
PRODUCCION DE UN ANTISUERO ESPECIFICO CONTRA 1~ESTRADIOL 

ENCONEJOa 


RESUMEN 

Centro de un programa de abasteclmlento de 
reactlvos prlmarlos para el radiolnmunoanallsls, 
se plante6 la necesldad de produclr antlsueros 
aspeciflcos contra asteroldes de Importancla en 
reproduccl6n animal. Por asta raz6n se Inmunl
zaron sels conejos Nueva Zelanda de dos meses 
de edad y 1.3 kg de peso contra 17Aestradlol-6
(O-carboxlmetlQ -oxlma: BSA. Se apllcaron dosls 
(micas de 100,300 Y 6OO)Jg de una emulsl6n de 

.0.4 ml de Boldetella pertussis y 1.6 ml de 
adyuvante completo de Freund en 15-20 sit los 
en el dorso por via Intradermlca, ademas una 
Inyeccl6n subcutanea de 0.4 ml de B. pertu88ls 
en un silio dlferente. EI muastreo se Inlcl6 en la 
tercera semana por puncl6n de la arteria central 
de la orela hasta determlnar el titulo maximo por 
radloinmunoanilllsls, tlempo en que fueron 
sacrlflcados por puncl6n cardIaca. EI titulo 
maximo Inlclal (1/15,()()Q se determln6 a la 
dbclma semana en un conejo que reclbl6 la 
dosis mils baja. Los porcentajes de unl6n 
maxima, uni6n a dosls baJa (23 fmol/tubq, 
dosls alta (750 fmol/tubo) y unl6n no especiflca 
fueron de 44, 34, 6 Y 1 % respectlvamente para 
astetltulo. EI equillbrlo de la reaccl6n antigeno
antlcuerpo se alcanz6 a las ocho horas de 
incubacl6n a 4 C. Los porcentaje de reaccl6n 
cruzada contra estrona, estriol y etlnllastradlol 
fueron 0.68, 0.11 Y 0.10% respectlvamente. La 
ecuacl6n Y= 108 + 0.85 X expllc6 la relacl6n que 
exlste con un antlsuero de referencla proporclo
nado por la OMS (r= 0.97). Se obtuvo un 
antlsuero con buena senslbilldad y especlflcldad 
contra 17-/1 estradiol para ser usado en 
radlolnmunoanallsls. 
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INTRODUCCION 

En los uttlmos anOS la comunidad 
biomedlca ha adoptado y apllcado 
tecnicas Inmunol6gicas para el estudlo 
de algunos problemas end6ncrlnos. 
E~te proceso ha generado nuevas areas 
de Investlgacl6n asi como alternatlvas 
especfflcas para su apllcacl6n. Aunque 
se ha avanzado en el conocimlento de 
la respuesta inmune, los procedlmlen
tos de Inmunlzacl6n se han reallzado 
en forma empirlca; por esta raz6n 
existen metodos que varian desde la 
dosls, frecuencla de Inyeccl6n, espe
cles, etc.a 

EI anticuerpo es uno de los compo
nentes basicos de la reaccl6n inmune 
en el inmunoanallsls en general y del 
radiolnmunoanallsls (RIA) en particu
lar. Por 10 que el antlsuero deberi 
cumpllr con dos caracteristlcas prlncl
pales: alta aflnldad y especlflcldad bien 
deflnlda7.2. Para que un antlcuerpo sea 
CGRfiable, necesita lIenar requlsltos 
indispensables para su caracterlzacl6n: 
pruebas de reaccl6n cruzada, paralella
mo avldez, senslbilidad y preclsl6n. 

