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RESUMEN

Tomando en cuenta que ha existido una gran controversia
en la preparacién de conjugados de hormonas tiroideas, en es-
te trabajo se determinaron las condiciones éptimas de reac-
cién en la formacidén de conjugados entre tiroxina (Te ) v tri-
iodotironina (T3 ); se acopldé la hormona a una proteina aca-
rreadora seroalbumina bovina. El conjugado gqgue se obtuve se
empledé en la inmunizacién de conejos y obtener asi anticuer-—
pos para ser utilizados en ensayos de radioinmuncanalisis

(RIA). La reaccién de formacién del conjugado se llevé a ca-

bo por el uso de la carbodiimida, analizandose por métodos

radioquimicos.

Se estudié el efecto de diversas variables como: disol-
vente, pH, temperatura de reaccién, la purificacidn del pro-
ducto obtenido se hizo por los métodos de didlisis ¥ cromato-

grafia de exclusién molecular.

Los resultados mostraron que el pH més adecuado para la
conjugacidén de la hormona T3 es utilizando un pH de conjuga-
cidén igual a 5.0, como disolvente NaOH y una temperatura de
4 °C, El porcentaje de conjugacién fué de 62,1% y una reac-

¢cion molar Ts - BSA = 30.7.

Para la hormona Ta las condiciones que favorecieron la
reaccién fueron con NaOH, pH igual a 5.0 vy una temperatura de

4 °C, 6 con NH4sOH/etanol a un pH igual a 7.0 y una temperatu-
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ra de 37 °C. En ambas condiciones se cbtuvieron porcenta jes
de conjugacidén y relacién similares, con NaOH el porcentaje
de conjugacidén es de 90.133% ¥y una reaccidén molar de T4 - BSA

= 31.96, y con NH4OH/etanol el porcentaje de conjugacidén es

de 87.2% y una reaccidén molar de 32.47.

En el sistema de purificacién didlisis y columna croma-
tografica Sephadex G-25, ambas pueden ser utilizadas para e-
Liminar la hormona que quedd sin unirse a la seroalbumina bo-
vina ya que no existe mayor variabilidad en ambos métodos en
los porcentajes de conjugacién. La ventaja con la columna

cromatografica es el tiempo.

-
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I. INTRODUCCION.

Los anticuerpos son proteinas que se encuentran en el
suero de todos los vertebrados y que migran en la fraccién de
las gammaglobulinas en una electroféresis; se forman contra
ciertas regiones ESpecificas de moléculas llamadas antigenos.
Estas regiones especificas contra las cuales reaccionan los
anticuerpos se llaman determinantes antigénicos. . El ndmero
de determinantes diferentes wvaria, por lo general, en su

tamafio ¥ complejidad quimica.

Los inmﬁnégenos normalmente son grandes moléculas ¥y se
dice gue deben poseer cuando menos dos determinantes para
estimular la formacidén de anticuerpos. Sin embargo, las
moléculas de estructura quimica muy pequeiia llamadas
haptenos, no son capaces de inducir por si mismas 1la
formacidn de anticuerpos y tienen que acoplarse de modo
covalente a ciertos _antigenos pre-existentes para crear
nuevos determinantes; estos complejos de antigeno y hapteno

son llamados antigenos conjugados o neoantigenos.

Para unir esta proteina a un hapteno se requiere una
reaccién gquimica, en la que existen diferentes sustancias y

condiciones, que han sido descritas por diversos autores.

En este +trabajo se prepararon conjugados para las
hormonas de tiroxina {T4) vy triiodotironina (T3 ) con

seroalbumina bovina (BSA).
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Debido a que Guatemala es un pais de alta incidencia de
bocio endémico, se requiere contar con una metodologia para

la evaluacién completa de la funcidn tiroidea.

Los altos costos de estas ©pruebas no permiten su
accesibilidad 2 la mayoria de la poblacidén, por lo gue la
produccidén de los propios reactivos en el laboratorio permite
la reduccidén de estos, ademds de que amplia la cobertura a
pacientes con problemas tiroideos.

En el método de radioinmuncandlisis utilizado para
evaluar la concentracién de hormonas tiroideas en suero, se
requiere de anticuerpos obtenidos por inmunizacién; para la
inmunizacién, las hqrmonas tiroideas no son capaces por si
solas ae producir anticuerpos, por lo que se redquiere de
acoplarse a una proteina transportadora para estimular la

sintesis de anticuerpos.

Debido a que la técnica de preparacidén es cominmente
variable, ¥ no existe una buenar correlacién entre los
resultados de los diferentes investigadores, en este estudio
se prepararon conjugadosgs utilizando tres solventes: hidréxido
de sodio, dimetilformamida y una dilucién de hidréxido de
amonio/etancl, a pH = 5 y pH = 7, temperatura 4 °C, ambiente
y 37 °C, para establecer un método general y adecuado a las

condiciones de laboratorio.
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Los resultados en este +trabajo determinaron que la
condicidén més favorable para la reaccién de conjugacién de la
hormona T3-BSA, fué utilizando NaOH como solvente, un pH de
conjugacion = 5 y la temperatura pueden utilizarse 4 °c,

ambiente y 37 °C ya que no varia la reaccién (p=0.7656).%

Para la reaccién de conjugacién T4-BSA se determiné que
las condiciones que favorecen la reaccidn son utilizande
NaOH, con un pH de conjugacidén de 5.0 y una temperatura de 4
°C 6 con ..NHaOH/etanol, pH de conjugacién = 7 y una

temperatura de 37 °C (p=0.2930).

Los porcentajes de conjugacién para la hormona T3 que se
obtuvieron fué fr un 62.1% y una reaccidn molar de T3 /BSA de

30.7.

Para la hormona T4, los porcentajes de conjugacién
obtenidos fué de 90.133% y una reaccién molar Ti/BSA de 31.96
utilizando NaOH, pH = 5 y temperatura 4 °C, 6 NH:0H/etanol,
pH = 7 y temperatura 37 °C, el porcentaje de conjugacién fué

de 87.2% v una reaccién molar T4/BSA = 32.47.

