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I. RESUMEN

Los anticuerpos son inmunoglobulinas producidas por las
celulas plasméticas derivadas de los linfocitos B en respuesta al
ingreso en el organismo de sustancias extrafias o antigenos. Estos
anticuerpos, vya sea monoclonales o policlorales, pueden ser
marcados con radionucleidos y ser usados en  inmunogammagrafia

como una técnica de medicina nuclear.

Los metodos de marcacion de anticuerpos (generalmente de

tipo IgB}) involucran en su primera etapa la reduccion de los

‘enlaces disulfuro de la proteina generando grupos sulfhidrilo

(SH} libres que representan sitios de alta afinidad con el Td7% .,

Se estudiaron dos métodos de marcacion directos wtilizando
como agentes reductores de la proteina IgG poeliclonal al  2-
Mercaptoetancol (2-ME) v al Acido Ascédrbico (AA), v como reductor

del Tcr*m el Glucoheptonato-SnCls .

La IgG utilizada provenia de sueros de pacientes con
osteomielitis, siendo purificada por el midtodo del Acido

Caprilico. Se redujeron 5 muestras de Igb de 5 mg/dl con Z2-ME y

se purificaron por cromatogratia de exclus.ion obteniéendose
diferentes alicuotas; asi mismo, se redujo 24 nuestras de IgG de
2.5 wmg/dl con AA, determinandose los grupos SH libres de ambas

reducciones por medio de la curva estandar previamente realizada.

Si se observd diferencia significativa (con un alfa = 0.095)
entre los métodos, teniendo el 2-ME un rendimiento de marcacién

de 83.84B% y el AA de 76.463%.



Se concluytd que ambos metodos son efectivos si se trabaja
con los requerimientos necesarios para la preparacion,
manipulaciébn y medicion de los compuestos, aunque se prefiere

trabajar con el AA ya que es un método mas sercillo, practico y

no toxico como el 2-ME.



IT. INTRODUCCION

La I nmunogammagrafia, también denominada
Radioinmunolocalizacion, es una técnica de Medicina Nuclear que
s2 basa en la utilizacion de Anticuerpos Monoclonales (AcMo)

marcados con isodtopos radiactivos (1).

La mayor ventaja de la Inmunogammagrafia frente a otras
técnicas de diagnédstico por imagenes es su alta especificidad,
puesto gue se basa en reacciones inmunologicas. Para su
realizacidn se precisa la existencia de un antigeno celular
asgciado a la lesidn que se quiere detectar, disponer de un AcMo
contra este antigeno, un radiofarmaco adecuado para el marcaje de
este anticuerpo y una técnica de marcaije gQue preserve su
inmunorreactividad. La adminiétracibn al paciente del AcMo
marcado bhace gue este se una al antigeno especifico y gque la

lesidn pueda ser detectada mediante imagenes gammagraficas (1).

Existen métodos directos de marcacion que involucran en  su
primera etapa la reduccion del anticuerpo, gue genera =grupos
sulfhidrilo libres. Estos grupos  sSon 2senclales en la
marcacion de la proteina con Tc:‘“'rh dado que representa sitios de

alta afinidad al nucleido (2).

Dentro de 1los agentes mas empleados en la reduccidn del
anticuerpo estan el 2Z2-Mercaptoetancl (2-ME) y ©]1 Acido Ascorbico

(AR) entre otros (2).

El presente trabajo compard estos dos agentes reductores de

los enlaces disulfuro de la proteina Ig6 v posteriormente se
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marcd con Tc99m , determinandose asi wmismo unma metodologia

adecuada para marcar anticuerpos con Tc?9m,

con el objeto de ser

utilizada en Medicina Nuclear para diagntstico v tratamiento de

neoplasias vy otras patologias.




I1I. ANTECEDENTES

A. Generalidades:

Los anticuerpos son  inmunoglobulipas producidas por las
celulas plasmaticas derivadas de los linfocitos B, en respuesta
al ingreso en el organismo de sustancias extraflas o antigenos. La
region especifica del antigenoc gue reacciona v se une con el
anticuerpo se denomina determinante antigénico o epitopo. Un
mismo antigeno puede tener varios epitopos, que estimulan a
diferentes clonas de linfocitos B, por lo que la respuesta
inmuneolidgica dard lugar a la aparicidn en sangre de una mezcla de

anticuerpos, es decir Anticuerpos Policlonales {(AcPo) (1).

Los AcPo se obtienen tras la inmunizacibn de wun
animal con el correspondiente antigeno, teniendo tierta
contaminacion con  otros antigenos originando wuna mezcla de
anticuerpos con distinta afinidad hacia las ‘diferentes
estructuras del antigeno a pesar de su purificacion.
El desarrollo de la Inmunogammagrafia tuvo lugar en la década de
los 70, siendo Goldberg une de sus iniciadores, quien marcd
anticuerpos anti—-antigeno carcinoembrionario (anti-CEA) con Iodo
131 (I*¥*); sin embargo la purificacién de los anticuerpos
policlonales era muy compleja vy la cantidad de anticuerpo gue se
requeria era tan elevada, gue la técnica para ser utilizada de

forma rutinaria resultaba demasiado complicada (1,4-7).