En Mexico, la falta de anti cuerpos' 
especificos que permitan la determln. 
cl6n cuantltatlva de las hormonas de 
Importancla reproductlva en anI males 
domestlcos obllga a abastecerse de 
ell os a traves de Importaclones. Por 10 
que el objetlvo de este experlmento fue 
la Induccl6n de un antlsuero especiflco 
contra 17Bestradlol. 
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MATERIAL Y METODOS 

Se utlllzaron conejos machos, sanos 
Nueva Zelanda de dos meses de edad y 
1.3 +0.1 Kg de peso. EI inmun6geno 
utlllzado fue 17-14 estradiol-6-(G-carbo
xlmetlO-oxlma unido a albumina serlca 
bovina (20-30 moles de esteroide por 
mol de proteina (Sigma Chern.). EI 
procedlmlento de inmunizaci6n realiza
do fue una modificaci6n al esquema 
descrlto por Vaitukaitls, y COI.,10 . Los 
conejos se distrlbuyeron en tres grupos 
y en cada grupo fueron inyectados con 
100, 300 y 6OO)Jg del inmun6geno 
como dosls (mica por animal. EI 
Inmun6geno fue disuelto en 0.4 ml de 
solucl6n salina que contenla 500,000 
bacterias atenuadas y detoxlflcadas de 
B. pertussis. Esta solucl6n se mezcl6 
con 1.6 mi de adyuvante completo de 
Freund (Sigma Chem) y la emulsi6n 
(2.0 mO se inyect6 por via intradermlca 
en 15 a 20 sitios de la regl6n dorso 
lumbar. Simultaneamente se inyect6 
por via sUbcutanea 0.4 ml adlcionales 
de la soluci6n con 8. pertussis en una 
de las patas. A partir de la tercera 
semana post-inmunlzaci6n se tom6 
una muestra de sangre (1 ml) de la 
arteria central de la oreja. Posterlor
mente a intervalos de slete dlas hasta 
que se detectaron los titulos mAximos, 
momento en el cual los conejos se 
sangraron por puncl6n cardiaca. EI 
suero de cada animal se separ6 por 
centrifugacl6n (1000 g) durante 30 min 
y se adlclon6 con 0.01 % de azlda de 
sodlo y se almacen6 a -20 C en frascos 
de 1 mi. La tltulacl6n semanal y final 
del antlsuero se reallz6 por RIA, de 
acuerdo a la tecnlca descrita por 
Abraham 1 • Posterlormente se 110111 iz6 
y se tltul6 nuevamente para verificar 
que no dlsmlnuyera la actlvldad Inmu
nol6glca. 

Para la caracterlzacl6n de los antl
sueros (aflnldad, especlflcldad y sensl
bilidad) se realizaron cuatro pruebas: 
1) Curvas de dllucl6n de antisuero; ~ 
Tlempo 6ptlmo de Incubacl6n; ~ 

Reaccl6n cruzada y 4) Comparaci6n 
con un antlsuero de referencia (K
158310) proporcionado por la Organiza
ci6n Mundlal de la Salud (OMS). Para 
preparar las curvas de diluci6n del 
antlsuero, se descongel6 1 ml de suero 
completo y se diluy6 con una soluci6n 
salina amortiguadora de fosfatos (0.4 
M, pH 7.~ conteniendo 1 % de gelatina 
para obtener las siguientes diluciones 
Inclales: 1/1000, 1/2000, 1/4000, 
1/8000, 1/16000 y 1/32000. Para esta 
prueba se consider6 el comportamien
to del antisuero con dos concentracio
nes conocidas de 17-j3estradiol: 23 y 
750 femtomoles/tubo. EI titulo 6ptimo 
de la reacci6n se consider6 cuando el 
anticuerpo une el 50% del antigeno y 
que sera denomlnada como uni6n 
mAxima (Umax). Ademas se calcul6 el 
tlempo minlmo requerido para lIagar al 
equilibrlo de la reacci6n antigeno-anti
cuerpo, usando un volumen de incuba
cl6n de 0.7 ml y una temperatura 
con stante de 4 C. EI antlsuero obtenl
do fue probado para determlnar reac
clones cruzadas con tres compuestos 
de estructura similar al estradiol: 
est rona, estriol y etinilestradiol. La 
comparacl6n del antlsuero obtenldo 
con el de referencia fue probada por un 
comportamiento lineal con el antl-17/3 
estradiol K 158310 realizando tres 
anallsls. Cada uno de los cuales 
consisti6 en analisis paralelos en los 
que se incluyeron 100 muestras de 
suero por dupllcado, utilizando en cada 
caso el antisuero de la OMS y en el otro 
el que se obtuvo en el experimento. 
En ambos anallsis se utilizaron traza
dores y estandares proporcionados por 
laOMS. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

