticuerpos al fondo del pozo. debido a la 

competencia ejercida por otras proteinas que tambien son 

capaces de enlazarse a la superficie plástica. en esta caso 

la presencia de anticuerpos anta-BSA CParker, 1976). A pesar 

de esto, la variabilidad no es tan alta como la reportada en 

la literatura para otros EIA que se utilizan 

satisfactoriamente CPilo gt al. 108e), tampoco ejerce un 

efecto notoriamente detrimental sobre la sensibilidad del 

EIA, ya que aunque ésta es altamente dependiente de la 

Precisión CAbraham. 1974). la alta afinidad del anticuerpo 

hacia la progesterona permite conservar dentro de ciertos 

limites la variabilidad del análisis CAbraham. 1974) por 

permitir conservar establemente los complejos formados 

CHalvano y Rolleri. 1980). 

Se puede indicar entonces que el EIA disonado en este 

trabajo es útil para determinar en forma semicuantitativa la 
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presencia de progesterona en una muestra, pero no es útil 

para obtener valores exactos. 

5.5.4 Relacidn  da L concentraciones  ga progesterona  eD. 

muestriLs plasm4t/Ca§ medidas  g213 	glá dísinald_o_ y con un 

estuche cgmercial.  

Las concentraciones de progesterona determinadas por un 

estuche comercial d• RIA y el EIA presentado en este informe 

estuvieron bastante correlacionadas, siendo esta correlación 

significativa, la recta de regresión tambien es 

significativa. Los estimadores de la regresión son 

coincidentes con la mayoría de los registrados, cuyos valores 

de intercepto varían desde -2.58 hasta 2.4 CWiel and Koops, 

1086; Wang al al., 10'84; Nakao et al, 104913) y pendiente desde 

0.85 hasta 1.3 CWiel and Koops, 1088; Wimpy 	al. 1085; 

Sauer ft 	1088; Nunro and Stabenfeldt. 1084). 

Esta variedad de niveles que se circunscriben a cierto 

intervalo indican que existe alguna tendencia a conservar 

alrededor do O el intercepto al origen y de 1.00 el valor de 

la pendiente, dentro del cual existen una variedad infinita 

de rectas de regresión, de tal manera que cuando se pretende 

correlacionar las concentraciones del analito en las mismas 

muestras entre diferentes métodos analíticos se puede esperar 

que los estimadores del modelo de regresión sean cercanos a 

los vaicres arriba indicados. 
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6.7 DISEÑO DEL RI A CO M EL ANTICUERPO Ig Y. 

Todos los tratamientos muestran que la unión no especifica 

son uniformes. siendo de 5.G para aquellos que tienen como 

masa radiactiva 2500 cpm y alrededor de 3.4 a los que se les 

anadió 4500 cpm. esto tal vez sea resultado del error de 

conteo mas que a la cantidad real de trazador adherido a las 

paredes del tubo o por efecto del solvente o alguno otro. 

Esto se basa en el hecho de que a menor cantidad de cuentas 

aumenta el error de conteo el cual sigue una distribución de 

Poissmn CChard. 1978; Kobayashi and Maudsley. 1974). por lo 

tanto a 2500 cpm el error se estima alrededor de 2 % y el 

cálculo de la unión no especifica es relativamente mis alto 

comparado con una mayor cantidad de cuentas totales anadidas, 

aunque permaneciera igual la radiación presente en la 

fracción unida correspondiente al tubo de Unión no 

especifica; para el caso de la combinación con 4500 cpm. el 

error por conteo seria de 1.4 4 y por lo tanto el porcentaje 

de unión en la fracción unida del tubo correspondiente a la 

unión no especifica seria menor. Por la razón anterior se 

escogió a la combinación de dilución de anticuerpo de 1:2500 

con masa radiactiva de 4500 cpm. además es importante hacer 

notar que bajo estas condiciones el valor de unión Máxima es 

de 35% y existe el mayor desplazamiento del trazador por el 

estándard. 

La curva estandard mostró que es bajo el porcentaje de 

unión inespecifica y que la dosis estimada al 50% de unión es 

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

una alta correlación que es significativa. 

