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"Obtención de anticuerpos anti-prolactiua a partir de prolactina hmruina de producción
nacional".

RESUMEN

Se estudió la posibilidad de utilizar la hormona prolactina, producida por la Empresa
Farmacéutica Mario Muñoz de la IMEFA, como inmunógeno para la obtención dol antimiero
anli-prolactina. Se realizó la validación del antisuero (titulación, especificidad y afinidad),
con el fin de ser utilizado en la producción do Kits-RIA de Prolactina.
Se concluyó que el anticuerpo reúne los requisitos necesarios para su utilización en la
producción de Kita-RIA de Prolactina.

ABSTRACTS

In this woik w:u> .•ihidiol tin' me of Ihe Prolnctiu hormone as mmiuiioj.',vn, '.vhk'h in obtained
in Cuba by the farmacéutica! institute "Mario Muñoz", to produce the antibody anti-
prolactin. Waa 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.

INTRODUCCIÓN

La determinación de las concentraciones de la prolactina plasmática es de extrema utilidad
para el diagnóstico y tratamiento de las patologías tales como infertilidad, amenorrea con o
sin galactorrea, tumores hipofisiarios, pérdidad del libido y disminución del volumen
seminal [1,2].
En nuestro pais se utiliza con este fin la técnica ultramicroanaljtica de Radioinmunoanálisis
(RÍA), la cual consiste en una reacción competitiva que se establece entre la prolactina
marcada con 1-125 y la prolactina plasmática por los sitios de unión del anticuerpo
especifico anli-prolactina. [2].
El Kit-RIA tiene entre sus componentes fundamentales el anticuerpo especifico de la
hormona A determinar. Esto componente se obtiene, utilizando como materia prima la
hormona en cuestión de alta pureza, por un proceso de inmunización en una especie diferente
de la que procede la hormona [3,41.
Existen casas comerciales que venden el anticuerpo con la calidad requerida para ser
incluido en el Kit-RIA [5j. El costo de estos anticuerpos es elevado por lo que el presente
trabajo so propuso ia obtención de I03 anticuerpos anti-prolactina en conejos, a partir de la
hormona que se obtiene en Cuba, asi como la validación y caracterización de los parámetros
óptimos para ser incluida en el Kit-RIA-Prolactina de producción nacional.

MATERIALES Y MÉTODOS

Todos los reactivos utilizados gon de calidad p.a de firmas internacionales reconocidas.



La radiactividad se determinó con un contador I,KB tipo Miiúgamma 1275.
Para la validación de los anticuerpos se utilizaron Kits producidos y ofrecidos gentilmente
por el INEN, loa cuales a su vez están validados contra Kits comerciales de la OMS-HRP.

1.Obtención de anticuerpo! antf-prolactina.

Con este fin se utilizaron 2 conejos de la raza semigigante blanco con un peso corporal de
±10 libras cada uno. La alimentación fue "al libitum".
Como inmunógeno se utilizó la hormona prolactina que produce la Empresa Farmacéutica
Mario Muñoz. La alta pureza de la hormona se comprobó en trabajos anteriores [6].
Se aplicó un esquema de inmunización con inyecciones intradenniens cada 21 días en la
zona dorsal anterior del lomo del animal en múltiples puntos.
La composición del inniunóguno fue 0.15rna, tic prolactina complementado con 0.5ml de
adyuvante completo de Freun'd y Ü.5uil de suero lídtolót^ico a ptl 7.0, durante todo el
proceso »lo iumiuii/,-iuoi), ci ai.it v-oiuisti.) cu « u;ttu> ciclos .le 1 i .ii.i;. cada uno
Las extracciones de sangre se realizaron por U vena marginal de la oreja del conejo cada 7
días posteriores a las inmunizaciones. Se realizaron en total cuatro extracciones de sangro y
una quinta para el sacrificio de loa animales.

2.Validación de los anticuerpos obtenidos.