Los métodos de purificacién con didlisis vy columna
cromatografica Sephadex G-25, ambas pueden ser utilizadas
para eliminar la hormona gque quedd sin unirse a la
seroalbumina bovina, ya gque no existe mayvor variabilidad.

*p = nivel de significancia.




2. ANTECEDENTES

Una sustancia gquimica para funcionar como antigeno,

debe ser extraiia al cuerpo animal o humano.

Practicamente todas las proteinas son antigenos y se
decia también que todos los antigenos eran proteinas, pero
muchas lipoproteinas, nucleoproteinas, polipéptidos sinteti-
cos ¥y polisacdridos tambhién son antigenos. Un antigeno
completo se caracteriza por dos propiedades indispensables:

inmunogenicidad y antigenicidad (1-3).
2.1. INMUNOGENICIDAD.

La inmunogenicidad es una propiedad de las sustancias
gue pueden inducir a una respuesta inmunitaria reconocible
{humoral, celular o mids comunmente ambas), cuando son intro-
ducidas a un animal, tales sustancias son llamadas inmunége—

nos o antigenos (2, 4-6).
2.1.1. INMUNOGENOS r

Son macromoléculas que producen una respuesta inmune,
ellas incluyen carbohidratos, proteinas y lipopolisacaridos,
La respuesta inmune estd en funcidn del tamafio y complejidad

molecular (4, 7, 8).
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2.1.2. REQUERIMIENTOS PARA LA INMUNOGENICIDAD:

2.1.2.1., Exogenicidad:

El sistema inmunolégico en alguna forma reconoce lo
propio y lo no propic, de manera que sélo moléculas que son
extrafias a la circulacidén del sistema del normal resultan

inmuncgénos (1, 6, 9).

2.1.2.2. Tamano molecular:

Las moléculas extremadamente pequefias como los amincaci-
dos ¥y los monosacidridos no son inmunégenos. El tamafic mole-
cular ¥ la inmunogenicidad han sido correlacionados en una
serie de esfudios utilizando para ello una serie de polipép-
tidos y polisacaridos de diferente peso molecular y se ha
determinado que las moléculas con peso molecular entre 1,000
¥ 5,000 son usualmente inmunégenos débiles. Estas pequehas
moléculas pueden producir una buena respuesta sgi se les

administra con adyuvante completo (3, 4, 9).
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2.1.2.3. Complejidad Quimica: ~1r ‘__E-f*_.,&_il‘,!;_;h__

Una molécula debe poseer cierto grado de complejidad
para ser inmundégeno, por ejemplo los homopolimeros compuestos

de unidades repetidas de un solo aminocdcide son malos
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inmundégenos, independientemente de su tamaho, en tanto los
copolimeros, de dos o aldn mejor de tres aminodcidos rueden
tener alta inmunogenicidad. Es dificil establecer un umbral
definido y la regla general es que la inmunogenicidad aumenta

con la complejidad estructural (1, 2, 6, 10, 11).
2.1.2.4. Constitucidén genética del animal:

Las especies utilizadas para la inmunizacidn son extre-
madamentg importantes para obtener una respuesta inmunogéni-
ca. Arguilla y Fian en 1965 demostraron la variacidén de res-
puestas producidas en diferentes especies, estos demostraron
gue la regidn antigénica de una proteina no es caracteristica
¥ que puede va?iar dependiende de las especies de animales y
del nivel de inmunidad de cada animal, ya gue su capacidad
para responder a un antigeno particular varia con la compo-

sicién genética (3, 7).
2.1.2.5. Modo de administracidén de un antigeno:

L.a respuesta inmunitaria inducida por un antigeno
depende de la désis y de la forma de administracién. La
cantidad de antigeno es ineficaz cuando se inyecta por via
intravenosa, pero puede dar una respuesta copiosa cuando se
administra por via intradérmica o subcutanea en adyuvante (3,

4, 12, 13-15).

Con frecuencia las cantidades de material usadas para
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inmunizar son del orden de 1 mg. por animal y ddésis inmuni-
zante; el uso de mayores cantidades de antigeno no se reco-
mienda, pues existe la posibilidad de que la persistencia
prolongada de los inmunédgenos de lugar a la formacidén selec-
tiva 1in vivo de complejos de la mejor subpoblacién de anti-
cuerpos que es la de mayor afinidad, la cual estaria seguida
de la depuracidén metabélica fagocitico mononuclear de estos
complejos de la circulacidn, y el antisuero resultante sufri-

ria depresién selectiva de anticuerpos de gran afinidad (3,

4}).

2.1.2.6. Conformacion:

No existe una configuracién que no sé&a inmunégena. Los
polipéptidos lineales ramificados o carbohidratados de cual-
quier tipo, asi como proteinas globulares son capaces de pro-
ducir respuesta inmunitaria. El anticuerpo formado por estas
estructuras de conformaciones diferentes es especifico, ¥

puede discriminar tales diferencias {1, 3, 4, 6).

2.1.2.7. Carga:

La capacidad inmundgena no esta limitada a una carga mo-
Jecular determinada; sustancias positivas, negativas vy neu-
tras pueden ser inmundgenas (1, Z, 9). Sin embargo, la carga
neta de un inmunégeno parece influir en la carga neta del an-

ticuerpe resuitante. Se ha comprobado que inmundgencs de

<8>

Bl



carga positiva originan anticuerpos de carga negativa. Estos
datos sugieren que la produccién de anticuerpos puede estar

influenciada por la carga global de inmunégeno (2, 6, 9).

2.1.2.8. Accesibilidad:

La accesibilidad de 1los grupos determinantes para el
sistema de reconocimiento, regula el futuro de la respuesta
inmunitaria. Estudiocs recientes han permitido a los investi-
gadores preparar polipéptidos sintéticos inmundgenos gue con-
tienen un nuimero limitado de aminocdcides, en los cuales se

ruede definir la estructura quimica (1, 2, 6, 9).
2.1.3. PROPIEDADES QUIMICAS:

La mayor parte de compuestos orgédnicos con excepcidn de
los lipidos puros, pueden ser inmunégenos puros. Los inmund-—
genos més eficaces son los gue presentan diversas caracteris-
cas guimicas y estructurales. Pero la variacién de un amino-—
dcido en una proteina puede dar origen a una nueva especifi-
cidadldel anticuerpo debido a un cambio profundo de conforma-
cidn, Como resultado de esta conformacidédn 1nica, hay dos
tipos de estructura guimica que parecen influir en la inmuno-

genicidad:

a} Los determinantes seriados, cuya especificidad estd regida
ror la secuencia de gsubunidades dentro del determinante; por

ejemplo, una secuencia Pprimaria de aminoidcidos en el caso de
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una proteina; y b) Los determinantes de conformacién, que

dependen de la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria

{1, 2, 6, 16).

