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“Obtencion de anticuerpos anti-prolactina a partir de prolactina humana de produccion
nacional”.

RESUMEN ¢

Se estudié la posibilidad de utilizar la hormona prolactina, producida por la Empresa
Farmacéutica Mario Mufioz de la IMEFA, como inmunégeno para la ottencion del antisuero
anti-prolactina. Se realiz6 la validacion del antisuero (titulacion, especificidad y afinidad),
ocon el fin de ser utilizado en la produccién de Kits-RIA de Prolactina.

Se concluydé que el anticuerpo reune los requisitos necesarios para su utilizaciéon en la
produccién de Kits-RIA de Prolactina.

ABSTRACTS

[ this work was studied the use of the Prolactin hormone as snmunogen, which iz obtamned
in Cuba by the farmaceutical institute “Mano Mufioz”, to produce the antibody anti-
prolactin. Was made the validation of obtained antibody (titration, specificity and affinity).

The produced antibody had the necessary quality to be use as a component of the Kits-RIA-
Prolactin.

INTRODUCCION

La determinacién de las concentraciones de la prolactina plasmatica es de extrema utilidad
para el diagnostico y tratamiento de las patologias tales como infertilidad, amenorrea con o
sin galactorrea, tumores hipofisiarios, pérdidad del libido y disminucién del vohimen
seminal [1,2]. .

En nuestro pais se utiliza con este fin la técnica ultramicroanalitica de Radioinmunocanalisis
(RIA), la cual consiste en una reaccién competitiva que se establece entre la prolactina
marcada con [-125 v la prolactina plasmatica por los sitios de unién del anticuerpo
especifico anti-prolactina. [2).

El Kit-RIA tiene entre sus componenies fundamentales el anticuerpo especifico de la
hormona .a, determinar. Este componente se obtiene, utilizando como matena prima la
hormona en cuestién de alta pureza, por un proceso de inmumizacidn en una especie difcrente
de la que procede la hormona [3,4).

Existen casas comerciales que venden el anticuerpo con la calidad requerida para ser
incluido en el Kit-RIA [5]. El costo de estos anticuerpos es elevado por lo que el presente
trabajo se propuso la obtencion de los anticuerpos anti-prolactina en conejos, a partir de la
hormona que se obtiene en Cuba, asi como la validacién y caracterizacién de los parametros
dptimos para ser incluida en el Kit-RIA-Prolactina de produccion nacional.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados son de calidad p.a de firmas intemacionales reconocidas.



La radiactividad se determiné con un contador ILLKB tipo Minigamma 1275.
Pam la validacién de los anticuerpos se utihizaron Kits producidos y ofrecidos gentilmente
por el INEN, los cuales a su vez estan validados contra Kits comerciales de la OMS-HRP,

1.0btencion de anticuerpos anti-prolactina.

Con este fin se utilizaron 2 conejos de la raza semigigante blanco con un peso corporal de
+10 libras cada uno. La alimentacién fue “al libitum”,

Como inmundgeno se ulilizd la hormona prolactina que produce la Empresa Farnacéutica
Mario Mufioz. La alta pureza de 1a hormona se comprob6 en trabajos anteriores [6).

Se aplicd un esquoma de inmunizacidén con inyccciones infradénmicas cada 21 dias en la
zona dorsal anterior del lomo del animal en multiples puntos.

La composicién del tomundgeno fué 0.15r0r de prolactina complementado con 0.5ml de
adyuvanie completo de Freun'd y 0.5l de suero tiswlogico a ptl 7.0, durante todo el
procesoade innunizacion, el cuat comststio cocuatto caclos Je 21 due cada uno

Las extracciones de sangre se realizaron por la vena marginal de la oreja del conejo cada 7
dias posteriores a las inmunizaciones. Se realizaron en total cuatro extracciones de sangre y
una quinta para el sacrificio de los anunales.

2.Validacién de los anticuerpos obtenidos.

Con el objetivo de determinar la concentracién 6ptima del anticuerpo para su introduccién
dentro del Kit comercial, se realiz6 la titulacidon de las extracciones de sangre en un intervalo
de diluciones sucesivas 1/2 desde 1/100 hasta 1/64000. Para cada punto se mont6 el
porciento de unidn especifica y no especitica, los cuales fueron comparados con puntos
controles.

{Jna vez escogido el titulo dptimo se introdujeron estos en un Kit nacional para detenninar
los parAmetros de calidad y compararlos con los del Kit comercial.

