PRODUCCION DE UN ANTISUERO ESPECIFICO CONTRA 1?,@ESTRADIOL
EN CONEJO?®

RESUMEN

Dentro de un programa de abastecimiento de
reactivos primarios para el radioinmunoanalisis,
se planted la necesidad de producir antisueros
especificos contra esteroldes de importancia en
reproduccion animal. Por esta razén se Inmuni-
zaron seis conejos Nueva Zslanda de dos meses
de edad y 1.3 kg de peso contra 174estradlol-6-
(0-carboximetil) -oxima: BSA. Se aplicaron dosis
dnicas de 100, 300 y 800 ug de una emulsion de
0.4 ml de Bordetella pertussis y 1.6 mi de
adyuvante compieto de Freund en 15-20 sitics
en el dorso por vla intradérmica, ademés una
“inyeccién subcutanea de 0.4 mi de B. pertiissis
en un sitio diferente. El muestreo se inici6 en la
tercera semana por puncién de la arteria central
de la oreja hasta determinar el tituto maximo por
radioinmunoanalisis, tlempo en gque fueron
sacrificados por puncién cardiaca. El titulo
méximo Iniclal (1/15,000 se determiné a la
décima semana en un conejo que recibié la
dosis mas baja. Los porcentajes de unidn
maxima, unién a dosis baja (23 fmoi/tubg,
dosis alta (750 fmol/tubg y unibn no especifica
fueron de 44, 34, 6 y 1% respectivamente para
este titulo. El equilibrio de la reaccién antigeno-
antlcuerpo se alcanzé a las ocho horas de
Incubacién a 4 C. Los porcentaje de reaccién
cruzada contra estrona, estriol y etinilestradlol
fueron 0.68, 0.11 y 0.10% respectivamente. La
ecuacion Y= 108 + 0.85 X explicd la relacién que
existe con un antisuero de referencla proporcio-
nado por ila OMS (r=0.87. Se obtuvo un
antisuero con buena sensibilidad y especificidad
contra 17-8 estradiol para ser usado en
radioinmunoanalisis,
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INTRODUCCION

En los uttimos afios la comunidad
biomédica ha adoptado y aplicado
técnicas inmunol6gicas para el estudio
de algunos problemas endéncrinos.
Ezte proceso ha generado nuevas &reas
deé investigacién asi como alternativas
especificas para su aplicacion. Aunque
se ha avanzado en el conocimiento de
la respuesta inmune, los procedimien-
tos de inmunizacién se han realizado
en forma empirica; por esta razén
existen métodos que varian desde la
dosis, frecuencia de inyeccidn, espe-
cies, etc.8

El anticuerpo es uno de los compo-
nentes basicos de la reaccién inmune
en el inmunoanélisis en general y del
radioinmunoanalisis (RIA) en particu-
lar. Por lo que el antisuerc deberé
cumplir con dos caracteristicas princl-
pales: alta afinidad y especificidad blen
definida®2. Para que un anticuerpo sea

‘cenflable, necesita llenar requisitos

indispensables para su caracterizacion:
pruebas de reaccion cruzada, paralelis-
mo avidéz, sensibilidad y precisién.

En México, la falta de anticuerpos’
especificos que permitan la determina-
cién cuantitativa de las hormonas de
importancia reproductiva en animales
domésticos obliga a abastecerse de
ellos a través de importaciones. For lo
que ¢l objetivo de este experimento fue
la induccién de un antisuero especifico
contra 178estradiol.