El desarrollo de la técnica hibridomal por Kbhler y Milstein

para la produccion de AcMo de gran pureza en cantidades




ilimitadas, con wuna elevada afinidad y especificidad hacia un
solo epitopo del antigeno, fue un gran impulso para la
Inmunogammagrafia. Esta técnica ha abierto grandes posibilidades
en el campo de la investigacion, inmunodeteccion y de la
inmunoterapia mediante el marcaje y la utilizacion de anticuerpos
frente a antigenos asociados a tumores, asl como a patologlas

cardiovasculares y procesos infecciosos (1,8-10).

Después de inyectar el anticuerpo intravenosamente, es
transportadoc por la sangre a través del organismo hasta el sitio
especifico de reconocimiento entre el antigeno v el anticuerpo.
5i é&ste ha sido previamente marcado con un radionucleido emisor
gamma, €l agente servira como trazador para detectar el dafio;
pero si se emplea un radionucleido emisor de particulas alfa (&)
o beta (P) se puede utilizar en 1la radioterapia de dichas
patologias, por cuanto las particulas producen dafMo celular (11-

13).

B. Inmunoglobulinas:

Los anticuerpos (generalmente del tipo IgG cuando son
aplicados para inmunogammagrafia) son el praincipal componente
de la respuesta inmune secundaria. La Igh se halla distribuida

uniformemente entre los espacios intra y extravascular y posee

una concentracion serica media de 2 mg/ml (1,3).

La estructura de la IgG (Figura 1) est& formada por dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas unidas por puentes

disul furo. Poses dos enlaces disulfuro intracatenarios en la




cadena liviana, uno en la regidon variable y otro en la region

constante. Similarmente, existen cuatro de los enlaces
mencionados en la cadena pesada, la cual es del doble de
largo de la liviana. lL.os sitios de enlaces disulfuro de

ambas cadenas son llamados dominios protéicos y cada uno contiene

aproximadamente 110 residuos aminoacidicos (1,3,13).

La estructura tipo Y del anticuerpo es mantenida por fuerzas
no covalentes, dentro de las cuales se consideran en promedio 35

enlaces disulfuro por molécula de protelna (3).

Los residuos aminoacidicos del dominio variable (V) tanto de
la cadena pesada como de la liviana, interactdan entre si para
conformar el sitio de unidn al antigeno. La especificidad de
dicha interaccion esta determinada principalmente por tres
regiones de gran variabilidad, denominadas regiones
hipervariables, incluidas en el dominio (V). La regiétn constante
de la cadena liviana (Cl), el dominio Chi de la cadena pesada y
los dominios variables de ambas, conforman la porcidon Fab del
anticuerpo. Por otra parte, son los dominios Chzz ¥ Cl!k3 los que
daran lugar a la porcion Fc de la inmunecglobulina, a través de la

cual se unirédn a células.

lLa digestiotn enzimatica del anticuerpo permite obtener
determinados fragmentos del mismo, es decir, la digestiéon de Ig6
con papalna genera dos fragmentos Fab idénticos entre si y un
fragmento Fc. La accion proteolitica de la pepsina produce un
fragmento F(abk;, el cual abarca las dos regiones unidas por la

region bisagra, vy el fragmento Fc. La inmurorreactividad del




anticuerpo se mantiene después de esta separacion (1,13).

C. Radionucleidos:

l.os radionucleidos empleados pafa radioterapia deben emitir
particulas de manera gque produzcan alteracion a nivel celular gue
permita suprimir el crecimiento vy proliferacion de las cé&lulas
malignas. Los radionucleidos wtilizados para diagnostico
deben emitir radiacidn gamma, la cual atraviesa la materia
organica permitiendo asi el diagnobstico; ademéas, deben
poseer. ciertas propiedades fisicas, es decir, emitir fotones de
energia entre 50 a 300 Kev iKilmelectrbn voltios) y poseer un
periodo de semidesintegracidn corto no siempre similar al del
proceso biologico analizado. Los mas utilizados para marcacibn de
proteinas y su utilizacion en inmunogammagrafia se encuentran

descritos en la Tabla No. 1 {(13).

Las moleculas de proteina han sido marcadas por

radiciodinacion (1131) por deéecadas, y en la actualidad con Indio

(Inlll) o Tecnecio (Tc99”5. Tanto el 1131 como el In111

presentan el problema de inestabilidad in vivo, donde &1 primero

presenta una posible deshalogenacidn, perdida de BUS
caracteristicas en la imagen vy una dificil obtencién; mientras el

segundo presenta una alta acumulacién hepatica (13,14).

En la actualidad se empieza a trabajar con Tc99m ya gue
posee las ventajas de bajo costo, facil disponibilidad,

conveniencia y una dosis de radiacidn baja (15).




1. Radionucleido Tc29m;

3. Caracferisticas fisicas:
El Tc99m posee un periodo de semidesintegracidn (T1/2) de
6.04 horas con unha energlila de radiacibﬁ gamma de 140 KeV. Su modo
de decaimiento es por transiciétn isomérica. Se obtiene de la

siguiente manera:

La ausencia de emisitn beta permite la administracion
de cantidades del orden de milicurie (mCi) sin gque esto
signifique una dosis de radiacitn significativa para el paciente.
Por decaimiento pasa a Tc—-99 que es emisor beta pero tiene un
Tl/2 muy largo de 2.12 x 103 afios. Sus fotones gamma de 140 Kev,
presentan una adecuada penetraciéon de los tejidos, pueden ser
detectados con alta eficiencia con detectores de centelleo soOlido
con cristales de yoduro de sodio (Nal) activadcs con Talio (T1) vy
facilitan la obtencion de imégenes centellogr&ficas con una

resolucion utilizando colimadores de bajo espesor (16).