2.1.3.1. Digestibilidad:

En general, un inmunégeno potente es susceptible de ser
fagocitado o desintegrado dentro del huésped. Sin embargo,
la informacién reciente ha demostrado que sustancias no meta-
bolizadas ¢ no catabolizadas, como el poliestireno, también
pueden ser inmundégenas en pequebas cantidades. Adenmds, pro-
cede seflalar que la eficacia con la cual tiene lugar la fago-
citadosis, establece si un antigeno es eliminado o persiste,
Este resultado es de significacidn biolédgica pues la elimi-
nacién de antigenos establecera i una respuesta inmunitaria

resulta beneficiosa o lesiva. (6).

2.1.3.2. Tipos quimicos diferentes de inmundgeno:

La mayor parte de inmundgenos en la naturaleza son pro-
teinas. Pueden existir como proteinas puras, o combinarse
con otras sustancias come lipidos (lipoproteinas), Acidos nu-

cleicos {nucleoproteinas}, ¢ carbohidratos {(glucoproteinas).

Algunos ejemplos de proteinas extrafias que pueden ser inmuné-
genos incluyen proteinas séricas ¥y tisulares, las proteinas

estructurales de virus, bacterias y otros microrganismos, to-
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Xxinas, proteinas vegetales y enzimas. Los anticuerpos de es-
tas sustanclas se utilizan clinicamente en inmunoterapia {(an-

titoxinas) y en la preparacién de vacunas (7, 17).

2.1.3.3. Factores relacionados con el huésped.

La inmuncgenicidad tiene gran importancia biolégica. La
respuesta a cualquier inmundégeno neo seclo es funcidén de las
propiedades fisico-quimicas de las sustancias; también guarda
relacién‘con varics factores dependientes del huésped, inclu-
vendo la naturaleza genética del misme, la edad, el estado

nutritive, ¥ cualquiera da diversos efectos secundarios.

2.1.3.4. Preparacién de inmundégenos:

En general componentes de alto peso molecular, como son
las proteinas y hormonas polipeptidicas, son inmunoldgicas
para la produccidén de anticuerpos en el animal. Componentes
de bajo peso molecular como son los esteroides y las hormonas
tiroideas y otros, no son inmundégenos a menos que se encuen-
tren ligados covalentemente a una proteina transportadora.
Varias proteinas han side utilizadas en el proceso de conju-
gacién: las gammagleobulinas, ovoalbiminas, tiroglobulinas,

albumina beovina ¥ humana gque son las mas cominmente utiliza-

das (1, 2, 3, 5, 11).

| PRAPIEDAD NE L4 UMIYFRSIDAG DF SAN CARLOS DE SUATEMAIA
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2.2.1. HAPTENOS.

El concepto de hapteno provino de los estudios de Karl
Landsteiner durante los primeros afos del siglo XX. Son sus-
tancias pegquerias, de bajo peso molecular, quimicamente defi-
nidas, que son inmunogénicos, pero que pueden reaccionar con
anticuerpos de especificidad apropiada. Estos complejos de
antigeno-hapteno llamados antigenos conjugados o neoantige-
nos, estimulan la sintesis de anticuerpos con especificidad
para el nuevo grupo hapténiceo (1, 3, 7, 17). Landsteiner
acopld covalentemente los derivados de diazonio de una amplia
variedad de aminas aromaticas a los residuos de lisina, tiro-
sina e histidina de las proteinas inmunogénicas. Las protei-
nas conjugadas originaban anticuerpos especificos para los
sustituyentes azoicos demostrados por la capacidad hapteno

libre para fijar anticuerpos (1, 3, 6, 9).

Un segundo método empleado para evaluar la especificidad
de estos antisueros fué la pre-incubacidén de estos con el
hapteno correspondiente {(en su forma no diazoica) antes de
incubarlos con el hapteno del antigeno original, el grado de
inhibicidén de la segunda reaccién, sirve de medicidén de la

especificidad del antisueroc para el hapteno.

Estas investigaciones permitieron ciertas conclusiones

en el sistema antigeno diazohapteno:

<12>
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a) Los grupos fuertemente dcidos o basicos suelen ser decisi-

vos para regir la especificidad de los anticuerpos.

bh) Grupos no idnicos de tamaios v formas similares son in-

tercambiables sin pérdidas significativas de actividad sero-—

ldgica.

c¢) Las configuraciones espaciales de los haptenos son impor-

tantes (D, L, orto, meta, para ¥y otros}.

d) Los componentes terminales de un antigeno influyen contro-

lando la especificidad de los anticuerpos formados (1, 2, 7).

2.2.1.1. Haptenos auto-acoplantes.

Diversos compuestos de bajo pesc molecular produciran
anticuerpos si se inyectan solos a un animal. Ejemplo: sales
libres de diazonio compuestos de dinitro finilo clorados o
fluorados, anhidridos &dcidos y otros. Todas estas sustancias
tienen una propiedad en comin, de formar espontianeamente un

enlace covalente con proteinas y polisacaridos tisulares para

formar neocantigenos in vivo (4).

2.2.1.2. Algunos factores importantes para el acoplamiento

covalente de la proteina de transporte y el hapteno.

a) Las condiciones de la reaccidén deben mantenerse de tal

<13z
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forma que no afecten las estructuras basicas gquimicas del

hapteno.

b) El reactivo usado para el acoplamiento no debe desnatura-

lizar la proteina.

c) El uso adecuado de un grupo de reactivos que pueden ser
utilizados en el hapteno bajo condiciones adecuadas y formar
una unién covalente a una proteina de transporte. Por ejem-
plo un hapteno derivado con un grupo amino libre qué ha sido
acoplado con el grupo carboxilo de la proteina usando carbo-
diimida soluble al agua; o también hapteno con un grupo amino
de la proteina para el uso de un reactive bifuncional como es

el gluteraldehido (1, 2, 4},
2.2.1.3. Eleccién de los transportadores.