En todos los animales se obtuvo una 
respuesta inmune. En el muestreo 
realizado tres semanas despues de la 
inmunlzacl6n se obtuvieron titulos de 
1/1000. A la decima seman a se 
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Figura 1. Curvas de dilucion de un antisuero contra 17~ estradiol preparado en 
conejo. Porcentajes de union maxima (0---0) y con dos concentraciones 
conocidas de 17-,6' estradiol (.l--A 23 Y .-. 750 f~ol/tubo) en la 

prueba de radio inmunoanalisis. 
determin6 el titulo maximo de 1/20000 dlol) y con cantldades conocldas de 
en uno de los conejos que recibi6 la 17~ estradiol se presentan en la Figura 
dosis mas baja (100)..lg) , mientras que 1. EI titulo de un antlsuero utllizado en 
en los otros animales la respuesta fue RIA sa ha deflnldo como la dllucl6n 
de 1/4000. Esta respuesta fue similar a Inlclal en la que el antlsuero une el 50% 
la obtenida por Vaitukaitis, y col. ,10 en del esterolde trltlado 1. En cada una de 
cuyo esquema de inmunlzaci6n se las dlluclones Inlclales 1/1000, 1/2000, 
bas6 este expertmento. En los Infor- -1/4000, 1/8CXlO, 1/16000 Y 1/32000 se 
mes que mencionan haber usado otros observaronlos sigulentes porcentaJes 
esquemas de inmunizaci6n, los titulos de Umax: 88, 94, 85, 63 Y 38%, 
maximos se presentan alrededor de la respectlvamente. Con base en estos 
decima semana despues de la inmuni- resultados y en la deflnlcl6n, el meJor 
zacl6n contra estero ides y proteinas~~ titulo del antisuero se encuentra entre 
La respuesta secundaria a una Inyec- 1/8CXlO y 1/16000. Una posterior tltula
ci6n de refuerzo sa presenta mas el6n dentro de este rango mostr6 que la 
temprano en ~omparacl6n con la dittlcl6n 1/15000, present6 el meJor 
respuesta primana, ademas de que los porcentaJe de Umax (44%) • 
titulos y avide~ son mayo res 6 

• • Aslmlsmo, para la seleccl6n del 
La caractenzacl6n se realiz6 unica- titulo 6ptlmo sa conslder6 el comporta

mente en el antisuero que presant6 el mlento del antlsuero en presencia de 
titulo maximo y se realizaron las 1713 estradiol sin marca radlactlva. EI· 
pruebas de aflnidad, especificldad, antisuero fue capaz de dlstlngulr 
sansibllidad y la comparaci6n con un concentraclones de 23 y 750 fmolltubo 
antisuero de referencia. sin confundlrse con la Umax (44%) nl 

Las curvas de Umax de las dlferen- con la unl6n no especiflca (UNE =_1 %) 
tes dlluclones del antlsuero con el respectivamente. Para la dllucl6n Inl
antigeno marcado (2, 4, 6, 7-3H-estra- clal de 1/15000, estos porcentaJes. 
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fueron de 34 y 6% para cada una de las 
concentraclones conocldas respect iva
mente. 