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron conejos machos, sanos
Nueva Zelanda de dos meses de edad y
1.3+0.1 Kg de peso. El inmunégeno
utilizado fue 17-2 estradiol-6-(0-carbo-
ximetil) -oxima unido a albumina sérica
bovina (20-30 moles de esteroide por
mol de proteina (Sigma Chem)). El
procedimiento de inmunizacion realiza-
do fue una modificacion al esquema
descrito por Vaitukaitis, y col.,!0 . Los
conejos se distribuyeron en tres grupos
y en cada grupo fueron inyectados con
100, 300 y 600 ug del inmundgeno
como dosis UGnica por animal. El
inmundégeno fue disueito en 0.4 mi de
solucién salina que contenia 500,000
bacterias atenuadas y detoxificadas de
B. pertussis. Esta solucién se mezcld
con 1.6 mi de adyuvante completo de
Freund (Sigma Chem) y la emulsién
(2.0 mi) se inyecté por via intradérmica
en 15 a 20 sitios de la regién dorso
lumbar. Simultdneamente se inyecté
por via subcuténea 0.4 ml adicionales
de la solucion con B. pertussis en una
de las patas. A partir de la tercera
semana post-inmunizacién se tomé
una muestra de sangre (1 mil) de la
arteria central de la oreja. Posterior-
mente a intervalos de siete dias hasta
que se detectaron los titulos maximos,
momento en el cual los conejos se
sangraron por puncidén cardiaca. El
suero de cada animal se separé por
centrifugacion (1000 g) durante 30 min
y se adicioné con 0.01% de azida de
sodio y se almacend a-20 C en frascos
de 1 ml. La titulacién semanal y final
del antisuero se realizd por RIA, de
acuerdo a la técnica descrita por
Abraham’. Posteriormente se liofilizé
y se titulé nuevamente para verificar
que no disminuyera la actividad inmu-
nolégica.

Para la caracterizacién de los anti-
sueros {(afinidad, especificidad y sensi-
bilidad) se realizaron cuatro pruebas:
1) Curvas de dliucién de antisuero; 2
Tiempo Optimo de incubacion; 3

2

Reaccién cruzada y 4) Comparacién
con un antisuero de referencia (K-
158310y proporcionado por la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS). Para
preparar las curvas de dilucién del
antisuero, se descongelé 1 ml de suero
completo y se diluyd con una solucién
salina amortiguadora de fosfatos (0.4
M, pH 7.2 conteniendo 1% de gelatina
para obtener las siguientes diluciones
inciales: 1/1000, 1/2000, 1/4000,
1/8000, 1/16000 y 1/32000. Para esta
prueba se considerd el comportamien-
to del antisuero con dos concentracio-
nes conocidas de 17-43 estradiol: 23 y
750 femtomoles/tubo. E! titulo 6ptimo
de la reaccién se consideré cuando el
anticuerpo une el 50% del antigeno v
que serd denominada como unién
méxima (Umax) . Ademas se calcul6 el
tiempo minimo requerido para llegar al
equilibrio de ia reaccién antigeno-anti-
cuerpo, usando un volumen de incuba-
cién de 0.7 mi y una temperatura
constante de 4 C. El antisuero obteni-
do fue probado para determinar reac-
ciones cruzadas con tres compuestos
de estructura similar al estradiol:
estrona, estriol y etinilestradiol. La
comparacién del antisuero obtenido
con el de referencia fue probada por un
comportamiento lineal con el anti-17/3
estradiol K 158310 realizando tres
analisis. Cada uno de los cuales
consistié en analisis paralelos en los
que se incluyeron 100 muestras de
suero por duplicado, utilizando en cada
caso el antisuero de la OMS vy en el otro
el que se obtuvo en el experimento.
En ambos analisis se utilizaron traza-
dores y estandares proporcionados por
la OMS,

RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los animales se obtuvo una
respuesta inmune. En el muestreo
realizado tres semanas después de la
inmunizacién se obtuvieron titulos de
1/1000. A la décima semana se
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Figura 1. Curvas de dilucidn de un antisuero contra 17-6 estradiol _preparado en
conejo. Porcentajes de unidn mixima {o——n) y con dos concentraciones

conocidas de 17-4 estradiol (g—~4 23 ¥ @

e 750 fHol/tubo) en la

prueba de radio inmunoanalisis.

determind el titulo maximo de 1/20000
en uno de los conejos que recibid la
dosis mas baja (100, ug), mientras que
en los otros animales la respuesta fue
de 1/4000. Esta respuesta fue similar a
la obtenida por Vaitukaitis, y col.,'® en
cuyo esquema de inmunizacién se
basd este experimento. En los infor-
mes que menciohan haber usado otros
esquemas de inmunizacion, los titulos
méximos se presentan alrededor de la
décima semana después de la inmuni-
zacion contra esteroides y proteinas328
La respuesta secundaria a una inyec-
cion de refuerzo se presenta mas
temprano en comparacién con la
respuesta primaria, ademas de que los
titulosy avidéz son mayores®.