5.8 DETERNINACIdN DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD DEL ANTICUERPO 

Ig Y. 

Los anticuerpos del extracto de la yema de huevo muestran 

una constante de afinidad hacia la progesterona 

suficientemente estable. el valor es el indicado para la 

mayoría de los anticuerpos anti-esteroide CNisonoff. 1984; 

Chard. 1978; Parker, 1978; Naegele and Drahovskys 1980). Sin 

embargo muestran menor capacidad de enlazar a elevadas 

diluciones cantidades pequeffas de analito cuando se compara 

con el anticuerpo del conejo CR5X87. esto se demuestra no 

nada más en el titulo empleado para medir progesterona por 

RIA. sino tambien en el valor de la constante de afinidad que 

muestra el anticuerpo Ig Y. el cual es casi 	la mitad 

comparado al del conejo. Esto viene a ser producto de la 

mayor heterogeneidad de poblaciones de anticuerpos presentes 

en el extracto y a la presencia de contaminantes que de 

alguna manera afectan la capacidad que tienen los anticuerpos 

para conservar estable la formación de complejos, 

principalmente cuando el tipo de sustancias involucradas 

contienen grupos hidrofóbiccs que interactuan con los sitios 

de unión del anticuerpo y los determinantes antigénicos en la 

que fuerzas hidrofóbicas dirigen gran parte del formación del 

complejo CNisonoff, 1964; Parker. 19176). esto tambien se 

apoya en el hallazgo de varias bandas de proteínas que 
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muestra el análisis electroforético y la mayor cantidad de 

proteinas presentes en el extracto Ig Y a travel; de la 

absorbancia a 280 nim. 

5.0 VALIDACIÓN DEL RI A QUE UTILIZA EL ANTICUERPO DE LA YEMA 

DE HUEVO Ig Y. 

5.9.1 Especificidad.,  

El anticuerpo presenta bajo nivel de reacción cruzada con 

varios metabolitos esteroides, incluyendo a los 

corticosteriodos, los cuales son los más abundantes del 

plasma o suero sanguineo CParker, 10783, incluso presentan 

menor reacción cruzada que antisueros obtenidos de conejos 

por Marcus and Hackett C1086), Sauer 	í C1.0e23, Wiel and 

Koops C1008), Thorneycroft and Stone C10.723, Sauer mk 

C112083, Wang el al. (11204). 

La prueba de paralelismo realizada con un suero control 

muestra tambien un desplazamiento paralelo a la curva 

*standard, confirmando de esta manera que el extracta de 

anticuerpos es especifico hacia la progesterona. 

5.0.2 S&nsibilidad.  

La mayoría de la literatura registra valores de 

sensibilidad que varían de 0.0012 ng/ml CNWisterling and 

Dailey, 1987) hasta 0.8 ng/Wa Caoland ftt al, 1995), 

generalmente los estuches comerciales presentan valores do 

sensibilidad hasta de 0.1 ng'ml CGrage, el al. 1086). Esto 

indica que el RIA di senado con el anticuerpo Ig Y se 
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encuentra dentro del rango esperado de sensibilidad y el cual 

permite detectar valores fisiológicos pequenos. 

A pesar de haber contaminación en el extracto de la yema de 

huevo y de haber utilizado un procesos de separación de fases 

por medio da adsorción inespecifica que es altamente 

dependiente de tiempo y de la concentración de carbón 

activado, y que por esta razón puede alterar 

significativamente la precisión de los resultados CRunnebaum, 

1980), el RIA se puede considerar suficientemente sensible. 