Los transportadores mas comunes son la sercalbumina de
varias especies (generalmente por su solubilidad), hemociani-
na, tiroglobulina, ovocalbumina y fibrinégeno. Estos han sido
utilizados para inmunizacidédn y ensayos, o viceversa, ¥y sus

anticuerpos han sido removidos por absorcidén (5, 14, 18).

Las uniones de los haptenos a la proteina generalmente
ocurre con el grupo mas reactivo de las proteinas; por ejem-
plo, la amino (pKa 10-8 respectivamente), fenoles ¥ sulfihi-
hidrilos a pK-9, Imidazol pK-7 y carboxilos a pEK -2-4. La pK

vy el pH, con que el medioc de los grupos es protonado, es de-
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terminado por los cambios de sus reactividades (5, 15, 186,

19).

2.2.1.4. Conjugacidén de haptenos a proteinas.

Un nimeroc de reactivos han sido sucesivamente utilizados
para acoplar haptenos a proteinas transportadoras por medio
de uniones covalentes. La conjugacidn de proteinas es tedri-
camente posible acoplandose a algdin residuc de amincacidos
funcionales {(algin aminoédcido capaz de asumir una carga sobre
ellas del lado de la unidn); perc las reacciones mas comunes
usadas utilizan grupos aminos o carboxilos libres en las pro-
teinas. En muchas instancias la conjugacién puede ser direc-
tamente acoplada a ambos porque los haptenos no contienen
grupos funcionales (COOH o NH) o porque estos grupos deben
ser no sustituidos o activadeos, logrando el maximo grado de

especificidad del anticuerpoe por el componente medido (13,

14, 20, 21).

Estas dificultades son resueltas sintetizando un deriva-
vado del hapteno. Esto usualmente implica la introduccién de
un grupo hidréxilo, ceto o aldehido, utilizado para la reac-
cién de estos compuestos reactivos, come anhidrido succinico,

féasforo o bromocianure II (12).




2.2.1.4.1. Haptenos conteniendo grupos carbohilicos o que

pueden ser carboxilados.

Si los haptenos no contienen grupos carboxilicos, estos
son introducidos frecuentemente por la alcalinizacidén de los
sustituyentes de oxigeno o nitrégeno con haldester, seguida
por la de wun hemosuccinato éster o (carboximetil) oximas
respectivamente. Los métodos u&ilizados prara la conjugacién
de proteinas a moléculas que contienen grupos carboxilicos
son: a) métodos de mezcla de anhidridos, b) método CDI [(1-

etil-3-{(3-dimetil aminopropil)] carbodiimida (13-15).

2.2.1.4.2. Haptenos con grupos aminos o grupos nitroproduc-

tores.

Los compuestos con grupos aminos han sido divididos en
dos clases: aminas aromdticas y aminas alifaticas. Los gru-
pos nitro pueden también ser reducidos a grupos aminos. Los
cldsicos trabajos de Landsteiner fueron realizados con aminas
aromaticas, Estas son convertidas a sales de diazonio me-
diante la adicidén de dcido nitrico, reaccionando con las pro-

teinas a un pH de aproximadamente nueve (1, 2, 17).

Los haptenos con aminas alifédticas pueden ser conjugados
a proteinas mediante CDI, l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida, compuestos de maleimidas o con Iodato de sodio.

Otra metodologia convierte aminas alifaticas a aminas aromd-

<16>
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ticas mediante la reaccidn con cloruro de p-nitro benzoclamida
v la reduccidn subsecuente a amidas. Estas aminas pueden ser

acopladas a las proteinas después de la diazotizacidn.

2.2.1.4.3. Haptenos con grupos sulfihidrilos.

Los maleimidas son utilizadas particularmente para la
conjugacién de haptenos que contienen el grupo thiol. Otros
enfoques se basan en la activacidén de las proteinas con gru-
pos de bromeoacetamida o en la formacidén de uniones disulfuro
entre el transportador y el hapteno en buffer de acetato a pH
4.0 en presencia de peréxido de hidrégeno. Esfe método ha

sido utilizado para la conjugacidén de 4cidos penicilinicos.

2.2.1.4.4. Haptenos con grupos hidréxilos.

Estos grupos incluyen azdcares, nucleédésidos, fenoles ¥
alcoholes. TLa conjugacidn directa generalmente no es posi-
ble. La conversidén del alcohol es mediada por un éster del
dcide succinico {(hemosuccinato) introducen un grupo carboxi-
lico disponible para la conjugacidn, Estos métodos han sido

usados para un gran numero de haptenos.

Los fenoles pueden ser activados con un Acido p-amino-
benzoico diazotizado en el cual introduce un grupo carboxili-
co que puede reaccionar con la proteina de transporte median-

te una reaccidén de anhidridos (21}.

<1i>
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l.os azilcares pueden ser activados por el método de Land-
steiner, formandoe p-nitrofenil glucédsido, sesguido por la re-
duccidén de un grupo nitro ¥ la conjugacidn después de la
diagotizacién., Un método simple se basa en e}l desdoblamiento
de los glicoles de los azidcares o aldehidos que son después
acoplados a las aminas por una alquilacidén reductora. Este
método ha sido sucesivamente aplicade a la conjugacidn de nu-
cledtidos y digoxina. La conjuéacién de haptenos es llevada
a cabo por la alta reactividad del clorocarbonatc preparada
con una cantidad equimolar de fésforo. Estas alternativas

son utilizadas también para la testostercona (2, 5, 20, 24).
2.2.1.4.5. Haptenos con grupos aldehidos o cetonas.

