Produccion de anticuerpos antiprogesterona a partir
de la yema de huevo de gallinas y del suero sanguineo
de conejos, para ser utilizados en radioinmunoanalisis

Resumen

Seindujolaproducciéndeanticuerposcontraprogesterona
en gallinas Leghorn y conejos Nueva Zelanda, con el prop6-
sito de utilizarlos para establecer un Radioinmunoanilisis
(RIA) para determinar progesterona. La extraccién de
anticuerposde layema del huevo de las gallinasinmunizadas
serealiz6 con 2-propanolyacetona. Losanticuerposdelsuero
sanguineo de conejo se extrajeron con solucion de sulfato de
amonio. Los anticuerpos de la yema del huevo mostraron
elevada afinidad y especificidad hacia la progesterona. La
sensibilidad del RIA establecido con estos anticuerpos fue de
0.27 ng/ml; los coeficientes de variabilidad intraensayo e
interensayo fueron de 19.6y 22.2%, respectivamente. Hubo
una correlacion de 0.94 entre los valores de progesterona
determinados con un estuche comercial y los establecidos
conlosanticuerposdelayema. Losanticuerposobtenidosdel
suero de conejo también tuvieron elevada afinidad y
especificidad hacia a la progesterona. La sensibilidad de RIA
que utilizé este anticuerpo fue de 0.23 ng/ml, el coeficiente
de variabilidad intraensayo de 14.7% vy el interensayo de
22.7%. Los valores de progesterona medidos con un estuche
comercial y con el RIA establecido con los anticuerpos del
conejo tuvieron una correlacién de 0.96. Se concluye que la
yemadehuevodegallinasinmunizadasesunafuente practica
de anticuerpos antiprogesterona de calidad comparable ala
de los anticuerpos obtenidos a partir de suero sanguineo de
conejos. La produccién de anticuerpos antiprogesterona
extraidos de la yema del huevo de gallinas inmunizadas, fue
2.5 veces mayor que la obtenida del suero sanguineo de
conejos inmunizados contra el mismo antigeno.

Introduccién

Actualmente, esusual el empleo de radioinmunoanélisis
y del enzimoinmunoanalsis para cuantificar hormonas
esteroides o peptidicas paraseguir laactividad reproductiva
de los animales domésticos.'> "5
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Los componentes primarios de estas técnicas son tres:
El anticuerpo, el trazador, y el antigeno no marcado o
analito. Mediante la combinacién de estos componen-
tes, bajo condiciones fisicoquimicas controladas, se pue-
den cuantificar hormonas en muestras de suero, plasma
sanguineo, saliva o leche.!

Para establecer la técnica es necesario disponer de los
anticuerpos dirigidos contra la hormona que se preten-
de cuantificar, los cuales deben poseer alta afinidad,
especificidad y disponibilidad.'” Hoy dia, en México, la
mayor parte de los anticuerpos utilizados para la medi-
cién hormonal se producen en cantidades limitadas en
algunos institutos de investigacién (por ejemplo, en el
Instituto Nacional de Nutricién o el Instituto de Inves-
tigaciones Biomédicas de la UNAM). Por otra parte, la
adquisicion de este bioldgico es limitada por el elevado
costo que representa el adquirir estuches comerciales
cuando hay que analizar cantidades relativamente gran-
des de muestras de animales, para observar por ejemplo
la actividad ovarica.

Para la obtencién de anticuerpos antiprogesterona
generalmente se inmunizan conejos con diferentes do-
sis delinmunégeno, que van desde 15 ug por kg de peso
corporal’® hasta 1 mg por animal.*” Los anticuerpos asi
producidos se utilizan en forma cruda como antisueros.
También pueden purificarse mediante técnicas de pre-
cipitacion con sulfatos, separacién por cromatografia
de afinidad utilizando la proteina A, precipitacién con
polietilenglicol o rivanol, o las cromatografias de inter-
cambioiénico." También se han producido an ticuerpos
contra progesterona en borregos mediante la adminis-
tracién de progesterona 11 alfa-hemisuccinato: albtimina
sérica bovina.” 2’