Todas estas caracteristicas son la razon de que un
alto porcentaje de los radiof&rmacos utilizados actualmente en
Medicina Nuclear sean compuestos matrcados con Tcggnk ya qQue sus
propiedades son altamente favorables en aplicaciones clinicas
tanto para la obtencidn de imagenes estaticas como para estudios

dinamicos (16).




99m

Otra gran ventaja que presenta el Tc es gue puede
ser obtenido facilmente en los servicios de Medicina Nuclear

en forma estéril, libre de pirégenos y sin portador, por elucion

de generadores de Mo-99 -%'ﬁ:ggm(lb).

b. Caracteristicas QGuimicas:

El Tecnecio (Tc) es el elemento numerc 43 de la tabla
periodica; es un metal de la segunda serie de transicion,
perteneciente al grupo VII B. Se encuentra ubicado entre  los
elementos Manganeso (Mn) (primera serie) y Renio (Re) {tercera
serie), presentando propiedades comunes con ellos, especialmente

con el Re (17).

Todos los nucleidos del Tc son radiactivos, con periodos de

semidesintegracidon desde 5 segundos (Tcllz) hasta 2.6 X 1Cﬁ affos

(T:975. Toda la aplicacién biomédica del Tc se basa en el empleo
del isédtopo Tc 2 %(18).
Posee estados de oxidacién que van desde -1 a +7. Los

4

estados inorganicos mas estables como ion pertecneciato (TcO™
con valencia +7 y de dioxido de tecnecio {TcDé) con valencia
- +4. Los restantes estados de oxidacién son inestables y dificiles

de obtener, presentandose principalmente bajo forma de complejos

de copordinacidn (18).

La reduccion del radionucleido en medio acuoso debera
llevarse a cabo en presencia de un ligando determinado, que logre
‘estabilizar el tecnecio reducido en solucién. Para esto se deben
considerar factores tales como: el potencial redox del Tecnecio vy

del agente reductor, el orden en gque se mezclan los reactivos, el

10




pH de la solucitn, vy por Gltimo el tiempo y la temperatura de la

reaccion (13).

D. Métodos de Marcacion de Anticuerpos:

Las técnicas de radiomarcacitn de anticuerpos se
desarrollaron debido a la reaccidon antigeno—-anticuerpo para fines
de diagnotstico y terapiaj; es por eso que el interés por encontrar
radiofarmacos mas especificos ha ido aumentando (19).

99m

1. Marcacion de IgB6 con Tc :

Los métodos de marcacidn deben modificar en forma minima la

estructura de la protefina (11,13}.

Se han descrite varios métodos para incorporar el Tcg9m a la
proteina, los cuales se clasifican en dos grandes grupos:
aguellos meéetodos directos en los gque la marcacién ocurive sobre
grupos endogenos de la proteina, v los métodos indirectos, que
utilizan wun agente quelante exébgeno a manera de facilitar vy

estabilizar la union del radionucleido al anticuerpo (13,15,19).

Valdes y colaboradores emplearon el Tc99m para el marcaje de
anticuerpos monoclonales (AcMo), donde utilizaron métodos
directos e indirectos de radiomarcaje obteniendo un  rendimiento
de marcacion de 95% con el método directo v 45% con el indirecto,
lo cual indica el adecuado uso de métodos directos de marcacion

99m

de anticuerpos con Tc - En estudios recientes donde se bhan

empleado métodos directos de marcacion de proteinas, se ha

11




utiiizado el acido ascodrbico (AAR) como agente reductor de 1la
proteina IgB, ¥y al ditionitc de sodio (Na25204) como reductor del
99m

Tc , siendo utilizados para la detecciovn de focos inflamatorios

(5,15).

Los métodos directos involucran en una primera etapa 1la
reduccion del puente disulfuro del anticuerpo (IgB), lo cual
genera grupos sulfhidrilo libres, el niamero de ellos es esencial
en el rendimiento de marcacién ya gue son grupoas de afinidad del
radionucleido (Figura 2). Dentro de los agent2s reductores mas
empleados se encuentran el Z2-Mercaptoetanol (2-ME), 2~

Ditiotreitol, Acido Ascorbico (RA), v otros (2).

El A o Vitamina C, es un agente reductor debido a la
presencia del grupo dienol (-COH=COH-) en su estructura. Esta
especie puede donar con facilidad atomos de hidrégeno
transformandose en el Aacido dehidroascorbico, g1 cual aan posee
actividad de vitamina C. Esta propiedad se pierde ‘cuando la
molécula recucida se hidroliza generando el acido dicetogulénico.
El AA se oxida ?acilmente en exposicion al aire y posee un
potencial redox. normal de +0.127v a pH 5.0. Mientras, el 2-ME
pertenece &l grupo de los mercaptanos, que son compuestos de
asufre que presentan un olor fuerte caracteristico; puede causar
ndusea Yy dolor de cabeza; en altas concentraciones produce
inconciencia y cianosis, extremidades frias, y acelera el pulso;
es irritante severo de piel y ojos. E1 2-ME, ademas, tiene la
propiedad de reaccionar con los enlacés disulfuro de la proteina

.y de esta manera reducirlos (20,21).