Llos grupos carboxilicos pueden ser preparadeos introdu-
ciendo a las cetonas y aldehidos mediante la formacidn de
o-(carboximetil) oxima. Grupos cetdénicos pueden también de-
rivarse con &acido p-hidrazinobenzoico, para producir grupos
carboxilicos que pueden conjugarse a un acarreador. Los
haptenos que contienen aldehidos gque pueden conjugarse me-—
diante la formacién de bases de Schiff las cuales se estabi-

lizan mediante una reduccidn con NaBH4 (1, 21, 25).
2.2.1.4.6. Purificacion de haptenos conjugados.

Para los ensayos de elisa es importante establecer los

grados de sustitucidn, la actividad total y especificidad de
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las enzimas recuperadas. Asi como la inmunoreactividad recu-
perada. El numerc de grupos aminos sustituidos por los hap-
tenos en la wmolécula transportadora se establece conveniente-
mente por la determinacidén del numerce de grupos aminos libres
antes y después de la sustitucidn. Otro método es el uso de

haptenos radiocactivos,

Los haptenos pequefios pueden removerse del conjugado por
varios métodos; por ejemplo; 1) El mads simple es didlisis
contra un buffer al cual se ha adicionado Norit A al 1-2% pa-
ra aumentar la eficiencia. 2) afinidad cromatografica. 3)
ror un procedimiento de purificacidn que es aplicable a mu-
chos coﬁjugados, que consiste en remover el hapteno libre por
didlisis, seguido por la absorcién del conjugado en una co-=-
lumna de afinidad (inmunocabsorventes con anticuerpos - anti-

haptenes) (5, 11, 17, 25, 26).
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2.2.1.4.7. Uso de carbodiimida en inmunclogia.

La formacidn de anticuerpos en animales de laboratorio
contra sustancias de bajo peso molecular puede estimularse
por la inyeccidén de un conjugado formado por las pequefias mo-
léculas unidas a proteinas. El reactivo mas comunmente uti-
lizado para la conjugacidn es la carbodiimida hidrosoluble.
Las carbodiimidas han sido acopladas a componentes que con-
tienen varios tipos de grupos funcionales incluyende acidos

carboxilicos, aminas, fosfates, alcohdles y tioles con la
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formacidn de éster amidas. Este acoplamiento probablemente
procede de dos pasos minimos (reaccidn A v B anexo No. 1}.
Las carbodiimidas también pueden adicionarse a &cidos carbo-
x1licos por un reordenamiento y formar ureas estables N-sus-
tituidas. Esta adicidn producen en el caso de la albumina

una urea sustituida unida a grupos carboxilicos de la protei-

na (13,14}.

En estas uniones de ambos productos, el complejb de hap-
teno proteina y el complejo sustituide urea-proteina se for-

man durante la sintesis de los inmundgenos.

Las dos carbodiimidas que son reactivas son reactivo
I} 1-etil=-3-(3-dimetil-aminopropil) carbodiimida(CDI)}, v re-
activo II) l-ciclohexil-3-(2-morpholinil-4-etil) carbodiimida

meto-p-toluensulfonate {(morpho-CDI).

La reaccidén es terminada por didlisis contra agua por 24
horas., La evidencia 1indirecta de una exitosa con,jugacidn
hapteno proteina es algunas veces por la formacidn de preci-
pitados o suspensiones coloidales, probablemente causados por
los cambios en la solubilidad de las proteinas cuando los
sustituyentes son adicionados. Por lo tanto, la formacidn
visible de precipitado no es siempre seguida de la formacidn
de conjugados. Cuando se forman precipitados, éstes son usa-
dos conjuntamente para la inmunizacidn. Los componentes an-—

tigénicos sintetizados con etil-CDI han sido utilizados para




inmunizar conejos, mientras que el antigeno sintetizado con

morpho-CDI se ha usado en experimientos in vitro (23, 25-27).

El pK del é4dcido es muy importante para la participacidn
del grupo acidico hacia la formacién de un ester activo de
carbodiimida. A partir de la secuencia de la reaccidén I {a-
nexo 2), el ataque del grupo dcido se lleva a cabo en el Ato-
mo de carbono de la carbodiimida al cual le falta un elec-
trdén, este sédlo se dad al estar en la forma ionizada; y es im-
portante para dar el paso II (anexo 2). No es posible aislar
la molécula en el paso 11 de la reaccidn en su forma pura, ya

que no es estable (esteractivo}.

Para mantener a la funcidn acidica en su forma ionizada,
es importante mantener el pH de la mezcla reaccionante mas
alto que el pK del dcido. Esta es una de las razones por las
cuales esta reaccidén no funciona muy bien con dcidos que tie-
nen un pK de 7 o mas. Hay reacciones secundarias gque involu-
lucran diferentes especies anidnicas en la solucién del pH

miés altos, gue también reaccionan con el dtomo de carbono de

la carbodiimida al que le falta un electrén. Fl éster acti-
vo II (anexo 2), puede dar el origen a diferentes productos,
algunos deseados y algunos no deseables,. Puede reaccionar

con el grupo amino de la proteina para dar el conjugado de-
seable (V) y urea {(VI} (anexo 2), o puede reaccicnar con otra
molécula o dcido carboxilico para dar un anhidrido (III) {a-

nexo 2} que a su vez puede reaccionar con el grupoe amino de

la proteina, dando el producto deseado (V) {anexo 2). Alter-
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nativamente, el éster activo I puede sufrir una reordenacidn
intramolecular, dande un producto no deseado, la acilurea
(IV). Este parece ser dependiente del solvente {anexao 2)

(13, 17, 19, 23)}.

2.1.5. DIFERENTES TECNICAS UTLIZANDO CARBODIIMIDA COMO METODO

DE CONJUGACION.

Diversos autores han descrito diferentes técnicas para
la preparacidn de conjugados, Algunos varian la cantidad de
proteina acarreadora, pH, solventes como los métodos de puri-
ficacién. En las hormonas tiroideas se ha conjugado la tri-
iodotironina v la tiroxina a = diferentes acarreadores como:
seroalbuminas bovina, conejo o humana, asi como a material

sintético, fraccidn microsemal, carbdédn o tiroglobulina.