Unaalternativainteresante para producir anticuerpos
consiste en la inmunizacién de gallinas para aislar los
anticuerpos a partir de la yema de huevo. Asi, se han
producido y aislado de la yema de huevo anticuerpos
contra hormona luteinizante,* antigenosvirales*y con-
tra o-hemaglutinina humana.® La ventaja de dicha
técnica es que una vez inmunizada la gallina se cuenta
con una fuente consistente de anticuerpos frescos du-
rante todo el ciclo de postura del animal. Sin embargo,
en la literatura no existen referencias sobre la produc-
cién de anticuerpos contra hormonas esteroidesa partir
de yema de huevo
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Uno de los principales inconvenientes de las técnicas
para extraer los anticuerpos de la yema del huevo es la
abundante cantidad de lipoproteinas presentesen ésta.*®
Patterson et al.**y Malkinson,?® informaron que el uso de
éter-dicloruro de etileno hace posible extraer de mane-
ra eficiente las inmunoglobulinas de la yema. Posterior-
mente, Polson et al.* lograron extraer exitosamente las
inmunoglobulinas con polietilenglicol y sulfato de
amonio. Jensenius et al.”® separaron gama globulinas de
la yema de huevo con técnicas de precipitacién con
sulfato dextran y baja fuerza iénica a pH neutro; recien-
temente, Bade y Stegemann® informaron sobre la sepa-
racién de gama globulinas a partir de yema mediante
precipitacién con isopropanol y acetona.

Es preciso contar con una fuente econémica y practi-
ca para la obtencién de anticuerpos contra hormonas
esteroides para su uso en radioinmunoanilisis. Luego,
el presente trabajo tiene por objetivos: 1) Determinar
las caracteristicas inmunoquimicas de los anticuerpos
contra progesterona, obtenidos a partir del suero de
conejos inmunizados y los obtenidos a partir de la yema
de huevo de gallinas inmunizadas, 2) Determinar la
exactitud, precision, especificidad y sensibilidad de los
radioinmunoensayos establecidos con los anticuerpos
correspondientes y 3) Determinar cuél de las fuentes
probadas presenta mayor rendimiento de anticuerpos
utilizables para el RIA.

Material y métodos

Se inici6 el calendario de inmunizacién en dos cone-
jos Nueva Zelanda de seis semanas de edad mediante la
aplicacion subcutanea de 0.1 mg de progesterona con-
jugada con albiimina sérica bovina por medio de enlace
11-0 hemisuccinato emulsificada con adyuvante incom-
pleto de Freund durante las tres primeras aplicaciones,
que se realizaron quincenalmente. En las aplicaciones
mensuales posteriores, el adyuvante se sustituy6é por
completode Freund. Parala produccién de anticuerpos
en yema de huevo se utilizaron cinco gallinas de estirpe
Daling de 20 semanas de edad. En ellas se sigui6 el
mismo calendario de inmunizacién usado con los cone-
Jjos, utilizando el conjugado emulsificado en dosis de 0.5
mg, por via intramuscular.

Para el seguimiento de la respuesta inmunolégica se
colectd una muestra sanguinea una semana después de
cada refuerzo, para titular la aparicién de anticuerpos
en suero de acuerdo con la técnica empleada por la
Agencia Internacional de Energia Atémica.??