5.9.3 Precist¿ni  

Como anteriormente se ha mencionado, el valor más frecuente 

para el coeficiente de variación interensayo es de alrededor 

de 12% para cantidades medias y altas de progesterona y el 

coeficiente de variación intraensayo de O para las mismas 

dosis ribo 11. al. iº85; Hillbcand and Elsaesser, 1083; 

Magness and Ford, 13; Mac Donnell 11, 	1088). Sin embargo 

óltimamente se estan di soltando RIA sin extracción, llamados 

ensayos directos, que aumentan la precisión ya que evitan el 

efecto del blanco por el uso de solventes orgánicos como el 

áter de petróleo o etilico y Cambien la inestabilidad del 

complejo formado en la reacción cuando se utilizan partículas 

que adhieren inespecificamente al antígeno y trazador de la 

fracción libre CRunnebaum, 1900; Chard, 1978), tales como el 

carbón activado recubierto con dextran CChard, 1078; Móss 

10763. 
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En el presente trabajo se comprobó que el carbón activado 

sin ser recubierto con dextrán puede ser empleado 

satisfactoriamente cuando se utiliza el mismo lote y bajo las 

mismas condiciones de acidéz. molaridad. temperatura y 

tiempos de Incubación y exposición al carbón activado. Sin 

embargo el amortiguador necesita proteinas para contribuir a 

disminuir la unión inespecífico' tal como lo menciona Abraham 

C11074?. en este caso como los anticuerpos utilizados 

contentan poblaciones de inmunoglobulinas contra BSA, 

entonces no se puede utilizar a albúmina sérica bovina en la 

solución amortiguadora. por. lo cual es necesario utilizar 

otra proteina inmunológicamente inerte en este caso la 

Gelatina. la cual dió resultados satisfactorios. 

6.9.4 Kg/lactan  da LEE ggncentr4ciones 	procepher9n*  ea 

muestras  plaWlatic45  MedidOs con 	 1tmad2Y am un 

ell.uche qourckal.  

Existe una relación estadísticamente significativa entre 

los valores determinados por un RIA comercial con el del 

presente trabajo. el coeficiente de correlación Cambien es 

significativo, indicando de esta manera.que los valores son 

relativamente coincidentes aunque no se obtenga una recta de 

identidad, cuyo argumento ya ha sido previamente discutido en 

las secciones 5.5.4 y e.e.4 CSauer 11. al, 1068; Miel and 

Koops. 1905]. 
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5.10 DI SERO DEL El A CON EL ANTICUERPO Ig Y. 

Los resultados de la inmunorreactividad que mostró el 

anticuerpo fueron muy deficientes tanto en la unión máxima 

como en el desplazamiento del trazador por un estandard de 

cantidad media de la curva dosis-respuesta. no se realizaron 

pruebas adicionales para mejorar la inmunorreactividad del 

anticuerpo adherido a las placas de microtitulación. Las 

posibles causas de la mala respuesta pueden ser múltiples, 

desde el efecto de los contaminantes ya previamente discutido 

en la sección 5.2.1, hasta la incapacidad de lograr realizar 

una adhesión eficiente de las gama globulinas al rondo del 

pozo a causa de no probar otras condiciones de acidéz, fuerza 

Jónica o ambas para provocar la aparición de grupos polares 

en la molécula de Ig Y que permitan establecer múltiples 

enlaces débiles entre ésta y la superficie de plástico 

CLOs/borg, 1984). Otra alternativa posible pira mejorar la 

adhesión podri.a ser probar los tiempos de incubación, pues 

solo se probó uno, que éra el mismo al cual el anticuerpo del 

conejo respondió. a las 18 horas a 4 0C. Sin embargo, 

prolongar los tiempos de incubación puede traer como 

consecuencia que las proteinas se desnaturalicen debido al pH 

alcalino del amortiguador utilizado para adherir el 

anticuerpo a la placaCLOyborg. 11184). As! como tambion 

establecer definitivamente enlaces covalentes entre las Ig Y 

y el poro a través de la reacción con el cianógeno CChard. 

11178) o probando un doble anticuerpo en fase sólida CVoller 

l. lago). 
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5.11 COMPARACIóN DEL RENDIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS 

CORRESPONDIENTES A CADA FUENTE. 