Posteriormente se estudio la espocificidad y afinidad de los anticuerpos.

La especificidad consistié ep Jdeterminar la reactividad cruzada del anticuerpo con los
posibles antigenos reactantes |3}, 1os cuales podrian ser la hormona de crecimiento (GH) y la
hormona estimulante de las tiroides {TSH). C"on este fin se introdujo el anticuerpo obtemdo
cn la dilucién Sptima en un Kit nacional y s¢ hizo reaccionar con los antigenos reactantos en
concentraciones patologicas. Se utilizaron concentraciones desde 0.032j1g/ml hasta 0.5pg/ml
en diluciones sucesivas 1/2 para la Gt y concentraciones desde 0.115pg/ml hasta 1.83pg/ml
en diluciones sucesivas 1/2 para la FSH.

El porciento de reactividad cruzada se determino segim la expresion:

% Reactiv. Cruzada = 100 X concentracion de prolactina al ED-50
cone. de austancia reactante al BID-50
en la que se compara la reactividad en ¢l punto medio de la curva patron.



La afinidad de los anticuerpos consistié en la determinacién de las constantes fisico-
quimicas de ellos (constante de afinidad, constante de disociacién y concentraciéon de‘los
sitios de union del anticuerpo), para lo cual se utilizé ol método del Scatchard Plot [7).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las titulaciones realizadas mostraron que no ocurrié levantamiento de
anticuerpos en las primeras extracciones, observindose buenos titulos en la cuarta
extraccion, por lo que se decidi6 sacrificar los animales, debido a la ausencia de cantidades
suficientes de inmundgenos para Ia oon(inuacibu de los ciclos de inmunizacion. Se observéd
una tigera disminucion Je los titilos despiies detsacrificio de est

Se selecclomn'on para la validacion de los anticuerpos los titulos de 174000 para el conejo 1 y
1/1000 pama el segundo conejo, segin los resultados de las titulaciones realizadas. Los
anticuerpos obtenidos se introdujeron en un Kit comercial sustituyendo el anticuerpo
especifico, con ¢l objetivo de determinar los parimetros de calidad y fueron comparados con
loa del Kit comercial nacional ya estandarizado. Estos resultados se muestran en la {abla
Nol.

tabla Nol
Parametro Control | Utilizando Kit Utilizando dilucién Utilizando ditucién
Comercial 1/4000 del anticuerpo 1/1000 del anticuerpo
conejo 1 conejo 2
pendiente -0.98240.008 -1.125 0.976
intercepto 2.37040.112 2.898 2.530
ED-50 259425 376 390
Suero Control 1 | 9344262U/ml 849+109uU/ml 863+88uU/ml
Suero Cofitrol 2 | 206+43pU/ml | 19640pU/ml ] _178+7pU/ml
Suero Control 3 84+22uU/ml 1274511 U/ml 110£12uU/ml

Los resultados de ias diluciones escogidas para los anticueqm obtenidos caen en el rango de
trabajo del Kit comercial, por estas razones se escogicron ellas pam el estudio de
especificidad y afinidad.

La figura 1 muestra los resultados de la especificidad de los anticuerpos obtenidos para el
conejo 1. Los resultados de la especifidad del conejo 2 son similares.



Fig 1. Reactividad Crnuzada dsi anticuerpo anti-P.
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Las curvas de los antigenos reactantes no se cruzan con Ia curva de interes en la cual se
emplea la prolactina como antigeno, por lo que Ia reactividad cruzada es despreciable segin
la expresion explicada con anterioridad.

La tabla No2 refleja los resultados de las constantes fisico-quimicas de los anticuerpos
obtenidos segin la técnica del Scatchard Plot.

Tabla No2
Coustante Consjo 1 Conejo 2
Const Afinidad Ko (LM) 043X10° 0.53X 107
Const Disociacién Kd (M/L) 2.31X10~ 186 X107
Conc Sitioa de uni6n al Ac | 1.02X10~ 124X 10”7
v (M) .

Estas constantes se encuentran dentro del rango caracteristico de trabejo de los anticuerpos
policlonales para su uso en radioinmunocanalisis.

CONCLUSIONES
Se obtuvieron anticuerpos anti-prolactina a partir de la prolactina humana de produccién

nacional con los pardmetros de calidad (titulo, especificidad y afinidad) requeridos para su
utilizacion en la técnica de radioinmunoanalisis.
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