12




Una vez reducida la proteina se procede a reducir el Tc 99m
generalmente en presencia de un ligando organico que coordina al
Tc99m formando un complejo débil lo que facilita su posterior
trasquelacibon con la proteina. Dentro de los agentes reductores
del Tc:99n1 mas empleados se encuentran: Sn(ll), ditionito y
cloruro férrico, etc. Como ligandos se pueden mencionar:
gluconato, glucobheptonato y fosfonato; en general, todas son

moléculas gque poseen grupos funcionales equivalentes a sitios de

alta afinidad por el Tc 99M (13 22,

l.os metodos de marcacién directos actuan sobre los
fragmentos del anticuerpo, es decir, a Fc, Fab y F(ab') . Estos
trozos de 1la proteinea contienen en su estructura enlaces

disul furo, los cuales una vez reducidos representan sitios de

alta afinidad por el Tc 29M(13).

E. Control de Calidad:

Una vez gque ha sido marcado el anticuerpo, £5 necesario
determinar si no han variado las caracteristicas de la molécula
en cuanto a sus propiedades biolégicas, ey decir, comparar
propiedad de enlace del anticuerpo a su determinante antigénico
tanto antes como después de la radiomarcacidn. Esto puede

realizarse a través de técnicas como cromatografia instantanea en

capa fina, cromatografia liquida de alta presion (HPLC),
precipitacion, extracecidn por solventes, destilacidn ¥
electroforesis, siendo 1las cromatografias las de mayor eleccién
por su versatilidad, facilidad y rapidez de realizacién. La

cromatografia instantanea en capa fina utiliza como soporte papel

13




de silica gél (ITLC-SG), Yy como eluyente usa acido
triclorocacético; el eluyente precipita los fragmentos de
anticuerpos en el origen y el pertecneciato migra con el frente
del eluyente donde se mantiene la reactividad de la proteina, vya

que eluye en la misma fracciétn del estandar (16,19,23,24).

Después de realizada la cromatografia se realiza la medicion
en un contador de pozo, el tual debe estar previamente calibrado
para la efectividad del proceso de marcacibn y posterior

utilizacidn en medicina nuclear,

F. Aplicaciones Clinicas:

La oncologia fue el primer campo de aplicacion de la
Inmunogammagrafia. Su mayor ventaja frente a otras técnicas
diagnosticas por medio de la imagen es su elevada especificidad.
El dizgnbOstico de las lesiones va a depender de muchgs factores,
entre los que se encuentran el tamafo del tumor, su
vascularizacion, el grado de infiltracién o necrosis, el namero
de moléculas de antigeno presentes en 13 stérfi:ie celular, la
presencia o no de antigeno circulante y su reactividad. También
las caracteristicas del radiofarmaco adminigtrado influyen en 1la
deteccion: la utilizacion de inmdﬂdg&bbuiinas completas o

fragmentos, la capacidad de unién del AcMo con el radionucleido,

la clase de radionucleido utilizado, 1la actividad especifica del
- . S

AcMo marcado, 'la dosis administrada al paciente, el aclaramiento

del AcMo o el tiempo en gque se realirten las imagenes

gammagraficas (1).

14




Los tipos de neoplasias que han sido mas ampliamente
estudiadas mediante Inmunogammagrafia =1aly] el carcinoma
colorrectal, el . carcinoma de ovario vy el melanoma. £1
descubrimiento del Antigeno carcinoembrionario (CEA) como primer
antigeno ascciado a tumores colorrectales en humanos dio lugar a
que los primeros trabajos de Inmunogammagrafia se dedicaran al

carcinoma colorrectal (6,10,11,24).

El diagnéstico de la patologia infecciosa mediante técnicas
de Medicina Nuclear puede realizarse utilizando diferentes
radiofarmacos. En los ultimos affos se ha propuesto la aplicacidn
del AcMo BW 230/183 marcado con Tc?gm} Esta es una
inmunoglobulina completa que reacciona con &1 epitopo NCA 95
{antigeno no especifico de reaccitdn cruzada) que se halla en la
superficie de los granulbcitns neutrafilos. Este AcMo reacciona
de forma exclusiva con los granulocitos v no lo hace con los
demas componentes sanguineos. La wunitm a 1la membrana del
granulocito es estable, vy no preoduce lisis celular por\la union

antigeno-anticuerpo o mediada por el complemento, donde el

anticuerpo no inhibe la viabilidad de los granulocitos (26,27).

Asi mismo, el marcaje de IgG policlonal con Tc99m promete
ser una ayuda importante en el diagnostico diferencial de
infeccion/inflamacidn bacteriana de afecciones del sistema

miasculo esgueletico (4,28,29).
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IV. JUSTIFICACIONES

En el Departamento de Medicina Nuclear del Hospital General
San Juan de Dios, se pretende establecer la marcacion de
anticuerpos con Tc99m para Inmunogammagrafia. Actualmente no se
cuenta con ningun metodo de marcacion que se pueda utilizar para
marcar anticuerpos, por lo que se creyd necesario evaluar el
procedimiento adecuado de reduccion y marcacion de anticuerpos
como un primer paso para el inicio de estudios de

Inmunogammagrafia en la evaluacion y tratamiento de neoplasias vy

otras patologias.