En cuanto a los conejos, en el momento en el que no
se observé mayor aumento del titulo de anticuerpos, se
procedio a obtener la mayor cantidad posible de san-
gre, de la cual fue separado el suero. La extraccién de
anticuerpos del suero sanguineo de los conejos se
realiz6 conforme a la técnica de Munro y Stabenfeldt.®
El extracto de anticuerpos del conejo utlizados se
envasé en tubos de ensaye y se almacend a— 25°C. Se
midi6 la cantidad de proteinas presente en el extracto
a través de la absorcién a 280 nm.* En el caso de las
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gallinas, a partir de que se obtuvieron los titulos maxi-
mos en suero sanguineo, se colectaron los hue-
vos durante 3 meses. Las yemas de todos los huevos se
Jjuntaronyse procedi6 alaextraccién de losanticuerpos
contenidos en la yema del huevo de las gallinas que
presentaron el mayor titulo de anticuerpos séricos,
para lo cual se utilizé la técnica de Bade y Stegemann,®
modificando la temperatura a 20°C en este trabajo. Se
cuantificé la concentracién proteinica en el extracto
de anticuerpos mediante la técnica de absorcién a 280
nm.!! Tanto en los extractos de suero de conejo como
enlosdeyema, se realizé una corrida electroforética en
gel de poliacrilamida para detectar el grado de purifi-
cacion de las inmunoglobulinas, segin lo descrito por
Gabriel.!®

Ya preparadoslos extractos de anticuerpos, se procedié
a establecer las condiciones de los radioinmunoensayos
para cada uno de ellos, para lo cual se probaron simulta-
neamente diversas concentraciones de anticuerpos y
trazador, paraencontrar lacombinacién 6ptima en cuan-
to a sensibilidad y rendimiento.! Para ello se us6 como
trazador progesterona conjugada con 1-125. Una vez
encontrada la combinacién optima se corrieron cinco
curvas estandar, a partir de las cuales se calculé la media
y €l error estindar para cada una de las concentraciones
del calibrador. Con dichos datos se construy6 la curva
estandar media con su envoltura de error. Se consideré la
sensibilidad de los inmunoensayos como la dosis de
progesterona obtenida a partir de una curva estaindar
media, cuando se sustraen dos errores estindar al porcen-
taje de unién de un calibrador que tienen 0.0 ng/ml de
progesterona no radiactiva.?

Para determinar la especificidad se realizaron pruebas
de paralelismoyse calcularon lasreacciones cruzadascon
cortisol,"” a-hidroxiprogesterona,® o-hidroxiprogesterona,!
desoxicortisol," desoxicortisona y progesterona.?? Para la
primera prueba se usé una muestra de suero bovino cuya
concentracion de progesterona era de 4.2 ng/ml, la cual
fue sometida a diluciones dobles desde 1:2 hasta 1:16
estimandose las concentraciones de progesterona en
cadadilucién por medio de RIA que se estaba evaluando,
las cuales se graficaron sobre la curva estindar. Las
concentraciones de los esteroides utilizados para calcular
las reacciones cruzadas fueron de 3.6 x 10® hasta 3.6 ug/
ml. El porcentaje de reaccién cruzada se estimé segin el
método descrito por la [AFA.?

La precision se calculé a partir de los coeficientes de
variabilidad intraensayo e interensayo, utilizando una
muestra de suero bovino cuya concentracién de
progesterona fue de 4.2 ng/ml, colocada por
cuadruplicado en un mismo ensayo para determinar el
primer coeficiente; paraelsegundo, se usaron lasconcen-
tracionesde progesterona de lamisma muestraanalizada
por duplicado en cuatro ensayos consecutivos.??

Para determinar la exactitud de los inmunoensayos,
serelacionaron las estimaciones de progesterona cuan-
tificadas con un estuche comercial previamente valida-
do* y las estimaciones hechas con los RIA
instrumentados en este trabajo, mediante un anilisis
de regresion lineal simple.*!



Una vez instrumentados los radioinmunoanilisis con los
‘anticuerpos extraidos, se estimé la constante de afinidad de
éstos, utilizando la grafica de Scatchard.*! Los ensayos di-
sefiados en este trabajo requieren la extraccion de este-
roides con éter de petréleo con bajo punto de ebullicién.