Debldo a que se busca un antisuero 
que sa pueda optimizar en el RIA sin 
que se pierda la caracteristica de 
senslbilidad, es decir distlngulr dosis 
minlmas pero diferentes de cero (Ske
lley, y col. ,9 ) se consider6 que la 
dllucl6n1/15000 del antlsuero cumple 

con el requisito al detectar 23 fmol/tu
boo Con este limite se pretende 
determinr concentraciones de dos a 
tres picogramos de estradiol p~r ml de 
suero presentes durante el periodo de 
anestro en ovejas 1q 

Los resultados del tiempo 6ptimo 
de incubaci6n en que se obtiene el 
equilibrio de la reacci6n antigeno-anti
cuerpo se presentan en la Figura 2. La 

Figura 2. 	 T~empo de incubacion del anticuerpo contra 17-)5 estra
diol preparado en conejo y en un volumen de 0.7 ml en 
la prueba de radioinmunoanalisis. 
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literatura menciona que el tiempo 
requerido para este equilibrio varia de 
pocas horas hasta dias dependiendo de 
la especificidad del antisuero (Skelley, 
y col.,9 ). En este caso, el tiempo 
minima de incubaci6n a 4 C Y con la 
d i I uci6n 1/15000 fue de ocho horas. 

Debido a la conveniencia en cuanto 
ala rutina de trabajo y a que no existen 
diferencias en los porcentajes de uni6n 
despues de ocho horas, es posible 
utilizar hasta 20 h como el mejor 
tiempo de incubacion. Sin embargo, 
debera considerarse que si el periodo 
de incubaci6n se prolonga p~r mas de 
48 h, el anticuerpo se dal"la y aumenta 
la UNE'frovocando una cuantificaci6n 
err6nea ,Skelley, y col, 9 . 

RAS 

Los porcentajes de reacci6n cruzada 
al 50% de union maxima se presentan 
en el Cuadro 1. La especifiCidad--del 
antisuero determinada p~r esta prueba 
es aceptable al compararla con otros 
antisueros y para los esteroides con los 
que presenta reaccion cruzada. 

Korenman, y col. 5, encontraron 
porcentajes de reacci6n cruzada de 
0.36 y 0.42% con est rona y estriol 
respectivamente, de un antisuero obte
nido en oveja; asimismo, con un 
antisuero comercial (Micromedic Sys
tems) inducido en conejos y con el 
mismo inmunogeno utilizado en el 
presente experimento, se mencionan 
porcentajes de 0.80 y 1.80% con los 
mismos estr6genos. Estos porcentajes 

CUADRO 1. 	 POI 
ANl 
TRI 

ESTEROIDE 

17-,/.3 es t rad 
Esterona 
Estriol 
Etinil estr. 

,,< 	 Con una d 
union max 

de reacci6n cruzada so 
los encontrados en esta 
0.11 % para estrona y es 
mente, indicando que el 
buena especificidad. 

La comparaci6n con 
referencia se realizo POI 
regresi6n lineal simple 
obtenidos al analizar 10 
ambos antisueros en la 
(Figura 3). La ecuacion 
los datos fue: Y =108+ 
Y fueron las concentra 
estradiol con el antisuE 
titulando y X las propor 
antisuero de referencil 
0.05). Estos resultados 
comportamiento del , 
determinar concentraci 
diol en suero 0 plasma f 
referencia de la OMS, y 
observar el comportar 
laboratorios que realiz, 
RIA en el mundo. Aun 
una sobrestimacion dE 
cion de 17pestradiol (11 
racion con el antisuerc 
cabe sel"lalar que esto 
utilidad del antisuero 
que existe la posibilic 
antisuero de referencic 
mando los valores blanc 



CUADRa 1. 	 PORCENTAJES DE REACCION CRUZADA DE UN SUERO 
ANT I 17-;.9 ESTRAD IOL PRE PARADa EN CONEJO, CON 
TRES ESTEROIDES DE ESTRUCTURA SIMILAR* 

ESTEROIDE 	 PORCENTAJE DE UNION 

17-j.gestradiol 
Esterona 

100.00 
0.68 

Estriol 0.11 
Etinil estradiol 0.10 

* Con una dilucion inicial del 1/15 000 y el 50% de 
union maxima en el radioinmunoanal isis. 

de reaccl6n cruzada son mayores que 
los encontrados en esta ocasl6n: 0.68 y 
0.11 % para est rona y estriol respect Iva
mente, Indicando que el antlsuero tlene 
buena especiflcidad. 