Debido a gue 1los costos para adquirir un Anticuerpo
Monoclional (AcMo) en las cantidades requeridas para comprobar un
meétodo son muy elevados, se requeririo de la utilizacion de uwn
Anticuerpo Policlonal (AcPo), en este caso de Inmunoglobulina 6
(Igh) policlonal purificada, vya que el marcaje se realiza de la
misma manera y solamente variard el tipo de anticuerpo (mono o
policlonal) a la hora de ser aplicado en pacientes, lo cual no se
realizd en el presente estudio. Ademas, se tuvo la disponibilidad

de la IgG policlonal en el Departamente ya mencionado.
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V. OBJETIVOS

General:

1.

Determinar un buen agente reductor de la proteina IgG para

su posterior marcajie con Tcggm.

Especificos:

1.

Evaluar la reducciotn de los enlaces disulfuro de la

proteina Igb con 2-Mercaptoetanol y Acido AscoHrbico.

Peterminar la mavor eficiencia de marcacidon comparando los
porcentajes de marcacidn con Tc99m de la Ig6 reducida con

2-ME vy AA.

Evaluar la estabilidad del marcaje utilizando los 2 agentes

reductores de la proteina.

Seleccionar el método de marcacion de anticuerpos (IgB

policlonales) con Tc99m mas adecuado.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo:

B.

1. 150 mg de IgG policlonal purificada

Medios:

1.

Recursos Humanos:

a. Tesista responsable: Ana Isabel Bonilla Aragon
b. Asesora: Lic. Marlia Celestina Portillo de Palma
c. Co-asesora: Lic. Diana Freire de Nave

d. Lic. Carolina Richter de Fenados

Recursos Materiales:

a. Equipos de electrfnica nuclear e instrumental del

Laboratorio de Radiofarmacia de la LCireccidn General
Energia Nuclear (DGEN) y Hospital General San Juan

Dios {(HGSD).

i. Equipo:
- Balanza analitica (Precision)
- Campana de flujo laminar (Labconco)
— Contador de pozo (Ortec)
- Cuba cromatografica.
— Potencidmetro (Fischer)
-~ Refrigerador
- Selladora de viales
- Secadora
-~ Espetrofotimetro (Beckman)
= Centrifuga de alta velocidad (Precisa)

- Agitador (Vortex Genie)

12
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ii. Materiales:

Jeringas y agujas

Pipetas

Gradillas

Tijeras

Micropipetas

Varilla de vidrio

Contenedores de plomo

Bata plomada

Algodon

Guantes desechables

Papel para cromatografia instantanea en capa fina
impregnado con siliga gel (ITLC - SG)

Tubos Eppendorf

iii. Reactivos:

Benerador de Molibdeno 99 (Mo99 ) -3 7¢99m

IgG6 Policlonal Purificada (Método del Acido
Caprilico). Laboratorio de Radioinmunoanalisis,
DGEN, HSJD.

Reactivo de Ellman (Sigma)

Amortiguador de fosfato salino (PBS)

Acido Ascbrbico

Z2-Mercaptoetanol

L-cisteina

Sefadex G-50

Metanol (Grado reactivo)

Etanol {(Grado reactivo)

20



- Amoniaco (concentrado)

- Frascos de Glucoheptonato. Cada frasco contiene:
52.6 g de Clorurc de estafio (SnClp <2 Ho0) 5 Y 20.0
mg de Glucoheptonato de Calcio.

- Nitrdédgeno (gas)

- Sefarosa Cl

- Acetona

-~ Cloruro de sodio {MaCl) 0.B5 pur ciento

C. Metodologias:

1. Cuantificacién de grupos sulfhidrilo (SH) libres:

En tubos previamente burbujeados con nitrégeno se agregaron
alicuotas de © a 20 ul de una solucidn estandar de L-cisteina
{(6.12 x 10-4 M; diluida en PBS burbujeado con nitrégeno) vy
se completaron a 90 il fimales con PBS/ N2. Se agrego 10 Hl de
reactivo de Ellman (10 mg/ml), diluido en un minimo de‘metanol y
aforado con PBS (pH 7,0; 0,1 M) vy 1 ml de PBS (pH 8,0; 0,1 M). Se
sello el tubo, se agito y dejé durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se repitit el ensayo para cada muestra. Al término del
tiempo se midi®d la absorbancia a 412 nm y se obtuvo la curva de
calibracion de absorbancia contra el contenido de grupos SH de
cada estandar. Posteriormente se ensayt con 90 ul de cada
muestra de proteina reducida y se reprodujo el protocolo
descrito. Se interpold el valor de absorbancia de ellas en la
turva estandar, y conociendo la concentracion de proteina
énsayada se calculo el numero de grupos SH libres por molécula

(16,19).
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2. Reduccion de IgG6:
a. Con 2-Mercaptoetanol (2-ME):

1 ml de IgG (5 mg/ml) se mezclo con 3.5 pl de Z2-ME (relacidn
molar 1:1000/Ab:2-ME}). Las muestras se dejaron incubar por 30
minutos a temperatura ambiente y se agitaron cada 10 minutos en

2l agitador.