Resultados

EnlaFigura 1 se muestran los porcentajes de unién del
suero sanguineo de los conejos a lo largo del tiempo
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Figura 1. Titulo de anticuerpos contra progesterona en suero de
conejos en diferentes momentos del calendario de inmunizacién

cuando se titularon contra progesteronaradiactiva, usan-
do una dilucién fija de 1:500. Sélo el conejo CR produjo
titulos adecuados, por lo que con el suero de este conejo
se efectud el resto del trabajo. El anilisis electroforético
del antisuero obtenido del conejo CR mostré una sola
banda de proteinas (Figura 2). La cantidad de proteina
cuantificada en el extracto fue de 2.95 mg/ml.
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Figura 2. Fotogratia de la electrotoresis en gel de poliacrilamida del
anticuerpo CR. Laimagen A corresponde ala corrida electroforética
de un suero normal de conejo y B a la del anticuerpo CR

En el Cuadro 1 se muestra la unién del anticuerpo CR
al trazador en ausencia de progesterona, asi como el
desplazamiento del trazador por el estandar de
progesterona al utilizar diversas combinaciones de dilu-
cién de anticuerpos CR y masa radiactiva. Se empleé la

Cuadro 1
UNION DEL TRAZADOR Y DESPLAZAMIENTO
DE LA UNION POR UN ESTANDAR EMPLEANDO DOS
NIVELES DE MASA RADIACTIVA Y DIFERENTES
DILUCIONES DEL ANTICUERPO CR

Dilucién del Masa

anticuerpo  radiactiva cpm EO  c¢pm E  %E/EO  Desplazamiento
1:1000 3500 2656 2700 — —
6500 4472 4270 95 5
1:2000 3500 2380 2161 90 10
6500 4082 3151 77 23
1:4000 3500 2100 1575 75 25
6500 3770 2525 67 33
1:8000 3500 1918 1208 63 37
6500 3185 1560 68 32
1:15000 3500 1218 548 45 55

cpm EO: Cuentas por minuto contenidas en la fraccién unida en
ausencia de progesterona no marcada

cpm E:  Cuentas por minuto contenidas en la fraccién unida en
presencia de un estandar que contiene 2.0 ng/ml de progesterona
%E/EO: Porcentaje de unién del trazador en presencia del estandar
Desplazamiento: Diferencia de unién entre el EO y ekestandar

combinacion de anticuerpo CR diluido 1:15,000 y 3,500
cuentas por minuto (cpm) de trazador para montar la
curva de calibracién, ya que fue la combinacién en laque
se produjo mayor desplazamiento (55%). En laFigura 3se
muestra la curva de calibracién obtenida.
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Figura 3. Curva de calibracién utilizando el anticuerpo CR

La constante de afinidad estimada para el anticuerpo
CR fue de K =1.06 x 10® 1/Mol.
A partir de la curva de calibracién con su envoltura de

error se calculé la sensibilidad del RIA, de 0.23 ng/ml
(Figura 4).
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Figura 4. Curva estindar y envoltura de error del RIA que utiliza el
anticuerpo del conejo CR

Losresultadosde la2 reaccion cruzada del anticuerpo
CR se observan en el Cuadro 2. En todos los casos la
reaccién cruzada fue menor que 2%.

El coeficiente de variacién intraensayo fue de 14.7%
y el coeficiente de variacién interensayo de 22.7%. Los
resultados obtenidos con el RIA establecido con los
anticuerpos del conejo CR, tuvieron una correlaciéon

Cuadro 2
REACCION CRUZADA DEL ANTICUERPO CR
CON DIVERSOS ESTEROIDES
Compuesto % Reaccion cruzada
17 a-hidroxiprogesterona 1.74
20 a-hidroxiprogesterona 0.14
Cortisol 0.02
11 Desoxicortisol 0.03
11 Desoxicorticosterona 1.67
Progesterona 100.00

significativa con los obtenidos al analizar las mismas
muestras con un RIA comercial. La ecuacién de regre-
sion se representa en la Figura 5. El volumen total de
anticuerpo colectado del conejo CR fue de 40 ml, por lo
que si la dilucién de trabajo del anticuerpo en el RIA es
de 1:15,000, el volumen total del anticuerpo diluido
sera de 599,960 ml, aproximadamente 600 litros. En el

20 Y=0.25+1.72X
coeficiente de correlacion 0.96
coeficiente de determinacién 0.93

15 .
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Figura 5. Ecuacién de regresién entre estuche comercial y RIA con
anticuerpo CR
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RIA se utiliza 0.1 ml por tubo de la dilucién de
anticuerpo, por lo que los 600 1 obtenidos alcanzaran’
para 6,000,000 de tubos.