La técnica de preparacién de estos conjugados es suma-
mente variable, no encontrandose una verdadera correlaciédn
entre los diferentes investigadores, por ejemple -Goodfriend,
Levine y Fasman- en un estudio en el que conjugaron bradikina
vy angiotensina utilizaron de 100 a 200 mg. de dos diferentes
carbodiimidas, la Morpho-CDI y etil-CDI con un pH = 6 a 8 ¥

temperatura ambiente (28-30).

En la téenica de Inder J. Chopra produjo anticuerpos es-

pecificos para las hormcnas T3 y T4 preparando diversoes con-
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Jugados y complejos de T carbdén. Para la preparacidén de con-
Jugados utilizé Tiroglobulina, Fraccidén microsomal de la ti-
roides, tres conjugados sintéticos: polilisina, 4dcido poli-

glutamico v seroalbumina bovina (18, 30)}.

Larsen Pr. en un trabajo sobre inmunoensayos directos de
triiodotironina en suerc humano, conjugd la triiodotironina a
servalbumina bovina utilizando la técnica de la carbodiimida
a un pH = 7.4 y temperatura ambiente. En la purificacién del
conjugado utilizd el método de didlisis usando un Buffer de

fosfatos O.IM. (31).




3. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais con alta incidencia de bocio endé-
mico, por lo gque se hace necesario contar con una metodologia

para la evaluacidén completa de la funcidén tireidea.

Para realizar estas pruebas y aumentar su cobertura a
los pacientes que la necesiten, se requiere contar con un
Juego de reactivos propios gque permitan una dismihucién en

los costos prueba-paciente.

Para la produccién de los reactivos por el método de ra-
dicinmunoanalisis, el cual se utiliza para evaluar la concen-
tracién de hormonas tiroideas en suero humano, se requiere de
anticuerpos que han sido obtenidos por la inmunizacidén de co-
nejos. Para la inmunizacidén de los conejos se preparan con-
Jugados con las hormonas tiroideas especificas para la pro-

duccidén de anticuerpos.

Tomando en cuenta la gran controversia que se ha repor-
tado en la preparacidén de conjugado de hormona tiroidea, en
este trabajo se determinaron las condiciones éptimas de reac-
cién en la formacidn de conjugados entre triiodotironina (T3 )
y tiroxina (Ta) y seroalbumina bovina (BSA) como proteina a-

carreadora con el fin de obtener un método general adecuado a

las condiciones de trabajo de laboratorio.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

4.1.1. Obtener un inmunégeno 6éptimo para la produccidn de

anticuerpos antihormonas tiroideas en conejos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICQOS.

4,.2.1. Encontrar las condiciones éptimas de reaccidén en la

formacién de conjugadeos entre T3z, Ta v proteina acarreadora

sercalbumina bovina (BSA).

4.2.2. Establecer el mejor método para evaluacidn del por-

centaje de conjugacidén para las hormonas Tia v Te4 a sercalbu-

mina bovina (BSA).

4.2.3. Demostrar cual es el mejor método para la purifica-

cidén del producto obtenido.
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5. HIPOTESIS

La mejor condicién para la obtencién de conjugados de
las hormonas tirocideas es utilizando hidréxido de sodio como

solvente, un pH = 5 ¥y una temperatura de 4 °C.

<26>
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6. MATERITALES Y METODOS

6.1. Universo del trabajo.

En este trabajo se determinaron las condiciones J&ptimas
de reaccidn para la formacidn de conjugados de tiroxina (Ta)

y triiodotironina (Ta) con seroalbumina bovina (BSA)

6.2. Medios

6.2.1. Recursos Humanos:
Autor: Myriam Rebeca Alcazar Castillo.

Asesor: Lic. Rosana Mazariegos Lopez

Persconal profesional y técnico del laboratorio del Departa-
mento de Medicina Nuclear, Direccidén General de Energia Nu-
clear, Ministerio de Energla y Minas con sede en el Hospital

General San Juan de Dios.

6.2.2. Recursos Materiales

Bano Maria

Agitador magnético.

Pipetas automaticas de 20 wul, 50 ul, 100 ul ¥ 1000 ul.
2 balones 25, 50, 100 ml.

3 baeckers 10, 50, 100 ml.

200 tubos de poliestireno.

2 columnas cromatograficas.



1 espectrofotémetro.

1 contador gamma.

6.2.3. Reactivos.

450. mgr. serocalbumina bovina fraccidn V, Sigma Cat. 4-2153,
360 mgr. L-tiroxina (4cido 1libre), Sigma cat. T-2376.

40 ml. Dimetilformamida, Sigma cat. D-4254

1-etil-3-(3 dimetil-aminopropil) carbodiimida hidroeclorada,

Sigma cat. E-6383.

Sephadex G-25 fine, Sigma cat. G-2580.
Hidréxido de sodio (NaOQH).

Hidréxido de amonio (NHsOH}.

Etanol {(CHaCHzQH).

Acido clorhidrico (HC1).

Acido acético (CH3COOH)

Naz HPO4

Ta 1251

Agua destilada.

6.3. Procedimiento.

- Se prepard la solucién A disolviendo 25 mg. de seroalbumi-
na bovina en 12.5 ml. de agua tridestilada para pH = 5 o un

buffer de fosfatos 0.1 M. si es a un pH = 7.
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- En la sclucidn A ge disclvieron 15 mg. de clorhidrato de

1-etil-3[3 dimetil aminopropil carbodiimida (CDI)].
- S8e ajustd el pH a 5 o 7 segun sea el caso.

- Preparacidén de la solucidédn B: 10 mg. de hormona Acido 1li-
bre se disolvieron en 1 ml. del disolvente a probar, luego

se agrega la hormona marcada.

- Se adiciond la solucidn B a la solucidn A gota a gota con
agitacién constante ¥y con la temperatura convenida (4 °C,

temperatura ambiente 8 37 °C).
- Después de 10 minutos se adiciond nuevamente 10 mg. de
clorhidrato de 1l-etil-3(3-dimetil aminopropil) carbodiimida.

{ver anexo 3 y 4).

- Se dejd agitando durante 24 horas a la temperatura a pro-

bar.

- Antes de purificar el conjugadc se tomd la lectura inicial.

- Después de la purificacién del conjugado se tomd la lectura

final.

- Se realizaron los cadlculos para determinar el porcentaje de

unioén.
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6.4. DISENQ EXPERTMENTAL.