Al cabo de ese tiempo se purificod la muestra a traves
de cromatografia de exclusién, usando como matriz Sefadex G-50
¥ como sblvente PBS fric vy nitrogenado. Se recolectaron
fracciones de 1 ml y se les midid la absorbancia a 730 nm, vy
luegeo se calculd la concentracion de proteina en cada una de las
muestras. Las fracciones se alicuotaron en voliumenes de 0.9 ml v
gue contuvieran aproximadamente 250 ug de I[gBG. Fipalmente las

muestras se congelaron a -20° C (16,19).

b. Con Acido Ascorbico (AA):
100 pl de IgG (2.5 mg/ml) se hicieron reaccionar con
100 il de AA (10 mg/ml; pH 6.4}, ambos reactivos disueltos en
solucion salina nitrogenada, por una hora a temperatura ambiente

(16,19).

3. Marcacion de la proteina IgG.

Se recostituyo el frasco de GH-SRC1. con 1 ml de solucion

2

salina nitrogenada. G5e le agregd 1 ml de Tc99m que contuviera 2
miliCuries {(mCi). Luego se adiciond 50 ul del GH—SnClz—Tcggm a
cada muestra de proteina reducida con AA y 2-ME. Se agittdt 1la

mezcla en el agitador y se dejd incubar por 10 minutos a

22 PR
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temperatura ambiente.
4. Pureza Radioguimica:

Cromatografia instantdnea en capa fina (ITLE-5G).
Se colocth el splvente adecuado en la camara
cromatografica, hasta llegar a una altura de 1-2 cm del fondo

del recipiente; se tapo y dejd saturar la camara.

Sp cortd el soporte de ITLE-S6G en tiras de aproximadamente
1.5 cm de ancho por 12 cm de largo, se trazd una 1linea
discontinua‘ con lapiz de grafito a 1.5 cm de uno de los extremos
y otra 1linea a 2.5 cm de la linea que marca el punto de

aplicacion.

Se aplicéd la muestra en la linea de orig=zn tratando de ngo
tocar la superficie. El 4area de la misma debe ser Jlo menor

posible (maximo diametro = 0.5 cm).

Se colocd la tira cromatografica en la camara cuidando que
el borde inferior quedara Qumergido en el solvente y gque el mismo
no tocara el punto de aplicacion. Cuando el solvente llegd a la
linea que marca el frente, se retird la tira de la cémara y se
secHd. Se midid el cromatograma con el siguiente procedimiento: Se
cortd la tira en secciones de 1 cm comenzando desde 0.5 cm por
debajo de 1la lihea de aplicacion de la muestra y se midid cada

unc de los segmentos en un contador de pozo (16,19).

a. Blucoheptonato:

Solvente: acetona y NaCl 0.85%%.
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b. Proteina:

Solvente: mezcla de etanol-amoniaco-agua en

relacion 2:1:95.

Determinacidn de la Pureza Radioquimica del Gluccheptonato.
(ver inciso 3 y 3.a)

Determinacion del porcentaje de marcacion y pureza
radioquimica de la proteina.

(ver inciso 3 y 3.bL)

Estudio de la estabilidad de la IgG marcada con Tc 29M

A la proteina marcada se le evaluaron los porcentajes de

marcacion a los tiempos 1, 2, 3, 4, O v 6 bhoras.
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Diseflo Estadistico:

Se realizaron 24 determinaciones con cada método de

reduccion y marcacion de la proteina obteniendose el numero de

muestra de la siguiente manera:

N = NC 2
= {(3.242) 2
= 22
% con nivel de confianza de alfa = 0.05

Para 1la metodologia A {reduccion con Z2-ME) se realizaron 5
cromatografiés de exclusion de las cuales se obtuvo 5 alicuotas
de cada una para tener el niumero de muestras requerido para el
grupo A. Posteriormente, se analizaron ambos métodos (A y B,
siendo el segundo 21 del AA) por medio de la prueba de T-student
evaluando sus porcentajes de marcaciotn, vy de esta manera se

determin® las diferencias entre ambos.

Por Gltimo, para la eficiencia de marcacidn se utilizé la
prueba de chi-cuadrado, donde se compard la diferencia entre los
métodos, sumando los eventos gue obtuvieron una eficiencia mayor
o igual a 85% y los gue obtuvieron una eficiencia menor del BS%

(Figura No. 95).
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VIII. RESULTADOS

l.a Tabla No. 2 vy la Figura No. 3 presentan los datos
obtenidos de la determinacion de los grupos sulfhidrilo libres y

la curva estandar correspondiente.

La pureza radioguimica del Glucoheptonato-Tc 99m que se

utilizes fue de 95.11% en clorurco de sodio y de 93.41% con

acetona.

En la Tabla No. 3 se presenta las concentraciones de las
diferentes alicuotas aobtenidas de la reduccior de la proteina con
2-ME, mientras que las concentraciones de la reduccidtn con AA

fueron 2,500 ug/ml para todas las muestras.

Las Tablas No. 4 v 5 indican los porcentajes de marcacion de
la proteina con Tcggmutilizando los dos metodos de reduccion, 2-
ME y AA, respectivamente, asi como las concentraciones de grupos

4.

sulfhidrile libres.