La respuesta inmune en las gallinas apareci6 alrede-
dor de un mes después de iniciada la inmunizacién
(Figura 6). Se utilizaron los huevos de las gallinas 3, 4y
5 para extraer los anticuerpos, y se mezclaron los
extractos de las tres gallinas para obtener un extracto
que se denominé IgY.
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Figura 6. Titulo de anticuerpos contra progesterona en suero de
gallinas en diferentes etapas del calendario de inmunizacién

El anilisis electroforético en gel de poliacrilamida
indicé la presencia de las mismas proteinas contami-
nantes encontradas en la yema completa, pero en
menor proporcién (Figura 7). El extracto en solucién
contenia 7.06 mg/ml de proteina. Los resultados de la
inmunorreactividad del extracto IgYa diversas dilucio-
nes frente a diferentes masas radiactivas se observan en
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Figura 7. Fotografia de la electroforesis en gel de poliacrilamida del
extracto de la yema de huevo (IgY). La imagen A corresponde a la
corrida electroforética del anticuerpo IgYy B a la yema de huevo
completa




el Cuadro 3. Se opt6 por la combinacién de 4,500 cpm
de masa radiactiva y anticuerpo en dilucién 1:2,500. La
curva de calibracién tuvo un comportamiento lineal
mediante transformacion logit-log (Figura 8); el mode-
lo de regresion es significativo (P < 0.05).

Cuadro 3
UNION DEL TRAZADOR Y DESPLAZAMIENTO DE LA UNION
POR UN ESTANDAR EMPLEANDO DOS NIVELES DE MASA
RADIACTIVA YDIFERENTES DILUCIONES DE IgY

Dilucion del Masa cpmEO c¢pmE %E/EO

Desplazamiento

anlicuerpo  radiactiva

1:400 2500 1325 1166 88 12
4500 1980 1881 95 5

1:700 2500 1150 1190 104 —
4500 2025 1701 84 16

1:1000 2500 1000 800 80 20
4500 2070 1656 80 20

1:2000 2500 900 774 86 14
4500 1575 1244 79 21

1:4000 2500 750 755 — —
4500 1305 1265 97 3

cpm EO: Cuentas por minuto contenidas en la fraccién unida en
ausencia de progesterona no marcada

cpm E:  Cuentas por minuto contenidas en la fraccién unida en
presencia de un estandar que contiene 2.0 ng/ml de progesterona
no marcada

%E/EO: Porcentaje de unién del trazador en presencia del estindar
Desplazamiento: Diferencia del porcentaje de unién entre el EO y el
estandar

La constante de afinidad estimada para el anticuerpo
Ig¥ fue de K=5.5 x 10® 1/Mol.

Los porcentajes de reacciéon cruzada se muestran en
el Cuadro 4; ninguno de los metabolitos probados tuvo
una reaccién cruzada con progesterona mayor a 7%.
En la Figura 9 se muestra la prueba de paralelismo. El
suero testigo diluido en serie doble demuestra un
desplazamiento paralelo con respecto a la curva de
calibracién.

2 Y=0.52 - 0.94X
coeficiente de correlacion -0.95
coeficiente de determinacién 0.9
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Figura 8. Desplazamiento de la curva estandar con IgY

Cuadro 4
REACCION CRUZADA DEL ANTICUERPO
IgY CON DIVERSOS ESTEROIDES

Compruesto % Reaccion cruzada

17 a-hidroxiprogesterona 0.83

20 a-hidroxiprogesterona 0.65

Cortisol menor que 0.01
11 Desoxicortisol 7.0

11 Desoxicorticosterona 6.0
Progesterona 100.0

La sensibilidad estimada del RIA con IgY a partir de
una curva estandar con su envoltura de error fue de 0.27
ng/ml (Figura 10). Los coeficientes de variabilidad
intraensayo e interensayo fueron de 19.6% y 22.2%,
respectivamente. La comparacién de niveles de
progesterona entre un estuche comercial y el RIA
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Figura 9. Prueba de paralelismo con el anticuerpo IgY.