En cuanto a la disponibilidad de los anticuerpos obtenidos 

se puedo decir que el rendimiento del anticuerpo extraido de 

la yema del huevo es 2.5 veces que •l del conejo, siendo este 

rasgo importante en la selección de un ligador, conjuntamente 

con su afinidad y su especificidad CChard, 1970). puesto que 

en un solo ciclo de postura se obtuvieron mis de 00 huevos en 

las gallinas inmunizadas, de las cuales so perdieron 

aproximadamente 30 por contaminación y descomposizión del 

contenido de la yema durante su almacenamiento, que f ué de 

aproximadamente 4 meses. De otra forma el rendimiento total 

hubiera sido mayor al registrado en este trabajo. Los huevos 

seleccionados fueron de la etapa de mayor respuesta 

inmunogénica, por otra parte se conservó viva una de las 

gallinas con mejor respuesta ►  la cual mantuvo niveles 

relativamente altos meses despues de la .última inmunización 

para que en el siguiente ciclo de postura se pudiera obtener 

mas huevos y repetir la extracción, lo cual indica que el 

potencial de producción de anticuerpos contra progesterona es 

todavía mayor comparado al del conejo inmunizado en este 

trabajo; esto tambion se refleja claramente en la proporción 

de rendimiento de ambos anticuerpos utilizados para el RIA. 

en el que el valor de 2.5 indica que el rendimiento total del 

anticuerpo del conejo es menos de la mitad que el de la 

gallina. 



e. CONCLUSION. 

Cuando se utilizan los anticuerpos de conejo las 

caracteristicas del RIA y EIA de progesterona son 

cualitativamente iguales. Ambos sistemas son eficientes para 

medir progesterona en plasma sanguino° dentro de los rangos 

fisiológicos. sin embargo no se puede decir lo mismo cuando 

se utiliza como anticuerpo a la yema del huevo. debido a que 

éste anticuerpo puede ser utilizado en el RIA pero necesita 

ser purificado para poderse utilizar en el LIA con el mismo 

propósito. 

Los anticuerpos extraídos del suero sanguineo del conejo 

presentan características de afinidad y especificidad 

cualitativamente iguales a los obtenidos de la yema del 

huevo. por lo cual se puede montar el RIA para medir 

progesterona plasmatica de ganado bovino de igual calidad 

tanto con los anticuerpos del conejo como del extracto de la 

yema del huevo. 

Se puede indicar que la inducción de anticuerpos contra 

progesterona y el rendimiento de éstos para establecer el RIA 

para medir progesterona es mejor en la gallina cuando éstos 

se extraen de la yema del huevo que con respecto a la 

obtenida del suero de conejos o cabritos. 
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8. APENDICE. 

haterial Riolddicsh 

conejos machos raza Nueva Zelanda 	cabritos raza Nubia. 

gallinas de postura estirpe Daling. 

Reacti vos de calidad reactivo anal“ico. 

a) Amortiguador de Fosfato salino con gel CPBSG) 0.1 U con 

Gelatina al 1% pH 7.4 para RIA: 

Na2
HPO

4 
0.952 g 

Na HPO4 0.552 g 

Na CI 	0g 

Gelatina 1 g 

Azida de sodio o thimerosal 0.1 g 

Agua destilada cbp 1000 ml. 

b) Suspensión de carbón: 

carbón activado 0.625 g 

PRSG 0.01 N pH 7.3 cbp 100 ml. 

c) Solución saturada de sulfato de amonio pH 7.5: 

CNH4)2 SO4 
76.7 g 

agua destilada cbp 100 ml. 

ajustar pH con Na OH 2 N. 

d) Amortiguador satino de boratos CBRS) 0.01 M pH 7.8: 

ácido bórico 6.18 g 

bórax Ctetraborato disódico) 9.54 g 

Na Cl 4.30 g 

133 
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agua destilada cbp 1000 ml. 

Ajustar pH con HC1 5 N. 

e) Amortiguador de carbonatos Cpara recubrir los pozos con 

anticuerpo) 0.05 N pH 12.15: 

Na2  CO3 0.150 g 

Na HCO3  0.2Q3 g 

Thimerosal 0.02 g 

agua destilada cbp 100 ml. 

f) Amortiguador de fosfatos salino con gel para EIA 0.1 H con 

gelatina al 16 pH 7.4 : 

Na H2  PO4  . H2O 0.542 g 

Na2  HPO4 0.8458 g 

Na Cl 0.87 g 

Gelatina 1.0 g. 