La comparacl6n con el antlsuero de 
referencia se realiz6 por medio de una 
regresi6n lineal simple de los valores 
obtenldos al analizar 100 muestras con 
ambos antisueros en la prueba de RIA 
(Figura 3). La ecuacl6n que se ajust6 a 
los datos fue: Y= 108+0.852 X, donde 
Y fueron las concentraciones de 17" 
estradiol con el antlsuero que se esta 
titulando y X las proporclonadas por el 
antlsuero de referencla (r= 0.97, P( 
0.05). Estos resultados Indican que el 
comportamiento del antisuero para 
determlnar concentraclones de estra
diol en suero 0 plasma fue similar al de 
referencia de la OMS, y que utiliza para 
observar el comportamiento de los 
laboratorios que realizan pruebas de 
RIA en el mundo. Aun cuando exlste 
una sobrestlmaci6n de la concentra
ci6n de 17 fJ estradiol (10%) en compa
racl6n con el antisuero de referencla, 
cabe senalar que esto no invalida la 
utilidad del antisuero producido, ya 
que existe la posibilidad de que el 
antisuero de referencia este subesti
mando los valores blanco. 

La obtenci6n del antlsuero contra 
17,8 estradiol cumple una parte de los 
objetivos del programa al lograr la 
produccl6n de un antisuero con buen 
titulo de trabajo y una especlficidad y 
sensibilidad aceptables para cuantifi
car 17,..., estradiol en suero 0 plasma. 
Ademes proporciona apoyo a los 
proyectos de investigaci6n en endocrl
nologia de la reproduccl6n en las 
principales especies de animales do
mesticos. 

SUMMARY 

The purpose of the present worn was to produce 
a specific antiserum against estradlol-17,'S. Six 
two-month-old new Zealand rabbit were Immuni
zed against estradlol17(J -6 (O-carboxy-methyO
oxlme:BSA. One hundred, 300 AND 600 pg of 
Immunogen were homogenelzed with 0.4 ml of a 
Bordetella pertussis solution and 1.6 ml of 
complete Freund's adjuvant and the resulting 
emulsion was injected Intradermally at 15-20 
sites on the back of the animal. An extra 0.4 ml 
of B. pertussis solution was Injected subcuta
neously at a separate site. Starting on the third 
week after immunization, all animals were bled 
at 7-day Intervals by central ear artery puncture 
for 10 weeks and then slaughtered by cardlc 
puncture when the maximun binding was 
detected. The Initial maxlmun titre (1/15,~ 
was obtained In one rabbit which was Injected 
with the power dose. The values for maximum 
binding, low dose binding (23 fmol I tube) • high 
dose binding (750 fmol Itube) and non specific 
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Figura 3. Correlacion de los resultados obtenidos en la prueba de radioinmuno 
anal isi$ usando dos antisueros contra 17-/3 estradiol. 

binding were 44, 34, 6 and 1 % respectively. The 
antlgen-antlbody equilibrium was reach at eight 
hours and cross-reaction percentage against 
estrone, estriol and ethylestradlol were 0.68, 
0.11 and 0.10% respectively. Regreslon aqua
tlon Y= 108+0.852 x shows the relationship 
between the antiserum obtained and the WHO 
reference antiserum (r= 0.97). The antl-estradlol 
17{J serum produced had good sensitivity and 
specificity for use In radioimmunoassay. 
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