instrumentado con el anticuerpo IgY muestra una rela-
cién lineal; los resultados y el modelo obtenido se
muestran enlaFigura 11. Elvolumen total del anticuerpo
IgYresuspendido fue de 600 ml. La dilucién de trabajo
en e] RIA fue de 1:2,500, por lo que el volumen total del
anticuerpo diluido esde 1,500,000 ml, que corresponde
a 1,500 litros, suficiente para procesar 15,000,000 de
tubos.

Discusién

La respuesta inmune del conejo CR result6 igual a la
registrada por otros autores.'** El anticuerpo obtenido
presento las caracteristicas apropiadas para ser utilizado
para el RIA: Elevada afinidad y especificidad, pero baja
disponibilidad, ya que s6lo se colectaron 40 ml.

La extraccién de inmunoglobulinas del suero del
conejo CR fue eficiente, pues s6lo se observé una banda
de proteinas en el gel de electroforesis, ubicada en la
region de menor motilidad, correspondiente alas gama
globulinas.*®

La estimacion de la afinidad demostr6 que los
anticuerpos poseen suficiente energia de enlace para
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Figura 10. Curva estandar y envoltura de error del RIA que utiliza el
anticuerpo IgY

conservar los complejos formados en la reaccién
inmunolégica,'®a pesar de haberse utilizado un método
de extracciéon que puede provocar interferencia debido
ala presencia de otros componentes, como residuos del
solvente de extraccién.’

La curva de calibracién con el anticuerpo del conejo
mostré que se ajusta estadisticamente a un modelo de
regresion lineal, lo que permite la cuantificacion de
hormona en extractos lipidicos de muestras plasmaticas.
Los valores de pendiente e intercepciéon determinados
en este estudio son similares a los informados por la
literatura.”” Los porcentajes de reaccioén cruzada que
exhibié este anticuerpo estin dentro de los valores
registrados por otros autores como adecuados para
emplearse en radicinmunoandlisis.>® 25 En todo caso,
si hubiera hiperfuncién adrenal, la cantidad de cortisol
que deberia alcanzarse para provocar sobreestimacién
de los valores de progesterona tendrian que ser 100 veces
mayor al valor de los niveles fisiologicos normales.'®

La sensibilidad obtenida en el RIA para progesterona
con el anticuerpo CR sirve para medir progesterona
plasmatica en niveles fisiologicos normales, y es similar
a la de la mayoria de los inmunoensayos para
progesterona registrados en la literatura,? ** * aunque
existen algunos cuya sensibilidad es mucho mejor,
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Figura 11. Ecuacién de regresion entre estuche comercial y RIA con
anticuerpo IgY
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desde 1.2 picogramos por ml,* 30 picogramos por ml,>*
hasta valores relativamente elevados, como 400
picogramos por ml.?

Laafinidad y precisién del inmunoensayo determina
la sensibilidad del mismo. La sensibilidad obtenida en
el presente trabajo se vio mas afectado porlos coeficien-
tes de variacion relativamente elevados que presentd
este inmunoensayo, que por la afinidad de los
anticuerpos. Se ha informado que al aumentar la dilu-
cion de la solucién de anticuerpos aumenta la sensibi-
lidad, debido a que los anticuerpos con mayor afinidad
seran los que enlacen el antigeno.' En este trabajo se
exploraron altas diluciones, tanto como 1:8000 y
1:15,000, con las cuales se obtuvieron mayores diferen-
cias en el desplazamiento, lo cual indica que estas
diluciones son las apropiadas para establecer el RIA de
progesterona.