Al comparar los métodos de reduccion de la proteina a traves
de la prueba de T-student con un grado de significancia de alfa =
0.05, se obtuvo en Z2-ME una media de B83.848 con una desviacion
estandar de B8.975, mientras gque para el AA se bdbtuvo una media de
- 76.463 con una desvia;ibn estandar de 6.30%9 (Tabla No. 6). Ast
mismo, se obtuvo un coeficiente de variacibdn para la reduccién

con AA de B.25% vy para la reduccidn con 2-ME de 10.70%.

FPara ampliar el analisis se hizo una correlacion entre

concentracién de proteina reducida y porcentajes de marcacion,
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(Figura No. 4), con un indice de correlacitdn de 0.011.

Las Tablas No. 7 v 8 indican la estabilidad de la IgG a la
1, 2, 3, 4, S y b6 horas después de su marcacion toméndose 3

muestras al azar.

La Figura No. 5 presenta los datos obtenidos con la prueba
de Chi-cuadrado, donde el valor de X2 es de 11.3438, con una

probabilidad de 0.0008 en un alfa = 0,05,
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Con la realizacié6n de la curva estandar para determinar la
concentraciétn de grupos SH libres se pudo observar que 1los

resultados fueron lineales (Figura No. 3).

Teniendo una pureza radioguimica del glucsheptonato-Tc 99m
de 95 por ciento, la reduccién del Tc99M results completa vy
estable ya que el Cloruro estanoso unido al glucoheptonato y con

el medio nitrogenado mantienen estable al Tecnecio.

En la reduccitn con 2-ME se determinaron diferentes
concentraciones de proteina obtenidas de las alicuotas de la
purificacion con cromatografia de exclusiotn, siendo éstas muy

variables pero con reducciones de grupos SH semejantes.

En 1la reduccidn con AA se obtuvo concentraciones de grupos
SH bajas, siendo dificil su medicion en el espectrufot@petro por
la poca variacion de color con el reactive de Ellman. Esta
variacion pudo deberse a la inestabilidad del AA al ambiente, vya
que s trabajd con tiempos casi exactos entre reduccibn,
calibraciétn y marcacibn pero con ciertos rangos entre cada una,
variando los porcentajes de marcacion; ademés, las muestras eran
muy escasas vy la determinaciotn de grupos SH se realizé6 con
diluciones de las mismas, dandoc valores espectrofotométricos

bajos.

Al evaluar el porcentaje de marcacitn, desde la primera
determinacion se pudo observar que la mayor concentracion de

actividad, en cuentas por minuto, se encontraba al final de 1la
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tira cromatografica de ITLC, lo cual indica qQque la proteina
marcada migré con la mezcla de solventes (etanol-amoniaco-agua)
por =er compuestos de tipo apolar, indicando gue hubo buena

marcacion correcta de la proteina.

Al analizar los resultados con las pruebas de T-student vy
Chi—- cuadrado (alfa=0.035) se rechazo la hipotesis nula de gque los
dos métodos evaluados son iguales, por lo gue se deduce que
existe diferencia entre ellos. De esta manera, ambos métodos no
son comparables, vya que los rangos de porcentsjes de marcacién de
cada uno estdn en 76 y 834 (Tabla No. 6), dando poca
variabilidad. Analizando los coeficientes de variaciéon se observa
gue la reduccidn con AA fue mas precisa que con 2-ME. Se pueden
mejorar los resultados utilizando tiempos y concentraciones mas

exactos.

El indice de correlacibn entre concentracion de proteina vy
porcentaje de marcacidon, utilizando al 2-ME, indica gque no exiéte
relacion entre ambas v que la marcacidOn depende especificamente

de la cantidad de grupos SH libres (Figura No. 4).

La IgG-Tc 99m después de su marcacion es estable hasta por 6
horas en ambos métodos (Tablas 7 v 8}, por lo que se puede

utilizar durante ese tiempo.

Para la marcacion de la IgG con Tcggmes preferible utilizar
como agente reductor de la proteina al AA, vya gque es un método

mas sencillo, practico v no toxico al compararlo con el 2-ME.
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X. CONCLUSIONES

1. La marcaciéon de la IgG depende de la concentracion de grupos

SH libres después de la reduccidon.

2. Existe diferencia significativa en .os porcentajes de

marcacion de 1g6-Te 99M despues de la reduccién con 2-ME y AA.

3. El AA es un agente reductor adecuado de la proteipa que

requiere cuidado en la exposicion al medio ambiente.

4, El 2-ME es un agente reductor adecuado de la proteina que
requiere mayor tiempo de trabajo y purificacidn por ser un

compuesto toxico.

= La estabilidad de la marcacion de la IgG—Tc99m'permanece
hasta por & horas utilizando como agentes reductores de 1la

proteina al 2-ME y al AA.

99m’

6. El método de marcacion de Igb con Tc utilizandeo al AA
como agente reductor de la proteina, s mas sencillo, practico vy

no tbxico al compararlo con el 2-ME.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Para la reduccitn de anticuerpos con AA es necesario
realizarlas de manera rapida y precisa para obtener mejores

resul tados.

2. Al trabajar el 2-ME se deben: concentrar las alicuotas
purificadas para tener uniformidad en las concentraciones de 1la

proteina.