Andlisis de vartanza para un disefio factorial de 2 x 3 x 3.
Factores y niveles:

1. pH (2 niveles = 5 y 7)

2. Disolvente (3 niveles = NaéH, DMF, NHaQH/ET).

3. Temperatura (3 niveles = 4 °C, ambiente, 37 °C).
Respuesta a medir = cuentas por minuto {cpm) transformando

a logit. para normalizar los datos.
- Se didé una diferencia significativa entre los factores:
Por lo que se realizd comparaciones miltiples (prueba de la

minima diferencia significativa de Fischer-LSD)

- 8e realizaron graficas de interaccidn para la seleccidn de

la combinacién mas adecuada.
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7. RESULTADOS

En este trabajo se evaluaron diferentes condiciones de
conjugacidén, con el objeto de obtener el mayor numero de gru-

pos hapténicos acoplados a la proteina acarreadora.

Los grupos hapténicos utilizados fueron hormonas T3 ¥

T4+, como proteina acarreadora se emplec la sercalbumina bo-

vina.

Ts: Las condiciones que se utilizaron para la conjuga-
cién de la hormona T3 fueron pH=5 y pH=7, temperaturas am-
biente, 4 °C v 37 °C; caomo solventes NaOH y Dimetilformamida

(DMF) . Para cada condicidén se realizaron pruebas por tripli-

cadao.

Los resultados obtenidos para las diferentes condiciones
se muestran en la tabla No. 1, los cuales se expresan en por-

centaje de conjugacidén y relacidén T3 -BSA.

De acuerdo con estos, se observa que las condiciones en
las que mayor porcentaje de conjugacidén y relacién molar se

obtuveo, es utilizando como solvente: NaOH, pH de conjugaciédn

= 5, temperaturas de 4 °C y 37 °C. Si se utiliza NaOH con un
pH de conjugacidn = 7, la temperatura que favorece la reac-
cién es a 37 °C., Como puede observarse los pH y las tempera-

turas varian, por lo que para determinar la mejor condicidén
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para la reaccidn de acoplamiento, se aplicd un andlisis de
varianza, con un disefioc factorial de 2x3x2 en donde la proba-

bilidad de error fué para un =< = 0.05.

En la tabla No. 2 se muestra la probabilidad de error
para cada uno de los factores y sus interacciones. Los fac-
tores que presentan una probabilidad menocr para un =< = 0.05
son, el solvente y la interaccidén pH/solvente, esto determina
que entre estos, existe una diferencia estadisticamente sig-~
nificativa y que por lo tanto el pH y el solvente son facto-
res que influyen en la reaccidn de conjugacidén, entre la hor-

mona ¥ la proteina acarreadora.

Haciendo un anédlisis de los diferentes factores se ob-
serva que en la interaccién temperatura y pH no existe mayor
diferencia en los porcentajes de conjugacidn (p=0.8358) (gra-
fica No. 1), en cambio entre los solventes y el pH de conju-
gacidén los porcentajes de conjugacién varian (p =0.0268),
obteniendose el mayor porcentaje usande NaOH y un pH= b5

{grafica No 2).

Realizando una combinacién de los tres factores: pH,
temperatura, solvente, se observa que, a pH=5 con NaOH y
en todas las temperaturas evaluadas, (p=0.7656), los porcen-
tajes de conjugacién varian poce, en cambic con la Dimetil-
formamida (DMF) se observa un aumento del porcentaje de con-

Jjugacidn utilizando una temperatura de 37 °C (p=0.0039).
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Al comparar los porcentajes de conjugacidén cbtenidos con
los solventes {NaOH, DMF), a un pH=7, no se observd diferen-
cia significativa en las . tres temperaturas evaluadas
{p=0.7656). A este pH, si se utiliza NaOH, se observa mejor
conjugacidén a 37 °C. Con DMF la conjugacién se favorece a

temperatura ambiente.

Ts4: En la conjugacién de la hormona T4 a la seroalbumina
{BSA), se realizaron pruebas por triplicado en las que se u-
tilizaron las siguientes condiciones: pH=5 y pH=7, temperatu-
ra: ambiente, 4 °C ¥y 37 °C y como solvente NaOH, DMF, NH4OH/e

tanol.

Los resultados obtenidos para las diferentes condiciones
se muestran en la tabla No. 7, los cuales se expresan en por-

centajes de conjugacidén y relacidén T4 -BSA,

De acuerdo con estos, se observa que los mayores porcen-

tajes se muestran en las siguientes condiciones:

Con NaQOH, temperatura de 4 °C y un pH de conjugacién=5.
NaQH, temperatura de 37 °C v un pH de conjugacidn=5.

NHaOH/etanol, temperatura de 37 °C y un pH de conjugacidn= 7.

Para determinar la mejor combinacién, se aplicd un ana-
lisis de varianza con un disefio de 2x3x3 en donde la probabi-

lidad de error es para un o = 0.05,
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Los resultados obtenidos se muestran en la tabla No. 8,
en donde la probabilidad de error menor para un = = 0.05 se
muestran en leos factores siguientes: pH, interaccidn tempera-
tura/solvente y pH/temperatura/sclvente, esto determina que
entre estas condiciones, existe una diferencia significativa
y que por lo tanto son factores que influyen en la reacciédn

de conjugacidn.

Haciendo un anéalisis de los diferentes factores se obser
va que, en la interaccidn pH ¥y temperatura, los porcentajes
de conjugacién muestran poca variacidn (p=0.293) (grafica No.
4), similar resultado se observan en la interaccidn solvente
v pH (p=0.0681) (grafica No. 5), en cambic en la interaccién
temperatura/solvente los porcentajes de conjugacidén varian,
(p=0.0007), obteniendose los mayores porcentajes, utilizando
NaOH con una temperatura de 4 °C & con NHsOH/etanol a una

temperatura de 37 °C (grafica No. 6).