En la literatura se registran coeficientes de variacién
intraensayo entre 3.8 y 19.1%, siendo menores para los
sueros con valores arriba de 5.0 ng/ml. de progesterona,
ymayores para valores iguales o cercanos a 1.0 ng/ml.% %446
En cuanto a la variabilidad entre analisis, la literatura
también registra un amplio rango, que va desde 4.2
hasta 23.0%, segin la cantidad de progesterona pre-
sente en las muestras.!”* Los coeficientes de variacién
registrados en el presente trabajo son relativamente
elevados. Sin embargo, estin por debajo de los de
algunos inmunoensayos comerciales utilizados para
medir progesterona que también emplean extraccién
de esteroides, los cuales presentan variabilidad
intraensayo de 33% vy coeficientes de variabilidad
interensayo de alrededor de 32%, aun cuando em-
plean sueros testigo con 5.99 y 6.53 ng/ml de
progesterona.” Esto indica que el proceso de extrac-
cion de los esteroides a partir del plasma produce
aumento en los coeficientes de variabilidad, debido a
los efectos del blanco producidos por residuos de
solventes organicos en los tubos de extraccién en los que
se concentran los esteroides para ser sometidos al RIA.?

Se encontr6 una elevada correlacién entre las con-
centraciones estimadas con el RIA instrumentado con
anticuerpos de conejo en el presente trabajo y las
determinadas con un estuche comercial. Aunque varia-
ron las cantidades absolutas de progesterona cuando se
compararon las estimaciones obtenidas con uno y otro
meétodos, fueron sin embargo proporcionalmente igua-
les. En la literatura se indica que ensayos bastante
exactos y precisos no muestran relacién de identidad
con otros métodos analiticos sumamente sensibles,
exactos y precisos, como la cromatografia liquida de
alta presién, o con otros inmunoensayos igualmente
precisos y exactos. 25!

El comportamiento inmunolégico de las gallinas fue
mas uniforme que el de los conejos, ya que mostraron
niveles relativamente elevados de anticuerpos desde la
respuesta primaria. En especial, las gallinas 1, 3y 4
conservaron titulos elevados semanas después del ult-
mo refuerzo. Esta permanencia de titulos elevados en
gallinas hasidoregistrada por otros investigadores para
el caso de inmunégenos peptidicos.”> *” Es probable



que la relativa lejania filogenética que presentan las
aves en relacion con los mamiferos, falicite la rdpida y
efectiva produccion de anticuerpos contra moléculas
proteinicas pertenecientes a estos Gltimos, como es el
caso de la albumina sérica bovina contenida en el
inmunégeno.®

Se ha informado que la produccién de anticuerpos
en gallinas puede ser provocada por la inoculacién de
dosisrelativamente elevadas de inmunégeno,®yaquela
induccién de tolerancia inmunoloégica es tardia y se
necesitan dosis que sobrepasan 5 g por kg de peso
corporal.? Las dosis utilizadas en este trabajo estan por
debajo de aquellas que pudieran producir tolerancia,
pero estimularian la induccién de anticuerpos de ele-
vada afinidad.

Se hainformado quelacantidad deinmunoglobulinas
presentes en la yema del huevo es igual o superior a la
encontrada en el suero materno.” En este trabajo se
encontré que la cantidad de proteinas presentes en la
yema es elevada, superior a la cantidad de proteinas
contenidas en el suero sanguineo de rumiantes.*® Esto
fue confirmado en el anilisis electroforético, el cual
mostro6 la presencia de varias bandas de proteinas que
no corresponden a las gamaglobulinas; probablemen-
te sean fosfovitinas y lipovitelinas, las cuales forman
parte de la yema completa,?® dando como resultado el
aumento en la cantidad proteinica en el extracto. Sin
embargo, a pesar de haber contaminacién con protei-
nas diferentes a las inmunoglobulinas en el extracto de
la yema, éste fue capaz de unir progesterona con
suficiente afinidad como para permitir la estabilidad
de los complejos formados.