Agua destilada cbp 100 ml. 

g) Solución de lavado concentrado para EIA: 

Na C1 87.66 g 

Tween 20 5 ml 

Agua destilada cbp 1000 ml. 

II) Solución de lavado de trabajo para EIA: 

Solución concentrada diluir 1/10 con agua destilada. 
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i) Solución do sustrato para ErA a pH 4.0 

solución de ABTS (2,2 azino-bisC3 ethylbenzthiazoline 

sulfonic acid)1 40 mM 100 pl 

solución de peróxido de hidrógeno al 2% 32 pl 

solución de ácido cítrico 0.05 M 9.9 ml. 

j) Solución detenedora de reacción enzimática: 

HP 0.15M 0.24 g 

Agua deskilada cbp 1000 ml. 

k) Solución de cloruro de bario al 10% 

Soluciones para Electroforesis en Gol de Pollacrilamida 

CPAGE): 

Sol A: 

HCl 0.1 N 48 ml.  

TRIS 36.3 g 

TEMED 0.23 ml 

Agua Desionizada cbp 100 ma. 

Disolver TRIS con HC1, agregar TEMED y ajustar a pH 9.9. 

aforar a 100 ml con agua desionizada. 

Sol 8: 

HC1 48 ml 

TRIS 5.99 g 

TEMED 0.46 ml 

Agua dosionizada cbp 100 ml 
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Sol C: 

Acrilamida 28 g 

Risacrilamida 0.735 g 

Agua desionizada cbp 100 ml 

Sol D: 

Acrilamida 10 g 

Bisacrilamida 2.5 g 

Agua dosionizada cbp 100 ml 

Sol E: 

Riboflavina 4 mg 

Agua desionizada cbp •100 mi. 

Sol F: 

Sacarosa 40 y 

Agua desionizada cbp 100 mi 

Sol Decolorante: 

ácido acético 5 ml 

Agua desionizada cbp 100 ml 

Sol Colorante: 

Azul brillante de Coomassie R-250 1 9 

Agua desionizada cbp 100 ml 

Acido tricloracético al 12,5 cbp 2000 ml 

Sol Fijadora: 

Acido Tricloroacético al 12.5 % 

Amortiguador para corrida Celectrodos): 

TRIS 0 g 
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Glicina 28.6 g 

sol azul de bromofenol 1.5 ml 

Agua desionizada cbp 1000 ml. 

Preparación de geles. 

Gel de Separación. Se mezclaron un volumen CvolD de solución 

CsolD A con dos vol de sol C y un vol de agua desionizada. se 

desgasificó en matraz quitasato durante 10 minutos. luego se 

añadió 4 vol de persulfato da amonio. inmediatamente se 

aplicó a los tubos. se  tAnadió tambien un poco de agua 

destilada sobre el gel para evitar la formación de menisco y 

se dejó polimerizar durante 35 minutos. 

Gel de Distribución. Se me7.claron un vol de sol f3 con 2 vol 

do sol D, un vol de sol E y 4 vol de sol F. tambien se 

desgasificó. se  affadió ZOO pl de gel de distribucin sobre el 

gel de separación. inmediatamente se agregó 100 pl de agua 

para eliminar la formación de menisco, se dejó polimerizar 

por 35 minutos. 

Una vez polimerizados ambos geles, se colocaron en la camara 

de electroforesis y se llenaron lus recipintes con 

amortiguador de corrida CpH 9.3). las muestras se 

resuspendieron en 50 pl de sol F y se aplicaron a los goles, 

la corrida se realizó a corriente constante de 2 mAmp pur gel 

de separación, en cuanto el frente d© corrida ;Alcanzó vl gel 

do distribución se aumentó a 5 mAmp. 

Al finalizar la corrida ►  los geles permanecieron .:,r1 
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fijadora durante 30 minutos. luego fueron transferidos a 

solución de colorante por 90 minutos, al cabo de este tiempo 

se dyjaron durante toda la noche en solución decolorante. los 

geles se almacenaron finalmente en solución de Acido acético 

al 7%. 
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