La caracterizacion se realizé Gnica-
mente en el antisuero que presenté el
titulo maximo y se realizaron las
pruebas de afinidad, especificidad,
sensibilidad y la comparacién con un
antisuero de referencia. '

Las curvas de Umax de las diferen-
tes dilucliones del antisuero con el
antigeno marcado (2, 4, 6, 7-3H-estra-

diol) y con cantidades conocidas de

174 estradiol se presentan en la Figura
1. El titulo de un antisuero utilizado en

RIA se ha definido como ia dilucion

inicial en la que el antisuero une el 50%

del esteroide tritiado 1. En cada una de

las diluciones Iniciales 1/1000, 1/2000,

-1/4000, 1/8000, 1/16000 y 1/32000 se
observaron los sigulentes porcentajes
de Umax: 88, 94, 85 63 y 38%,
respectivamente. Con base en estos
resultados y en la definicion, el mejor
titulo del antisuero se encuentra entre
1/8000 y 1/16000. Una posterior titula-
¢i6n dentro de este rango mostré que la

ditucién 1/15000, presenté el mejor

porcentaje de Umax (44%).

Asimismo, para la seleccion del
titulo 6ptimo se conslderd el comporta-
miento del antisuero en presencia de
17/3 estradiol sin marca radlactiva. El
antisuero fue capaz de distinguir
concentraciones de 23 y 750 fmol/tubo
sin confundirse con la Umax (44%) ni
con la unién no especifica (UNE = 1%).
respectivamente. Para la diluclon ini-
cial de 1/15000, estos porcentajes.
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fueron de 34 y 6% para cada una de las
concentraciones conocidas respectiva-
mente.

Debido a que se busca un antisuero
que se pueda optimizar en el RIA sin
que se pierda la caracteristica de
sensibilidad, es decir distinguir dosis
minimas pero diferentes de cero (Ske-
lley, y col.?) se consider6 que la
diluclén 1/15000 del antisuero cumple

con el requisito al detectar 23 fmol/tu-
bo. Con este limite se pretende
determinr concentraciones de dos a
tres picogramos de estradiol por ml de
suero presentes durante el periodo de
anestro en ovejas 19

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

Figura 2. T!'empo de incubacién del anticuerpo contra 17-8 estra-
diol preparado en conejo y en un volumen de 0.7 ml en
la prueba de radioinmunoanalisis.

mep=4Z2mOI0v

GO
3" v T T ) T T L
4 8 15 19 22 25 27
HORAS
literatura menciona que el tiempo Los porcentajes de reaccion cruzada

requerido para este equilibrio varia de
pocas horas hasta dias dependiendo de
la especificidad del antisuero (Skelley,
y col.,%). En este caso, el tiempo
minimo de incubacién a4 C y con la
dilucién 1/15000 fue de ocho horas.

Debido a la conveniencia en cuanto
alarutina de trabajo y a que no existen
diferencias en los porcentajes de unién
después de ocho horas, es posible
utilizar hasta 20 h como el mejor
tiempo de incubacién. Sin embargo,
‘debera considerarse que si el periodo
de incubacién se prolonga por mas de
48 h, el anticuerpo se dafia y aumenta
la UNE, frovocando una cuantificacién
errénea“, Skelley, y col,® .
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al 50% de unién méaxima se presentan

en el Cuadro 1. La especificidad del
antisuero determinada por esta prueba
es aceptable al compararla con otros
antisueros y para los esteroides con los
que presenta reaccion cruzada.
Korenman, y col.3, encontraron
porcentajes de reaccién cruzada de
0.36 y 0.42% con estrona 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 inmunégeno utilizado en el
presente experimento, se mencionan
porcentajes de 0.80 y 1.80% con los
mismos estrégenos. Estos porcentajes