Con el objetivo de determinar la concentración óptima del anticuerpo para su introducción
dentro del Kit comercial, se realizó la titulación de las extracciones de sangre en un intervalo
de diluciones sucesivas 1/2 desde 1/100 hasta 1/64000. Para cada punto se montó el
porciento de unión especifica y no especifica, loa cuales fueron comparados con puntos
controles.
Una vez escogido el titulo óptimo se introdujeron estos en un Kit nacional para detenninar
los parámetros de calidad y compararlos con los del Kit comercia!.
Posteriormente se estudió la especificidad y afinidad do los anticuerpos.
Î a especificidad consistió en victemüuar la reactividad cruzada <icl anticuerpo con los
posibles antlgenos reactantes [.>], los c\tales podrían ser la hormona de crecimiento (GH) y la
honnona estimulante de las tiroides (TSH). Con este fin se introdujo el anticuerpo obtenido
en la dilución óptima en un Kit nacional y HC hizo reaccionar con los mitigónos reactantes en
concentraciones patológicas. Se utilizaron concentraciones desde O.O32)ig/rnl liasta O.Sfig/ml
en diluciones'sucesivas 1/2 para U Olí y concentraciones desde 0.115ug/ml hasta 1 .K3ug/ml
en diluciones sucesivas 1/2 para la FSH.
p]l porciento de reactividad cruzada se determino .según la expresión:

% Roactiv. Cruzada = 100 X concentración de prolactina al KD-5U
corte, de du;.t;ineia rcactante al VA)-5Q

en la que se compara l.i luaclividad cu el punto medio de la curva patrón.



La afinidad de los anticuerpos consistió en la determinación de las constantes fisico-
químicas de ellos (constante de afinidad, constante de disociación y concentración de "loa
sitios de unión del anticueipo), para lo cual ae utilizó ol método del Scatchard Plot [7],

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados de las titulaciones realizadas mostraron que no ocurrió levantamiento de
anticuerpos en las primeras extracciones, observándose buenos tirulos en la cuarta
extracción, por lo que ae decidió sacrificar los animales, debido a la ausencia de cantidades
suficientes de inmunógenos para la continuación de los ciclos de inmunización. Se observó
una ligera disminución .le lo-- tífr,!,^ r]e:;pút:s de! ;:uiifii ¡o >lc os I •
Se seleccionaron para la validación de los anticuerpos los títulos de 1/4000 para el couejo 1 y
1/1000 para el segundo conejo, según los resultados de las titulaciones realizadas. Ix>s
anticuerpos obtenidos se introdujeron en un Kit comercial sustituyendo el anticuerpo
especifico, con el objetivo de determinar los parámetros de candad y fueron comparados con
los del Kit comercial nacional ya estandarizado. Estos resultados se muestran en la tabla
Nol .

tabla Nol
Parámetro Control

pendiente

intercepto
ED-50

Suero Control 1
Suero Control 2
Suero Control 3

Utilizando Kit
Comercial

-0.982i0.008

2.370±0.112
259±25

934±262uU/ml
206±43fiU/ml
84±22uU/ml

Utilizando dilución
1/4000 del anticuerpo

conejo 1
-1.125
2.898
376

849±109uU/ml
196±40uU/ml
127±51nU/ml

Utilizando dilución
1/1000 del anticuerpo

conejo 2
-0.976

2.530
390

863±88jAU/ml
178±7uU/ml

110.tl2fiU/ml

Los resultados de las diluciones escogidas para los anticuerpos obtenidos caen en el rango de
trabajo del Kit comercial, por estas razones se escogieron ellas para el estudio de
especificidad y afinidad.
La figura 1 muestra los resultados de la especificidad de los anticuerpos obtenidos para el
conejo 1. Loa resultados de la especifidad del conejo 2 son similares.



Flo 1. Reactividad Cruzada del anticuerpo anti-Pd.
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Las curvas de los antigenos reactantes no se cruzan con la curva de ínteres en la cual se
emplea la prolactina como antigeno, por lo que la reactividad cruzada es despreciable según
la expresión explicada con anterioridad.
La tabla No2 refleja los resultados de las constantes físico-químicas de los anticuerpos
obtenidos según la técnica del Scatchard Plot.

Tabla No2
Constante

Const Afinidad Ka (L/M)
Const Disociación Kd JM/L)
Cooc Sitios de unión al Ac

Conejo 1
0.43 X 10*
2.31X10"*
1.02X10*

Conejo 2
0.53 X 10*
1.86X10"*
1.24X10"y

Estas conatantes se encuentran dentro del rango característico de trabajo de los anticuerpos
policlonales para su uso en radioinmunoanálisis.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron anticuerpos anti-prolactina a partir de la prolactina humana de producción
nacional con loa parámetros de calidad (titulo, especificidad y afinidad) requeridos para su
utilización en la técnica de radioinmunoanálisis.
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