Es probable que la purificacién adicional del
anticuerpo extraido de la yema del huevo, utilizando
métodos como la precipitacién con sulfato de amonio
odesodio, polietilenglicol o rivanol, mejore el compor-
tamiento inmunoquimico de los anticuerpos. De esta
manera se eliminaria gran cantidad de proteinas que
pueden afectar la formacién y estabilidad de los com-
plejos. Dicha situacién se daria cuando las moléculas
involucradas contienen grupos hidrofébicos que
interactiian con los sitios de unién del anticuerpo y los
determinantes antigénicos a través de fuerzas de Van
der Walls, hidrofébicas, y enlaces de hidrégeno, que
dirigen gran parte de la formacién de los complejos.** **

La curva estandar establecida con IgYmostré un bajo
porcentaje de unién no especifica; el modelo de regre-
sion fue significativo, con un elevado valor de correla-
cién también significativo.

El anticuerpo IgY presenté bajo nivel de reaccion
cruzada con metabolitos de esteroides, incluso menor
a los registrados por otros autores cuando producen
anticuerpos a partir de conejo.?”*1:#24.51 ] a prueba de
paralelismo realizada con un suero testigo mostré un
desplazamiento paralelo a la curva estandar; se confir-
ma asi que el extracto de anticuerpos es especifico
hacia la progesterona.

EIRIA establecido con el anticuerpoIgYse encuentra
dentro del rango esperado de sensibilidad, el cual

permite detectar valores fisiologicos, a pesar de haberse
empleado un proceso inespecifico de separacién de
fracciones que por ser altamente dependiente del tiem-
po de la exposicion al carbén, asi como de la concentra-
cion del mismo, puede alterar significativamente la
precision y la sensibilidad.

Los coeficientes de variacién de los ensayos
instrumentados en este trabajo resultaron mayores a lo
esperado. Sin embargo, es posible utilizarlos para la
determinacién semicuantitativa de progesterona, sobre
todo en estados fisioloégicos donde las concentraciones
de esta hormona son elevadas, como por ejemplo para
la deteccion de cuerpo lateo funcional en rumiantes y
porcinos. La aplicacién de esta técnica para determinar
niveles elevados de progesterona del dia 21 al 23
postservicio en bovinos permitiria diagnosticar gesta-
cién temprana utilizando muestras de plasma o
leche. %2

El rendimiento de los anticuerpos extraidos de la
yema del huevo fue dos veces mayor que el obtenido con
anticuerpos de conejo, sin considerar la cantidad de
yema que se perdié por descomposiciéon durante el
periodo de almacenamiento. Por otra parte, los valores
de afinidad de ambos anticuerpos no difieren de modo
notorio, ya que ambos se encuentran dentro del rango
sugerido para ser usados en el RIA.*? Los valores de
especificidad muestran que son cualitativamente igua-
les. Todo ello indica que los anticuerpos extraidos de la
yema ofrecen una mejor alternativa de disponibilidad.

Abstract

Leghorn hens and New Zealand rabbits were
immunized against progesterone, in order to produce
antibodies to be used in radioinmunoassay (RIA).
Acetone and 2-propanol were used to extractantibodies
from the yolk of eggs of immunized hens. Antibody
extraction from rabbit blood serum was done by
precipitation with amonium sulfate. Antibodies from
egg yolk had high affinity and specificity for
progesterone. Sensitivity of the RIA established with
these antibodies, was 0.27 ng/ml, with intra- and
interassay coefficients of variation of 19.6 and 22.2%,
respectively. There was a significant correlation (0.94)
between the progesterone concentrations determined
with egg-yolk antibodies and those found using a
commercial kit. Antibodies from rabbit serum had also
high affinity and specificity for progesterone. RIA,
established with these antibodies, had a sensitivity of
0.23 ng/ml, with intra- and interassay coefficients of
variation of 14.7and 22.7%, respectively. The correlation
between progesterone values determined with rabbit
antiserum and those obtained with a commercial kit was
0.96. Theyield of antibodies from egg yolk was 2.5 times
higher than that of rabbit serum. It is concluded, that
egg yolk of immunized hens is a practical source of
antiprogesterone antibodies with similar quality to that
of antibodies extracted from the blood serum of
immunized rabbits. '
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