CUADRO 1. PORCENTAJES DE REACCION CRUZADA DE UN SUERO
ANTI 17-48 ESTRADIOL PREPARADO EN CONEJO, CON
TRES ESTEROIDES DE ESTRUCTURA SIMILAR%

ESTEROIDE PORCENTAJE DE UNION
17-ABestradiol 100.00
Esterona 0.68
Estriol 0.11
Etinil estradiol 0.10

% Con una dilucidn inicial del 1/15 000 y el 50% de
unidn maxima en el radioinmunoandlisis.

de reaccién cruzada son mayores que
los encontrados en esta ocasién: 0.68 y
0.11% para estronay estriol respectiva-
mente, indicando que el antisuero tiene
buena especificidad.

La comparacién con el antisuero de
referencia se realizé por medio de una

regresion lineal simple de los valores.

obtenidos al analizar 100 muestras con
ambos antisueros en la prueba de RIA
(Figura 3. La ecuacién que se ajustd a
los datos fue: Y= 108 4+ 0.852 X, donde
Y fueron las concentraciones de 178
estradiol con el antisuero que se esta
titulando y X las proporcionadas por el
antisuero de referencia (r=0.97, P(
0.05. Estos resultados indican que el
comportamiento del antisuero para
determinar concentraciones de estra-
diol en suero o 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. Adn cuando existe
una sobrestimacion de la concentra-
cién de 17 B estradiol (10%) en compa-
racion con el antisuero de referencia,
cabe sefialar que estc no invalida la
utilidad del antisuerc producido, va
que existe la posibilidad de que el
antisuero de referencia esté subesti-
mando los valores blanco.

La obtencion del antisuero contra
174 estradiol cumple una parte de los
objetivos del programa al lograr la
produccién de un antisuero con buen
titulo de trabajo y una especificidad y
sensibilidad aceptables para cuantifi-
car 174 estradiol en suero o plasma.
Ademés proporciona apoyo a los
proyectos de investigacién en endocri-
nologia de la reproduccién en las
principales especies de animales do-
mésticos.

SUMMARY

The purposs of the prasent work was to produce
a specific antiserum against estradicl-17/3 . Six
two-month-old new Zealand rabbit were immuni-
2ed against estradiol 173 -6 {O-carboxy-methyl) -
oxime:BSA. One hundred, 300 AND 600 ug of
immunogen were homogenelzed with 0.4 mi of a
Bordetella pertussis solution and 1.6 mi of
complete Freund’s adjuvant and the resulting
emulsion was injected intradermally at 15-20
sites on tha back of the animal. An éxtra 0.4 mi
of B, pertussls solution was Injected subcuta-
neously at a separate site. Starting on the third
week after immunization, all animals were bled
at 7-day Intervais by central ear artery puncture
for 10 weeks and then slaughtered by cardic
puncture when the maximun binding was
detected. Ths initlal maximun titre {1/15,000
was obtained In one rabbit which was injacted
with the power dose. The values for maximum
binding, low dose binding (23 fmol /tubg, high
dose binding (750 fmol /tubg and non specific
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Figura 3. Correlacidn de los resultados obtenidos en la prueba de radioinmuno
andlisis usando dos antisueros contra 17-4 estradiol.

binding were 44, 34, 6 and 1 % respectively. The
antigen-antibody equilibrium was reach at eight
hours and cross-reaction percentage against
estrone, estriol and ethylestradiol were (.68,
0.11 and 0.10% respectively. Regreslon equa-
tion Y=108+0.852 x shows the relationship
between the antiserum obtained and the WHO
reference antiserum (r= 0.97). The anti-estradiol
173 serum produced had good sensitivity and
specificity for use in radioimmunoassay.
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