3. Evaluar 1la marcacion de anticuerpos monoclonales utilizando
como agente reductor de los enlaces disulfuro al AA en

concentraciones Mayores.
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XI11. ANEXOS

Figura 1.

Estructura Basica de la 1gG.

1) PROTEINA (-8-5-) + AGENTE REDUCTOR - -—mmm—mmmmmmmmme
PROTEINA REDUCIDA (—SH)

2) Te99m(VII1) + ABENTE REDUCTOR' + LIGANDQ =—-—=—-——————
Tc99m REDUCIDO-L IGANDG

3) PROTEINA-SHO + Tc?9m-LIGANDO -——————— Tc?9m—PROTEINA

Figura 2.

Mecanismo molecular que representa el método de
marcacion directo de anticuerpos.
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FIGURA No. 4
GRAFICA DE CORRELACION ENTRE
CONCENTRACION Y % DE MARGACION CON 2-ME

COMCEMTRACION DE 16GG (Lg/mi)
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FIGURA No. 5

TABLA 2 X 2

PRUEBA DE CHI-CUADRADO
RENDIMIENTO DE MARCACION

PROBABILIDAD

o

VYALORES
AA Z2-ME
MAS DE B85%4 2.00 14.00
MENOS DE B5% | 22.00 10.00
CHI-CUADRADD 11.3438

0.0008

s i an
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TABLA No. 1

CONSTANTES FISICAS DE LOS RADIONUCLEIDOS
EMPLEADOS EN LA MARCACION DE ANTICUERFOS

NUCLEIDO T 1/2 ENERGIA DE RADIACION
EMISION (kev)
1-131 B.04 dx J64 beta, gamma
1-125 60.0 d 35 gamma
Tc—99m 6.04 hx 140 gamma
In-111 2.8B0 d 173 gamma

DIAS
HORAS

([

TABLA No. 2

DATOS PARA LA CURVA ESTANDAR DE L-CISTEINA

NO. TUBO BGRUPDS SH ABSORBANCIA
1 0.92 0.14
2 1.84 0.27
3 X.68 0.483
q 5.53 0.4
5 7.37 Q.87
& ?.21 1.05
7 11.00 0.17
a8 12.90 1.35
9 14.70 1.52

10 156.60 1.79
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TABLA No.

3

CONCENTRACION DE ALICUOTAS DE 166G
DESFUES DE SU REDUCCION CON Z-ME

No. DE MUESTRA CONCENTRACION
1 328.20
2 543.50
3 626.00
4 404.60
S5 287 .00
6 797 .00
7 308.10
8 ?0.10
9 10.01

10 142.00
11 361.10
12 29.00
i3 233.60
14 373.8C
15 435.8C
16 470.20
17 65.69
i8 442 .80
i9 371.80
20 20.02
21 213.00
22 54.96
23 181.60
24 235.10
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TABLA No. 4

GRUPOS SULFHIDRILOD Y % DE MARCACION
EN LA REDUCCION CON 2-ME

GRUPOS SH % DE MARCACIDN
2.33 70.58
2.51 74.35
1.92 86.00

12.70 85.15
10.80 78.94
10.80 82.77
12.00 80.%0
12.00 87.02
2.00 89.00
15.80 B2.94
0.35 83.60
0.28 86.00
15.80 80.70
20.30 87.10
20.30 88.460
0.20 94,20
.11 51.20
20.30 80.90
21.50 86.80
18.%0 89.40
20.30 F1.%0
24,30 87.60
23.10 93.30
24.90 ?0.90




GRUPOS SULFHIDRILD Y % DE MARCACION

TABLA No. 9

EN LA REDUCCION CON AR

GRUPQOS SH % DE MARCACION
19.10 71.66
16.80 73.67
32.80 73.77

3.61 82.90
3.23 79.89
3.61 B84.67
3.61 83.14
3.14 84.52
95,10 71.40
2.50 76.40
0.56 66.00
0.28 72.00
0.09 &£9.00
©.93 69 .00
0.56 67.10
0.25 81.50
10.50 70.90
1.39 72.10
0.25 78.30
0.2 77 .20
0.25 B7.10
0.24 74.70
0.25 85.30
0.25 81.560
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TABLA No. 6

DATOS DE LA PRUEBA DE T-STUDENT

GRUPO MUESTRAS MEDIA DESV STD ERROR STD COEF VAR
AA 24 76.4863 &6.30°9 1.288 8.25
2-ME 24 B3.848 8.975 1.832 10.70
TABLA No. 7
ESTABILIDAD DE MARCACION DE IGG HASTA & HORAS
AGENTE REDUCTOR 2—-ME
PORCENTAJE DE MARCACION
MUESTRA |0 HORAS | 1 HORA | 2 HORAS | 3 HORAS | 4 HORAS | 5 HORAS | &6 HORAS
1 89 82 78 79 76 79 84
2 79 78 77 77 76 a3 B3
3 87 79 83 87 85 89 87
TABLA No. B
ESTABILIDAD DE MARCACION DE IGG HASTA & HORAS
AGENTE REDUCTOR A4
PORCENTAJE DE MARCACION i
MUESTRA {0 HORAS | 1 HORA | 2 HORAS | 3 HORAS | 4 HORAS {5 HORAS | & HORAS
1 72 B1 &8 73 &7 87 86
2 8O 89 90 B3 70 76 78
3 85 88 87 89 89 F0 86