Realizando una combinacién de los tres factores, pH,
temperatura y solvente se observa que las condiciones en las
que se obtiene un mayor porcentaje de conjugacidén en la reac-
cién de acoplamiento Te¢-BSA es utilizando NaOH, un pH de con-
jugacién = 5 y una temperatura de 4 °C; similares porcentajes
de conjugacidén se obtienen al utilizar NH40OH/etanol con pH de

conjugacidn = 7 ¥y un temperatura de 37 °C {(grafica No. 7).

Al existir una diferencia estadistica, se realizaron com
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paraciones miltiples (prueba de la minima diferencia signifi-
cativa de Fisher—LSD) en la que los resultados obtenidos fue-
fueron que las mejores combinaciones para la reaccidn es uti-
lizando NaQH/pH=56/temp.= 4 °C & NHiOH/etanol/temp.= 37 °C, no
existiendo mayor variabilidad al comparar ambas combinaciones

de condiciocnes (p=0.0014},
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8. CONCLUSIONES:

Para la conjugacién de la hormona T3 con seroalbumina
bovina, la condicién en la gue se chtiene mayor porcentaje es
utilizando comoe solvente el NaOH y un pH de conjugacidn igual
a 5, las temperaturas no wvarian (p=0.8912), por lo tanto la
reaccién puede realizarse tanto a temperatura ambiente como a

4 °C y 37 °C,

Para la conjugacidén de la hormona T4 con serocalbumina
bovina, las condiciones en las gue se obtiene mayor porcenta-
Jje de conjugacidén son utilizando como solventes NaQH, pH de
conjugacidn igual a 5 ¥y una temperatura de 4 °C & usande
NHeaOH/etanol, pH de conjugacidén igual a 7 y una temperatura

de 37 °C. En ambas condiciones no existe mayor variabilidad.

Con respecto al método de purificacidon didlisis y colum-
na cromatografica, ambas metodologias pueden ser utilizadas
para eliminar la hormona que queddé sin unirse a la sercalbu-
mina bovina,. La Unica diferencia entre ambos métodos es el
tiempo que se utiliza, ya que la dialisis se realiga en 72

horas y la columna emplea 3 horas.
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9. RECOMENDACIONES:

Para la conjugacidn de la hormona Ti se considera gue
deben realizarse mayor numero. de determinaciones para las
interacciones pH de §/NaOH/temp.= 4 °C & NHsOH/etanol/pH de
T/temp. = 37 °C y establecer cual es la mejor técnica, sus

ventajas vy desventajas,

Con los conjugados producidos se deberd inocular anima-—
les de laboratorio para determinar gue técnica de conjugacidn

produce una mejor respuesta en la produccidén de anticuerpos.

En los cambios de pH, debe determinarse la cantidad de
hidréxidos o acido gque se agrega a la €olucidén de albumina,
va que esta se desnaturaliza facilmente en los cambios de pH

bruscos.

En el método. de purificacidn por columna, los volumenes
de cada fraccién recolectada deben ser uniformes, pues la ac-
tividad del trazador utilizado para monitorear la conjugaciédn

es proporcional al voldmen.
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ANEXO No., 1

PREOBABLE MECANISMO DE RFACCION DEL
HAPTENO PROTEINA - CARBODIIMIDA

0]
Proteina - C ) R - N = -
N C =N - R’
OCH {carbodiimida)
:
1
b
A
1
1
]
]
H
0 l
- N - R
Proteina - C '
-~ C
o) NN - R?
Postulado Intermedio
+
HAPTENOQ -~ NH2
ACOPLADO 0O
_0 ’ 0 H
Proteina - C Hapteno Proteina - C | {
NN SN - ¢C - N
l
H R’ R’
(N - proteina sustituida por urea)

Producto acoplado

+
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ANEXO No. 2

REACCION DE LA CARBODIIMIDA

R" - COOH + N-C=¢-N-R
1
¥
(1) 1}
]
i
: pH > pK
:
:
R ~NH-C=N-R
1
1
(1I1) g
O~memmm——— R"-CO-0~CO-R" + R-NH-C-NH-R
: :
: ' O
R" - CO t
] ]
1 1
1 1
1 1
o ——————— +
C - NHR’ Proteina - NHZ
i
0 i
¥
]
(IV) :

R-CO-NH - PROTEINA + R-NH-CO-NH-R

(V) (VI)

| PROMERAD OF LA URNERSICAD OF SAK CARLDS O GUATEMALA

diptintee s Lentral

i

<45>
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ANEXO No.

TABLA DE PROCEDIMIENTO PARA T4

e e e m e — e — e

TEMPERATURA | SOLVENTE '

H pH |

HORMONA

T T e ST e e

No.

NaOH !

: .0

T4

F
1

T S e thebata bt R 2

01

NaCH t

.0

5

t
1

T4

T S Tt S ettt

}
1

: NaOH i

., 0

5

T4
T B St et

i
1

i
i

DMF
T S e i T e s =

ambiente '

T4 ' L0

1
i

DMFE

ambiente H

T4 H .0

T e e T T

1
1

DMF

ambiente '

.0

5

T4

I
1

e At S et it e e e e

NH4+ OH/ET i

°C

37
B b e e it e et e S

.0

5

!
1

T4

NH: OH/ET :

e

37
ot e e ¢

§ .0

T4

¥
L

NH4+ OH/ET
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i
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1
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1
1
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t
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1
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1
L

NH+ OH/ET

T i e R
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7

t
]
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NH4 OH/ET

e e e e ————— 4

1
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No. 4

ANEXO

TABLA DE PROCEDIMIENTO PARA T3

et e e et ittt T
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e e St e et L LT
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o
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et e e i s et D
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T S it e it e
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e e T et iR PR
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e T e et St PR R X
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1
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it e it e b e e e ey
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et e et Tt et

1
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e e e ittt T
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i
1
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T3
e B it B et et &

NH4 OH/ET

. T e it e

C
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T3
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Tabla No. |
RESULTADDS OBTENIDOS PARA LA CONJUGACION DE HORMOMA T2 A SERDALBUMING BOVINA

1
I
1
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i Solvente : Metodo ! % cenj ! % conj ! % conj ! T3/BSA | T3/BSA | T3/ESA
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Tabla No. &

PORCENTAJE TE CONJUGACION EN LA INTERACCION pH/TEMPERATURA/SOLVENTE EN HORMONA T3
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